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Tez Danigmani: Dog. Dr. Halil Murat AYDIN

Temmuz 2015, 97 sayfa

Dunya’da milyonlarca insan trafik kazasi, spor yaralanmasi, gunlik yaralanma
veya genetik hastaliklar yltzinden kemik yaralanmasi tedavilerine ihtiyag
duymaktadir. Olusan travmalar uygun implantlar ile fikse edilirken dogal/sentetik
kemik greftleri ile de desteklenmektedir. Tez calismasinin amaci biyouyumlu,
biyobozunur, gbézenekliligi yuksek ve kemik olusumunu artiracak sentetik kemik
greftlerinin hazirlanmasidir. Calismada olusturulmasi hedeflenen doku iskelelerinin
kanla islandiginda esneyebilme, hemostatik olma, hicre ya da buyime faktord ile
desteklenebilme, osteokonduiktif ve osteoindiktif olma gibi dnemli 6zelliklere sahip
olmasi hedeflenmistir. Bu amag¢ ve hedefler dogrultusunda tezin ilk agsamasinda
oncelikle sigir kaynakli kolajen tip-l ve beta trikalsiyum fosfat (3-TCP) karigsimi
olusturuimus ve dondurulduktan sonra liyofilizasyon ile gbzenekli yapilar
olusturulmustur. Hazirlanan yapilar vakum altinda ve 100°C Uzerinde sicaklikta
dehidrotermal (DHT) yontem kullanilarak degisik surelerde ¢apraz baglanmis ve

orneklerin bir kismi gama radyasyonu ile steril edilmigtir.



Tezin ikinci agamasinda nihai formuna kavugsan doku iskelelerinin karakterizasyon
testleri tamamlanmistir. Seramik fazin belirlenmesi i¢in X-ray difraksiyonu (XRD),
olusturulan doku iskelesindeki fonksiyonel gruplarin tespit edilmesi i¢in Fourier
donusuimll kizilétesi spektroskopisi (FT-IR), termal davraniglarin karakterize
edilmesi amaciyla da diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) analizleri yapiimistir.
Hazirlanan kolajen/B-TCP doku iskelelerinin ayni zamanda u¢ nokta egme ve
basma analizleri yapilarak, mekanik davranislari belirlenmistir. Mekanik analiz
sonuglarina goére doku iskelelerinin basma mukavemeti oldukc¢a fazla olup, kemik
dokusuna oldukga yakin oldugu tespit edilmistir. G6zenekli doku iskeleleri taramali
elektron mikroskop (SEM) ve mikro-bilgisayarli tomografi (u-CT) ile
goruntulenmiglerdir. Analiz sonucunda doku iskelelerinin %65 gdzeneklilik ve
gbzeneklerin birbiriyle iligkili oldugu belirlenmigtir. Malzemenin su alim kapasitesi

de dlgulerek sisme davranigi irdelenmigtir.

Mekanik, termal ve kimyasal olarak karakterizasyonu yapilan doku iskelelerinin in
vitro ortamda hudcre kdltart analizleri ile biyolojik olarak da karakterizasyonu
yapilmis ve kolajen/B-TCP doku iskelelerine MG63 insan osteosarkoma hucre
hatti ekilmigtir. Hlcre ekimi sonrasinda doku iskelelerinin sitotoksisite ve dagilma
davranisglari gézlemlenmistir. Hicre kultliri sonuglarinda doku iskeleleri herhangi
bir sitotoksik etki gostermemistir. Hayvan calismalarinda BMP-2 ve TGF-B1
bayime faktort kullanildigindan dolayi, ¢alisma Oncesi doku iskelelerinden
bayume faktorlerinin salim kinetiklerine bakmak amaciyla, model protein olan

serum albimin doku iskelelerine ytiklenmis ve bir haftalik salimi incelenmistir.

Tez calismasinin son asamasinda ise hazirlanan kolajen/B-TCP doku iskeleleri
120 adet Sprague Dawley cinsi sicana implante edilmis ve siganlarin kranyum ve
femur kemiklerinde iki farkli defekt modeli olusturulmustur. Kontrol, doku iskelesi,
doku iskelesi+BMP-2, doku iskelesi+TGF-B1, doku iskelesi+BMP-2+ TGF-B1 ve
otogreft gruplari olusturulmustur. Kranyum defekti olusturulan hayvanlar 4 ay,
femur defekti olusturulanlar ise 6 ay sonra sakrifiye edilmistir. Spesimenler
saklanarak u-CT analizi ile kemik rejenerasyon oranlari bulunmus ve en |iyi
gelisme otogreft uygulamasinda gorulmustir. Doku iskelesi grubu ile blylime

faktord igeren gruplar arasinda anlamli bir farkhlik gézlenmemisgtir.



Anahtar kelimeler: kolajen Tip-I, beta-trikalsiyum fosfat, kemik doku muhendisligi,

dehidrotermal yontem, kranial defekt, iyilesmeyen kemik defekti



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF COLLAGEN/ BETA-TRICALCIUM
PHOSPHATE BASED SYNTHETIC BONE GRAFTS

Burcu SARIKAYA
Master of Science, Bioengineering Division
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Halil Murat AYDIN
July 2015, 97 pages

Millions of patients worldwide need bone injury treatments due to traffic accidents,
sports injuries, daily injuries or genetic diseases. While originating traumas are
fixated with appropriate implants, they are also supported by natural and synthetic
bone grafts. The aim of this thesis is to prepare synthetic bone grafts that have
high porosity and are also biocompatible and biodegradable which will improve
bone growth. It was intended in this study for the prepared tissue scaffolds to
become osteoconductive and osteoinductive, that can be supported with cells or
growth factors, that are able to bend and twist when wetted with blood, and that
are also hemostatic. According to these aims, in the first stage of the thesis, firstly,
bovine collagen type-l and beta tricalcium phosphate (B-TCP) mixture was
prepared and porous structures were obtained via freeze drying. The structures
prepared were cross-linked by dehydrothermal method above temperatures over
100°C for varying periods of time, and some of the samples were sterilised via

gamma radiation.

In the second stage of the thesis, characterisation of the scaffolds that have
assumed their final form were completed. X-Ray Diffraction (XRD) was used to
determine the ceramic phase, while Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-

IR) was used to determine the functional groups in the prepared tissue scaffold,



and to characterise thermal behaviour, differential scanning calorimetry (DSC)
analysis was performed. Mechanical behaviour of the prepared collagen/B-TCP
scaffolds was determined via three point bending and compression analyses.
According to mechanical analysis results, strength values of the scaffolds were
found to be significantly high and were close to that of bone tissue. Morphology
was observed by using scanning electron microscopy (SEM) and micro-computed
tomography (u-CT). With the results of these analyses, it was found that the
scaffolds have over 65% porosity and that these pores are interconnected.

Swelling capacity of the material was also investigated.

In order to investigate in vitro performance of the collagen/B-TCP scaffolds, a
MG63 human osteosarcoma cell line was seeded onto constructs. The scaffolds
were tested for cytotoxicity and degradation/disintegration behaviour. Cell culture
results have indicated that scaffolds have not shown any cytotoxic effects. To
investigate the release kinetics of the growth factors, model protein of serum
albumin was loaded into the scaffolds and its release was observed for a week

before the study.

In the last stage of the thesis, prepared collagen/B-TCP scaffolds were implanted
into 120 Sprague Dawley rats and two types of defect models were created in the
cranium and femur of these animals. Six groups were formed, which were: control,
scaffold, scaffold+BMP-2, scaffold+TGF- 1, scaffold+BMP-2+TGF- (1 and
autograft. Animals with cranium defects and femur defects were sacrificed after, 4
months and 6 months, respectively. Specimens were preserved and bone
regeneration ratios were determined with p-CT analysis, and the the highest bone
formation was observed in autograft group with no significant difference between

bare and growth factor containin groups.

Keywords: collagen Type-l, beta-tricalcium phosphate, bone tissue engineering,

dehydrothermal treatment, cranial defect, non-union femur defect
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1 GIiRIS

Her yil milyonlarca insan kaza, kiriklar, osteoporoz, tumoér alinmasi, genetik
rahatsizliklar gibi nedenlerden dolayr kemik doku kaybi yagsamakta ve bu konu
halk saghgi acisindan tedavi edilmesi gereken ciddi bir durum olusturmaktadir.
Ozellikle Amerika ve Avrupa Birligi Ulkelerinde yas ortalamasinin artigiyla birlikte
kemikle iligkili rahatsizliklar buylk endige uyandirmakta ve doku muhendisligi
uygulamalar tegvik edilmektedir. GUnimuzde otolog greftler altin standart olarak
kisinin kendi dokusundan alinmakta ve bu uygulama hali hazirda osteojenik
hicreleri ve osteokonduktif faktorlerleri icerdiginden oldukga basarili sonuglar
vermektedir. Fakat otogreft uylamasinin kisitli miktarda doku alinabilmesi ve donor
alanda olugsan morbidite gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Alternatif olarak
allogreft uygulamasi yapilmakta ve ayni tire ait baska bir bireyden kemik dokusu
alinabilmektedir. Allogreft transplantasyonundan sonra doku reddi, patojen
aktarimi, nadiren de olsa enfeksiyon gibi riskler olusabilmektedir. Bu
uygulamalarin dezavantajlarinin 6nine gegmek amaciyla doku muhendisligi

teknikleriyle Uretilmis greftlerin kullanimi son 20 yil igerisinde oldukga artmistir [1].

Doku muhendisligi hasarli doku veya organlarin tedavisinde konvansiyonel
yontemlerin kisitlarini asan biyolojik malzemelerin Uretimini hedeflemektedir. Doku
muhendisliginde kullanilan metotlardan biri hdcre kualtira teknikleriyle in vitro
ortamda hedef doku hucrelerini gcogaltip hastaya implante edilmesidir ve bu iglem
icin hucrelerin mutlaka U¢ boyutlu doku iskelelerine yapismasi gerekmektedir.
Doku iskeleleri ya da doku iskeleleri hedef dokunun makro ve mikro dizeyde
yapisini taklit edebilen ve hucre buyumesini destekleyecek ekstraseluler matriks
Ozelliklerini  saglayabilen yapilardir. Doku iskeleleri; hiicre yapismasi,
proliferasyonu ve farklilagsmasini saglayabilecek yiuzey kimyasina sahip olmali,
uygun hizlarda bozunabilmeli ve bozunma Urlnleri istenmeyen Urdn
olusturmamali, yeterli mekanik Ozellikleri saglayabilmeli, degisik sekillerde ve
boyutlarda Uretilebilmeli ayni zamanda da damarlanmanin saglanabilmesi igin

birbiriyle iliskili gdzeneklere sahip olmalidir [2].



Sert doku muhendisliginde sikga kullanilan B-trikalsiyum fosfat sentetik olarak
sentezlenen seramiklerdendir ve kalsiyum/fosfat oranlari kemik dokusuna oldukca
yakindir. Tamamen biyouyumlu olan B-trikalsiyum fosfat doku iskelelerinde
mekanik dayanim saglamak amaciyla kullaniimaktadir. Kolajen Tip-l kemik
eksraseluler matriksinin dogal yapisinda en ¢ok bulunan protein olup, tamamen
biyouyumludur. Kolajen Tip-l hicre yapigsmasini ve buyumesini destekledigi icin
doku muhendisligi uygulamalarinda sik¢a kullaniimaktadir. Kolajenin proteolitik
reaksiyonlara dayanim goéstermesi icin ¢apraz baglanmasi gerekmektedir ve bu
amacla birgok yontem geligtiriimigtir. Kimyasal g¢apraz baglayici ajanlar oldukg¢a
verimli olsalar da geride biraktiklari reziduler sitotoksik etki gostermektedir.
Biyolojik ajanlar boyle bir etki gostermese de yetersiz c¢apraz baglama
Ozelliklerinden  dolayr  kolajenin  capraz  baglanmasinda ¢ok tercih
edilmemektedirler. Gama ve ultraviyole radyasyonu gibi fiziksel yontemler ise
kolajenin yapisini bozmaktadir. Fiziksel ydntemlerden olan dehidrotermal
uygulamasinda ise kolajenin yapisina zarar verilmemekte ve malzemeye herhangi
bir malzeme ya da solisyon eklenmediginden dolayl sitotoksik etki
gorulmemektedir. Dehidrotermal yontemde doku iskeleleri yuksek sicaklik ve

dUguk basinca maruz birakilmaktadir [1].

Tez calismasinin amaci sert doku onariminda kullanilacak, kolajen Tip-I proteini
ve [B-trikalsiyum fosfat seramiginden olusan kompozit malzemelerin
hazirlanmasidir. Belirli formulasyona gore hazirlanan karisim gozenekli yapinin
saglanmasi amaciyla liyofilize edilmistir. istenen gézeneklilik ve gézenek yapisinin
saglandigi taramali elektron mikroskobu ve mikro-bilgisayarli tomografi analizleri
ile kanitlanmistir. Hazirlanan doku iskeleleri daha sonra dehidrotermal yéntem
kullanilarak gapraz baglanmigtir. Nihai formuna kavusan doku iskeleleri kimyasal
olarak fourier donusumlu kizilotesi spektroskopi (FTIR), diferansiyel taramali
kalorimetri (DSC), X-isini difraksiyonu (XRD) gibi analizlerle karakterize edilmistir.
Doku iskelelerinin mekanik dayanimi ise basma ve U¢ nokta egme testleri
yapilarak denenmis ve kemik doku muhendisligi i¢in uygun bulunmustur. Doku
iskelelerinin sisme davraniglari degerlendirilmis ve kontrolli sigir serum albUmini

yuklemek suretiyle salim kinetigi incelenmistir.



Hazirlanan doku iskeleleri hdcre kualtur ortaminda da test edilmigtir. Doku
iskelelerine MG63 osteosarkoma hucre hatti ekilerek sitotoksisite ve hicre canliligi
Olcilmis; ayni zamanda hucresiz doku iskelelerinin dagilma ve bozunma
davraniglari farkli hdcre kuiltir ortamlarinda incelenmistir.  Sitotoksik etki
gostermeyen doku iskeleleri kisa sure igerisinde dagiim (disentegrasyon)

gostermistir.

Tez calismasinin son asamasinda doku iskeleleri Sprague Dawley cinsi si¢ganlarin
kranyum ve femurlarinda kritik boyda defekt olusturularak in vivo performans
bakimindan incelenmistir. Kranyumda 8mm genigliginde ve 1mm yuksekliginde
defekt olusturulmus ve olusturulan defektlerde (1) kontrol, (2) doku iskelesi, (3)
doku iskelesi+kemik morfojenik proteini-2 (BMP-2), (4) doku iskelesi+doénustiricu
bayume faktora-p1 (TGF- B1), (5) doku iskelesi+BMP-2+TGF-31 ve (6) otogreft
gruplan calisiimistir. Deney hayvanlari 4 ay sonra sakrifiye edilmistir. Femur
grubunda ise (1) kontrol, (2) doku iskelesi, (3) doku iskelesi+kemik morfojenik
proteini-2 (BMP-2), (4) doku iskelesi+donustirict baylume faktoriu-p1 (TGF- 1),
(5) doku iskelesi+BMP-2+TGF-B1 gruplari denenmis ve hayvanlar 6 ay sonunda
ex edilmigtir. Hayvan c¢alismalarinin tamamlanmasinin  ardindan kemik
rejenerasyonunu 0Olgmek amaciyla mikro-bilgisayarli tomografi ile yeni olusan

kemik hacimleri belirlenmis ve spesimenlere mamografi analizi yapiimistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Biyomalzemeler

Biyomalzemeler ya da bagka bir deyisle biyomateryaller, Amerikan Ulusal Saglik
Enstiti’st tarafindan “bireylerin yasam kalitesini artirmak ya da devamhligini
saglamak amaciyla, ilaglar disinda sentetik ya da dogal kaynakli, kisa sureligine
kullanilabilen, doku, organ ya da vucut fonksiyonlarinin bir kismini ya da tamamini
iyilestiren, gelistiren icerikler veya bu igeriklerin birlesimi” seklinde tanimlanan
malzemelerdir [3]. Fakat bu tanim cerrahi aletleri kapsamamaktadir. Daha genel
olarak biyomalzemeler, biyolojik sistemlerde etkilesime girebilecek tek basina ya

da baska sistemlerle kullanilabilen malzemelerdir [4].

Biyomalzemelerin kullanimi eski Misir uygarliklarinda ipek dikis ipliklerinin
kullanimiyla baslamis olup, 1950’li yillara kadar cerrahi ihtiyaglar dogrultusunda
cerrahlar tarafindan ¢6zum odakh geligtiriimigtir. 1870’lerde “aseptik” ifadesinin
ortaya atilmasi ve aseptik sartlarin varliginin gereksiniminin anlagiimasiyla yapilan
calismalar hiz kazanmis fakat malzeme dayanimi, biyouyumluluk gibi sorunlar
nedeniyle basarili olunamamigtir. Bugunku ifadesiyle Urtn olarak kullanima hazir,
fabrikasyon teknigiyle dretiimis biyomalzemelerin gelisimi cerrah, fizikgi ve
muhendislerin isbirligi sayesinde 2. Dinya Savasi’'ndan sonra gerceklesmistir.
Devrim niteligindeki ilk implanti, kendisine Sér Unvani kazandiracak bulusuyla
1949 vyilinda Harold Ridley, ICI Perspex® poli(metii metakrilat)y (PMMA)
malzemesinden gelistirdigi yapiy! kontakt lens olarak uygulamistir. 1952°de Per
Ingvar Branemark tavsanlar Uzerinde yaptigi bir caligmada titanyum vidanin
kemige oldukga siki bir sekilde baglandigini ve dayaniminin ytuksek oldugunu
bulmus ve ilk olarak “osteoentegrasyon” kelimesini ortaya atmistir ve titanyumun
dis implanti olarak kullanilmini galismistir. 1956 yilinda ise Ingiliz John Charney ilk
basarili toplam kalga implantini gergeklestirmistir. Hollanda’h Willem Kolff 1943
yilinda diyaliz membranini kullanmig fakat sistemin kullanilabilir hale gelisi 1960
yihni bulmustur. Kolff ayni zamanda polivinilklortrden ilk yapay kalp ¢alismasini

yapmistir. 1964 yilinda ise John Gibbon kalp-akciger makinesini gelistirmigtir [5].



Biyomalzemeler medikalde stent, katater, dikis ipi, kontakt lens, dental braket ve
implantlar, yara ortU materyali, ilag salimi yapan tibbi cihazlar, pacemaker,
konduit, meme implantlari, intraokuler implantlar gibi bircok sekilde kullanilirken;
medikal haricinde hucre kultiru ¢aligmalarinda, analiz kitlerinde, biyosensorler ve
ciplerde, kontrolli salim sistemlerinin zirai ve ¢evre amagcli uygulamalarinda, gida

sektorinde ve ayirma-saflagtirma islemlerinde kullaniimaktadir.

Biyomalzemeler doku etkilesimlerine goére inert, rezorbe olabilen ve biyoaktif
materyaller olmak Uizere (ice ayrilmaktadir. inert materyallere karsi biyolojik yanit
olusmadigi gibi mekanik dayanimlari yuksektir fakat genel olarak rezorbe
olamayan malzemelerdir. Rezorbe olabilen biyomalzemeler dokularin
iyilestirmesini saglarken ayni zamanda yeni doku olusumunu da tegvik etmekte ve
bu surecgte yeni doku olusurken biyomalzeme de ayni hizda rezorbe edilmektedir.
Bdyle malzemelerin bozunma Urdnleri de tamamen biyouyumlu olmalidir. Biyoaktif
materyaller ise hasarli bolgeye yerlestirildiklerinde biyofiziksel ve biyokimyasal
reaksiyonlarin gerceklesmesini saglayarak doku-malzeme arayuzeyinde guglu
badlanti olusturmaktadirlar. Cizelge 2.1 de biyomalzemeler biyolojik 6zellerine

gore siniflandirilmis ve érneklendirilmigtir.

Cizelge 2.1. Biyomalzemelerin biyolojik 6zelliklerine gore siniflandiriimasi

Metaller Kalga protezi, sabitleyiciler, dental

implant ve amalgam, nanopartikl

Polimerler lac tasiyici sistemler, kontakt
lensler, dikis iplikleri, yara-yanik ortu
materyalleri, meme implantlari, kalp

kapaklari, kondomlar, kataterler

Sentetik Biyomalzemeler

Seramikler Kemik cimentosu, implant
kaplamalari, dis dolgu materyali,
kemik grefleri, protezler




Kompozitler Dental ve ortopedik implantlar,
yapay damar, antiadeziv
membranlar, oftalmolojik implantlar,

ilac taglyici sistemler

Dogadan elde edilen | Tek basina ya da kompozit olarak
(mercan, kitin, jelatin, | implant malzemelerinde,
kolajen)

Dogal olarak bulunan (hicre, | Okuler, ortopedik, dental, vaskuler

Dogal Biyomalzemeler

doku, deselllerize matris) greftlerde

Biyomalzemeler yeni tedavi yontemlerinin gelismesine yardimci olsa da hala
biyouyumluluk, mekanik o6zellikler, hedefleme, bozunma kinetigi ve diger birgok
onemli Ozelliklerinin gelistiriimesine ihtiyag vardir. Modern biyomateryal bilimi
hicresel sinyal proseslerinin Uzerinde durarak, hiucre-matriks etkilesimini ve
performansi artirmaya yonelik ¢calismaktadir. Biyomalzemelerin tipta kullanimi da
her gecen yil artmaktadir. Polimer iceren kontrolll ilag salim sistemleri her yil 10
milyon hasta Uzerinde kullanilmaktadir. Ornegin polimer kapli stentler, insan
bdylme hormonu gibi proteinleri salan kontrollu ilag salim sistemleri, peglenmis
interferonlar gibi birgok biyomateryal uygulamasi insanlarin sagligini ve refahini

artirmaya yonelik olarak kullaniimaktadir.

Biyomalzemelerin doku muhendisligi uygulamalarinda da yeri oldukga 6nemlidir.
Biyouyumlu polimerlerin hucrelerle birlestiriimesi ile yapay deri, mesane gibi organ
yap! ilerleyen teknoloji sayesinde mumkun olmustur. Biyomalzemeler, ginumuzde
hasarli dokularin dogal yapitaglarini kullanarak doku replasmanini yapan, biyolojik
ve medikal uygulamalar igin 6zel olarak tasarlanip Uretilebilen, sadece tedavi degil

tani ve teshiste, array ve ¢ip teknolojilerinde de kullanilan 6zellikli malzemelerdir.




Son yillarda klinik tip, malzeme bilimi ve muhendislik bilimlerinin ortak galismalari
sonucu biyomalzemeler konusunda oldukga 6nemli gelismeler yasanmigtir. Farkli
disiplinlerden insanlarin ortak c¢alismalari, egitim programlarina katilmalari
suphesiz biyomalzemeler konusunda daha fazla ilerlemenin olmasini saglayacak

ve tipta yeni uygulamalarin yapilabilmesine olanak saglayacaktir [6].

2.2 Doku Muhendisligi

Her yiIl milyonlarca hasta organ yetmezligi gibi hastaliklardan 6tlra organ nakli
sirasi beklemektedir. Donor sayisinin azligi, bu konudaki tesviklerin ve egitimin
yetersizliginden dolay! ise bu hastalarin buyuk bir bolumunin yasam kalitesi
dismekte ya da hayatlarini kaybetmektedirler. Bu problemlerin 6nline gegmek
amaciyla doku nakline ihtiyag duyulan Kigilere, altin kural olarak nitelendirilen
ototransplatasyon yani hastanin baska bir yerinden alinan doku nakledilmektedir.
Bobrek, karaciger yetmezIigi, otoimmun rahatsizliklar gibi nedenler dolayi ikamesi
mumkun olmayan durumlarda hastanin birinci dereceden vyakinlarina
basvurulmakta ya da kadavradan doku/organ temin edilmektedir. Bazi durumlarda
ise insan harici dana, domuz gibi memeli tirlerinden yararlaniimakta ve tedavi igin
zenotransplantasyon yapilmaktadir. Burada bahsedilen yaklasimlarda donodrde
hasar ve morbidite olugsmasi, bulagici hastalik kapma, bagisiklik sisteminin bariyer
olusturmasi ve doku reddi gibi ciddi problemler dogabilmektedir. Bu problemlerin
onune gegmek icin kimya, biyoloji, tip ve muhendislik disiplinlerini kapsayan doku

muhendisligi teknikleri gelistiriimistir (Sekil 2.1).
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hiicrelerin ¢cogaltiimasi

Sekil 2.1. Doku muhendisligi kavraminin sematik anlatimi (en.wikipedia.org)

Doku muhendisligi genel olarak doku iskelesi, hiicre ve buyume faktdrl olmak
Uzere u¢ bilesenden olusur. Sekil 2.2°’de doku muhendisliginde kullanilan
materyaller 6zetlenmistir. Doku iskelesi ya da bagska bir deyimle doku iskeleleri
uzerlerine ekilen hicreler i¢in U¢ boyutlu destek materyali olarak iglev gorurler ve
hdcrelerin kendi mikrogevrelerini olusturmalarini saglarlar. Hucreler dncelikle doku
iskelelerine baglanip, migrasyon yapar ve daha sonra farklilasip ¢ogalabilirler.
Doku iskeleleri ayni zamanda biyokimyasal faktorlerin iletimini saglayip, gaz ve
katle transferini saglamaktadirlar. Hucreler kendi mikrogevre ve ekstraselller
matrikslerini olusturana kadar bdlgede mekanik destek saglayip, sureg¢
tamamlandiginda ise cerrahi igsleme gerek kalmadan vicut tarafindan absorbe
edilmektedirler. Doku iskelesi tasariminda biyouyumluluk, biyobozunma, gézenek
boyutu ve acgik gozeneklilik Gnemli parametrelerdir. Bu alanda halen daha asiimasi
gereken en 6nemli problem ise damarlanmadir. Bu sorunu ¢6zmek amaciyla doku
8



iskelelerinin  tasarlanmasi  gerektiginde buyume faktoru ilave edilmesi

gerekmektedir.

Doku muhendisliginde hucre kullanimi dokunun daha verimli yenilenmesi igin
gereklidir. Kullanilan hucreler ¢ok gesitli olup; “otolog” hicre olarak kisinin kendi
saglam hucrelerinden, “allojenik” hicre olarak ayni tur icerisinden farkli bir
dondrden, “zenojenik” hucre olarak farkh bir tlirden, “kdk hicre” olarak ise
induklenmis pluripotent kok hucre, mezenkimal kok hiucre vb. olarak

gruplandirilabilmektedir.

Biyosinyal molekulleri ise hucresel sureglerin duzenlenmesini saglayarak, hucre
blylumesi, iyilesmesi, hicre proliferasyonu ve farklilasmasini artirmaktadirlar.
Biyosinyal molekulleri, hormon, noérotransmiter maddeler, sitokinler, buylime

faktorleri gibi oldukga gesitlidir.

Doku iskelesi

Sentetik
Hidrojel
ECM bilesenleri
Kolajen
GAG
Deseliilerize matriks

Ex-vivo Hucresiz
3D kultir skafoldlar
Otolog Blyume faktori
Allojenik Serum
iPSC S::T:'?;T:r Protein
MSC y 3 Kemokin
PRP
Hiicreler Sinyal Molekiilleri

Sekil 2.2. Doku muhendisligi yaklasiminda ana unsurlar
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2.3 Kemik Doku Miuhendisligi

Kemik oldukg¢a dinamik, skar dokusu olusturmadan yeniden sekil alabilen ve egsiz
bir iyilesme kapasitesi olan dokudur. Vicut icin temel goérevi destek saglamak
olup, mineral deposudur ve hareket esnasinda kaslarin kasiimasini destekleyerek
ic organlari korumaktadir. Bu yuzden kemik dokuda olusabilecek yaralanma veya
hastaliklarin kiginin yasam kalitesini ve vucut dengesini oldukga kotu etkilemesi

kaginilmazdir [1].

Bu amagla 6zellikle sentetik biyomateryaller kemigin yerine gegebilen malzemeler
olarak kullaniimaktadir. ilk baslarda biyomekanik &zelliklerine gore segilen bu
malzemeler ilerleyen zamanlarda doku blylumesini artiracak sekilde biyoaktif ya
da biyobozunur sekilde tasarlanmistir. Ginumuzdeki doku iskelelerinin ise kemik
olusumunu ve damarlanmayi artirmasi hedeflenmis ve bu amagla gdzenekli,
blyUmeyi artiracak hucre, ilag, blyime faktori ya da genleri tasiyabilecek

malzemeler gelistirilmigstir [7].

Kemik dokusunun oldukga karmasik bir biyomekanik sitemi olup, ideal doku
iskelelerini olusturabilmek icin bazi énemli kistaslar bulunmaktadir. ideal doku

iskelesi icin gereklilikler asagida madde madde 6zetlenmisgtir:

e Biyouyumluluk doku iskelelerinin konak dokuda higbir lokal ya da sistematik
toksik etki olusturmadan molekuler sinyal sistemleri dahil tum dogal
hucresel aktiviteleri desteklemesi yetenedidir. Kemik doku iskeleleri
yuzeyinde ve gozeneklerinde ektarselller matriks olusmasina ve kemik
hicrelerinin baglanip, ¢ogalmasina izin verecek sekilde osteokonduktif
olmalidir. Ayrica doku iskeleleri osteoindiksiyon olarak da bilinen
progenitdr hdcrelerin ve biyomolekuler sinyallerin toplanmasi yoluyla yeni
kemik formasyonunun indiiklenmesini desteklemektedir. ideal doku iskelesi
nutrient, oksijen ve atikk maddelerin transferinin saglanmasi amaciyla
implantasyondan birka¢ hafta icerisinde yeni damarlarin olugmasini
saglayabilmelidir [7].
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e Mekanik O&zellikler konak dokunun kemik oOzellikleriyle eslesmeli ve
uygulanan yuke dayanikli olmalidir. Kansel6z ve kortikal kemigin mekanik
Ozellikleri oldukga farkhlik gostermektedir. Genllikle kotikal kemigin young
modulisti 15-20 GPa iken; kansel6z kemiginki 0,1-2 GPa arasinda
degismektedir. Basma dayanimi ise kortikal kemik i¢in 100-200 MPa;
kansel6z kemik icin 2-20 MPa olarak ifade edilmektedir [9].

e Gobzenek blylklugl hacre buyUmesi icin gerekli oksijen ve esansiyel
nutrientlerinin difizyonunun saglanmasi igin en az 100 um ve gézeneklerin
birbiriyle baglantili olmasi gerekmektedir. Kemik dokusu geligimi igin
optimum go6zenek c¢api 200-350 pm olarak bulunmustur [10]. Yapilan
calismalarda mikro ve makro Olgekte c¢esitli caplarda gobzeneklerin
bulunmasinin sadece makro gozenekler iceren doku iskelelerine oranla
daha iyi sonuglar verdigi bulunmustur. Fakat godzenekliligin artisi basma
mukavemeti gibi mekanik Ozelliklerde azalmaya sebebiyet verdiginden
uygun bir gdzeneklilik orani bulunmasi gerekmekte ya da kullanilan polimer,
metal, seramik gibi malzemelerde degisiklige gidilmelidir.

e Rezorbe olabilme elzem bir faktdrdir. ideal doku iskelesi konak dokuyla
ayni mekanik 6zelliklere sahip olmakla kalmayip ayni zamanda in vivo
ortamda zamanla bozunabilmeli, 6zellikle yeni kemik dokusu olusurken ona
yer acacak sekilde kontrolli bir hizla vicut tarafindan rezorbe
edilebilmelidir. Ornegin omurga flizyonu operasyonlarinda 9 aydan daha
fazla bir sure gerekliyken, kranio-maksillofasiyal operasyonlarinda bu sure

3-6 ay arasinda degismektedir [9].

Gecgmisten beri kemik rejenerasyonu alaninda oldukga o6nemli asamalar
kaydedilse de gunumuzde uygulanan tedavi yontemleri bazi kisitlara sahiptir.
Malzeme biliminde yapilan gelismeler oldukg¢a iyi olsa da henlz tam olarak
kemigin vyerine gecgebilen, esneklik ve kullanim kolayhdi, sunan farkh
endikasyonlarda kullanilabilecek yapilar gelistirilememistir. GuUnumuzde hala

yeterli sekilde tedavi edilemeyen kemikle iligkili yaralanmalar mevcuttur [1].
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2.3.1 Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyomalzemeler

Kemik rejenerasyonunun saglanmasi amaciyla kemik doku muhendisligi
uygulamalarinda doku iskelesi olusturmak igin en uygun materyalin secilmesi
gerekmektedir. GUnumuze kadar sentetik ya da dogal kaynakh metal, seramik ve
polimerler gibi bircok malzeme denenmistir. Fakat metaller ve seramiklerin gogu
biyobozunur olmadiklarindan oturu arastirmacilar az miktarda seramik ve

polimerler ile galigmaktadirlar.

Seramikler, biyomedikal muhendisligi ve kemik rejenerasyonunda oldukga fazla
calisiimaktadir ve mercanlardan elde edilen hidroksiapatit (HA) gibi dogal ya da
sentetik olarak HA, B-trikalsiyum fosfat (B-TCP) gibi malzemeler olabilmektedirler.
Ozellikle osteokondiktif ve osteoindiktif oluglarindan dolayr kemik doku
muhendisligi uygulamalarinda tercih edilmektedirler. Seramiklerin kullanildigi
calismalarin gogunda kemik hucreleri olmaksizin iyi sonuglar alinmigtir. Fakat
seramiklerin kirllgan ve dusuk mekanik Ozellikler gostermesi buyuk kemik
defektlerinde kullanimlarinda kisit olusturmaktadir. Ayrica in vivo ortamdaki
osteoklastik aktivite gibi faktorlerden dolayr seramiklerin bozunma/dagilma hizlar
kestirilememektedir. Hali hazirda mekanik dayanimi disik olan seramiklerin erken
bozunmasi mekanik kararhlii azaltacak ve ekstraseluler matrikste kalsiyum ve

fosfat tuzlarinin artigindan dolayi hucre 6lumune yol acacaktir [11].

Seramiklere alternatif olarak biyobozunur polimerler kullaniimaktadir. Polimerler
dogal ve sentetik olarak ikiye ayrilmaktadir. Dogal biyobozunur polimerler hayvan
ya da bitki olmak Uzere dogdal kaynaklardan elde edilmektedir. Kemik doku
muhendisliginde en ¢ok kullanilan dogal biyopolimerler, kolajen, fibrinojen, kitosan,
nisasta, hiyaluronik asit ve poli(hidroksibutirat)'tir ve genel 6zellikleri Cizelge 2.2’de
verilmistir. Bu malzemelerin duguk immunojenik potansiyele sahip olmalari,
biyoaktif davranis potansiyellerinin ylksek olusu, kimyasal olarak donusebilirlikleri
ve bazilarinin kaynaklarinin sinirsiz olusu gibi avantajlari bulunmaktadir [2,12-14].
Sentetik biyobozunur polimerler ise biyomedikal muhendisliginde siklikla
kullanilmakta ve kimyasal olarak istenildigi gibi sekillendirilebilmeleri nedeniyle
tercih edilmektedirler. En ¢ok poli(a-hidroksi asit), poli(e-kaprolakton), poli(propilen

12



fumarat), poli(karbonat),
kullaniimaktadir [15-20,28].

poli(fosfazen) ve poli(anhidrid) gibi polimerler

Cizelge 2.2. Kemik doku muhendisliginde kullanilan polimerlerin genel 6zellikleri

[21,22]

Materyal

Orijin

Ozellikler

Kolajen

Dogal

Dusuk immun yanit
Kemotaktik
Dusuk mekanik ozellikler

Hucre yapigmasini saglama

Fibrin

Dogal

Osteokonduksiyonu artirma
Hucre gécunu ve damarlanmayi artirma

Hucre tagiyici olarak kullanilabilme

Kitosan

Dogal

Hemostatik

Osteokonduiksiyon ve yara iyilesmesini

hizlandirma

Nisasta

Dogal

Termoplastik davranis
Hucre yapigmasini saglama
Biyouyumlu ve sitotoksik etkisi yok

HA ile kullanildiginda kemige baglanma

davraniginin artmasi

Hiyaluronik asit

Dogal

Dusuk immunojenite
Hemostatik

Dusuk mekanik ozellikler

Poli(hidroksi batirat)

Dogal

Kemik geligimi igin yeterli substrat igerme
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Kirilgan malzeme

Poli(a-hidroksi asit)

Sentetik

Hidroliz ile bozunabilme

Ozellikle alifatik poliesterlerin  ¢ogu  kurum

tarafindan onaylanmasi
Bozunma urunlerinin idrar ile atilabilmesi

Bazi durumlarda sitotoksisite yaratmasi

Poli(e-kaprolakton)

Sentetik

Alifatik poliester
Hidroliz ya da kutlesel aginmayla bozunma
Bozunma hizi yavas

Kimyasal olarak duzenlenebilme potansiyeli

diistik

Poli(anhidrid)

Sentetik

Biyouyumlu
llag tasiyici sistemler igin uygun

Kortikal kemik rejenerasyonunu destekleme

Poli(propilen

fumarat)

Sentetik

Fumarik asit ve propilen glikol bozunma urunleri

Biyolojik sonuglari olumlu

Poli(fosfazen)

Sentetik

Hidroliz ile bozunma

Polimer govdesinde karbon atomu olmadan

birbirini takip eden azot ve fosfat icerme

2.3.2 Kemik Doku Muihendisliginde Kullanilan Fabrikasyon Teknikleri

Kemik rejenerasyonunu saglayacak uygun biyobozunur polimer belirlendikten

sonra bu polimerin fabrikasyonu i¢in uygun teknigin secilmesi ya da geligtirimesi

gerekmektedir.  Belirlenen

fabrikasyon metodunun malzeme oOzelliklerini

etkilememesi, kimyasal ve biyouyumluluk Ozelliklerini degistirmemesi, hassas ve

surekli uygulanabilir olmasi ve bdylece her zaman ayni gdzeneklilik, gdzenek

boyutu ve gbézenek dagilimi gibi parametrelerin yakalanabilmesi, her bir Uretimde
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sartlar degistiriimedigi surece ¢ok az varyasyon gorulmesi gibi kriterlere sahip
olmasi gerekmektedir. Yillar boyunca gelistirilen ve genel olarak uygulanan
teknikler ¢ozucu dokme-partiktl uzaklastirma, dondurarak kurutma, elektroegirme,
eriyikten kaliplama, superkritik akiskan kullanimi, tG¢ boyutlu baski, stereolitografi

olup, tekniklerin bir kismi Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4’de verilmistir [22-28].

Cizelge 2.3. Kemik doku muhendisligi fabrikasyonunda kullanilan geleneksel
yontemler [22-28]

Geleneksel Fabrikasyon Teknikleri
Eriyik egirme Dondurarak kurutma
Islak egirme Eriyik kaliplama
Kuru egirme Ekstriizyon
Cekme Membran laminasyonu
Elektroegirme in situ polimerizasyon
Faz ayrimi (kati/sivi, sivi/sivi) Kendiliginden dizenlenme
Fiber baglama Gazla kopuklendirme
Superkritik akigkan ile muamele etme | Cozucu dokme - partikil uzaklastirma

Teknolojinin ilerlemesi sayesinde hizli prototipleme ya da bagka bir deyisle solid
free form teknikleri imalat suresini kisaltmistir. Konvansiyonel yontemlerdeki gibi
hammaddeden malzemeyi almak yerine bilgisayar programinda gizilen desenlerin

ust Uste eklenmesiyle Ug boyutlu yapilar olugturulmaktadir [1].
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Cizelge 2.4. Kemik doku muhendisligi fabrikasyonunda kullanilan bilgisayar
destekli yeni yontemler [22-28]

Bilgisayar Destekli Fabrikasyon Teknikleri

Isi kullanarak Segcici lazer sinterleme (SLS)

Birlesmis depozisyon modelleme

Isik kullanarak Stereolitografi
Yapistirici kullanarak 3 boyutlu basma
Kalip kullanarak Kaliplama

2.3.3 Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Hiicreler

Gozenekli, biyouyumlu, sitotoksik etkisi bulunmayan doku iskeleleri elde edildikten
sonra kemik rejenerasyonunu artirmak i¢in ¢ok sayida ve izole edilebilir hiicrelerin
kullaniimasi gerekmektedir. ideal hiicre kayna@i ylksek pasajlara gikabilmeli,
kolay Ureyebilmeli, immunojenik etkiye sahip olmamali ve kemik dokusuna benzer
protein ekspresyonlari yapabilmelidir. Bu amacgla en ¢ok kisinin kendi kemik
dokusundan alinan otolog osteoblast hucreleri kullaniimaktadir. Fakat bu
uygulamanin zaman alma, Ureme hizlarinin disuk olmasi ve kisinin kemikle iligkili
hastaliklarinin istenen Ozellikte hucre o6zelliklerini gosterememesi gibi kisitlari
bulunmaktadir. Bunun yaninda kemik iligi stromal hucreleri, periostal hucreler,
mezenkimal kok hucreler, hucre hatlari ya da zenojenik hicre kaynaklar
kullaniimaktadir [1,29-33].

Kok hucre kullanimi da giderek artmakta ve kok hicrelerin yUksek ¢ogalma
kapasiteleri, kendilerini yenileyebilmeleri, farkli dokulara farklilagabilme gibi
dzellikleri ile tercih edilmektedir. insan kaynakli embriyonik kék hiicreler etik
kaygilar ve teratom olusturma kapasiteleri nedeniyle kullanilmazken, yetigkin kok
hicre cesitlerinden mezenkimal kok hucreler, adipoz dokudan turetilmis kok
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hucreler, hematopoetik kok hucreler doku muhendisligi uygulamalarinda siklikla
kullaniimaktadir. Hematopoetik hlcreler ylzeye bagimh olmadiklarindan &6tura
kemik rejenerasyonu uygulamalarinda kullanilmasalar da, pluripotent olan
mezenkimal kOk hucreler siklikla kullaniimaktadirlar. Teratom olusturmayan,
immun supresif, dokuya o6zgu farklilagabilen, yluzeye bagimli Ureyen ve etk
sorunlar ¢ikarmayan mezenkimal kok hucreler embriyonik suregte koken aldiklar

dokuya daha kolay dontusmektedirler [34-42].

2.3.4 Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Bliyime Faktorleri

Blyume faktorleri sitokinlerin alt grubu olup birgok hicre tarafindan salgilanip,
sinyal molekuli olarak islev gérmektedirler. Bluylme faktérinin reseptoriine
baglanmasi ile hicre igi sinyal yolaklari aktive olup, hicre yapismasi, gogalmasi
ve go6c¢cl saglanabilir ya da engellenebilir, cesitli proteinlerin ve buyime
faktorlerinin sentezi artabilir ya da azalabilir. Bu ytzden, blylime faktorleri doku
muhendisligi uygulamalarinda olduk¢ga onem arz etmektedirler. Kemik iligi kemik
morfojenik proteinler (BMP), donusturicu buyuame faktorl beta (TGF-B), fibroblast
bayume faktort (FGF), insulin bayume faktora | ve Il (IGF /1) ve platelet kaynakl
biyime faktori (PDGF) gibi bluylime faktorlerini salgilamaktadir [43]. BMP’ler
TGF-B super ailesinin alt grubu olup, protein yapilari ve sekanslari birbirlerini
oldukca benzemektedir ve ikisi de kirik iyilesmesinin erken dodneminde
salgilanmaktadir. Kemik doku muhendisliginde osteoinduktif 6zelliklerinin fazla
olugsundan dolayr en ¢ok BMP-2, BMP-4, BMP-6 ve BMP-7 kullaniimaktadir.
BMP’lerin esas gore iyilesme bolgesine kok hicrelerin gelmesini saglayip
osteokalsin, alkalin fosfataz (ALP) gibi osteojenik markirlarin ekspresyonunu
artirmaktir [44-47].

TGF-B buyume faktorlerinin in vitro ortamda hicre gogalmasini uyarma, hicrelerin
hipertropi ve farklilagsmasini artirma gibi gorevleri bulunmaktadir. Bunun yaninda
hicresel gécln baslamasini saglayabilir ya da durdurabilmektedirler. TGF- ailesi
genel olarak in vitro ortamda osteoblast benzeri hicrelerin gogalmasini ve kolajen
Uretimini artirma 6zellikleriyle bilinirler. in vivo ¢alismalarda ise TGF-B’larin kirik
iyilesme bolgesinde kallus olusumunu artirdigi gorulmustuar [48,49].
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IGF Ive IGF Il buyume faktorleri iskelet hucreleri tarafindan eksprese edilmekte
kemik metabolizmasi (izerinde benzer etkileri bulunmaktadir. lyilesme bélgesinde
IGF I'in etkisi ise IGF II'e gore matriks artis hizini artirma, kolajen Tip-l sentezini
uyarma gibi yonlerden daha fazla olmaktadir. Bunlarin yani sira vaskuler
endotelyal bluyume faktori (VEGF) ve FGF’ler de yaygin olarak kullaniimaktadir.
VEGF yuksek damarlanma gosteren dokular tarafindan eksprese edilmekte ve
iyilesme bolgesine endotelyal hucrelerin go¢ etmesini saglayarak bolgede
damarlanmanin artisini saglamaktadirlar. FGF grubundan 6zellikle FGF-2, kemigin
yeniden sekillenmesinde buylk dnem arz etmektedir. Kemigi olusturan ve yikimini
saglayan hucreler arasinda dengenin kurulmasini duzenlemektedirler. PDGF
blyime faktorleri de osteoblast, platelet, makrofajlar tarafindan Uretilmekte ve
yara iyilesme bolgesine mezenkimal kok hucrelerin go¢g etmesinde rol
oynamaktadirlar [44,49-51].

Kemik rejenerasyonu ile ilgili ¢alismalarda hangi buyume faktora kullanilirsa

kullanilsin dozu ayarlamak oldukga énemlidir [43].

2.4 Kemigin Yapisi ve Ozellikleri

iskeleti olusturan kemik doku viicutta iki farkli formda bulunmaktadir. Bunlar
toplam iskeletin yaklasik %Z20’sini olusturan trabekiler kemik (kansel6z ya da
sungerimsi kemik olarak da adlandirilir) ve %80’ini olusturan kortikal ya da
kompakt kemiklerdir. Trabekuler ve kortikal kemik iskeletin farkli yerlerinde degisik
oranlarda bulunmaktadir. Kortikal kemik %10 gdzeneklilige sahip ve oldukca
saglam olup; uzun kemik (femur ve tibia), kisa kemik (bilek ve parmaklar) ve diz
kemik (sekilsiz kemikler) olmak Uzere Ug¢ alt gruba ayrilmaktadir. Trabekuler kemik
ise %50-90 gozeneklilige sahip olup, Young moduld ve basma dayanimi kortikal
kemige oranla 20 kat daha azdir. Trabekuler kemik singer seklinde bir yapiya
sahip olup, bal petedi gorUnUmunu andiran trabekullerden olugsmaktadir.
Genellikle omurga kemiklerinde ve uzun kemiklerin metafiz kisimlarinda kortikal

kemikle kaplanmis halde bulunmaktadirlar (Sekil 2.3.)
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Trabekiiler
kemik

Kortikal , |
kemik
\]N

l | ¢~ Diyafiz
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bosluk l

Metafiz

Epifiz

Sekil 2.3.Uzun kemigin olusturan elemanlarin sematik olarak gosterimi [58]

Kemikler yapisal olarak ise ikiye ayrilmaktadirlar. Kemik blyUmesi, patolojik
durumlar, kirk iyilesmesi gibi durumlarda kemik dizenli bir sekilde olusmaz.
Kolajen duzensiz bir sekilde ¢apraz baglanir ve bunun sonucunda dokunmus
kemik olarak nitelendirilen kemik olugsmaktadir. Dokunmus kemigin dokudaki
degisikliklere cabuk yanit verebilme, yara iyilesmesi ve kallus olusumda rol alma
gibi 6zellikleri bulunmaktadir. Kemige asil dayanimi veren yapi ise ¢ocukluktan
erigkin doneme kadar sekillenen, olduk¢ca duzgin sirali kolajen lifleri ve
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minarelden olusan lamellar kemiktir. Lamellar kemik yasam dongusunde
dokunmus kemige donusmektedir. Lameller kortikal kemigin periostunun alt
kisminda paralel tabakalar seklinde bulunmaktadir. Osteonlar lamellerden
olusurken orta kisimlarindan kan damarlarini barindiran Havers kanall
gecgmektedir. Havers kamallarini dik bir sekilde kesecek sekilde ise kilcal

damarlari iceren Volkmann kanallari bulunmaktadir (Sekil 2.4.) [1, 52-57].

Kolajen molekiili

Trabekiiler
kemik /

Kolajen Kolgien
Lamel fiber fibril

Kemik
kristalleri

Osteon Havers
kanali

I
=
10-500 pm H
3-7um
Mikroyapi Nanoyapi
Makroyapi Alt-mikroyapi Alt-nanoyapi

Sekil 2.4. Kemigin hiyerarsik olarak yapisal siniflandirmasi [59]

2.4.1 Kemik Hucreleri

Kemiklerin olusum, yikim sureglerini saglayan kemik hudcreleri ise osteoblastlar,
osteositler, osteoklastlar ve lining (ylizey) hucreleridir. Ozet olarak osteoblastlar
kubik sekilli, kemik ylUzeyinde tabaka seklinde bulunan polarize hucrelerdir.
Mekanik uyarimi saglarlar ve kemik sentezi ve duzenlenmesinde ektraseluler
matriks iceriginin duzenlenmesi ve mineralizasyonda go6rev almaktadirlar.
Osteositler yildiz seklinde morfolojiye sahip olup, osteoblastlara gére daha az
organel barindirirlar ve organik mineralsiz kemik matriksin  (osteoid)

kalsifikasyonunu, kan-kalsiyum dengesini saglarlar. Osteoklastlar ¢ok g¢ekirdekli
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polarize hucrelerdir ve osteoklastlarin gorevi kemik yikimini saglamaktir. Kemik

hacreleri ve Ozellikleri Cizelge 2.5.’de verilmistir [1, 53, 55, 56, 58].

Cizelge 2.5. Kemik formasyonu ve sekillenmesinde yer alan hiicreler ve genel

Ozellikleri [58]

Kemik hiicreleri

Fonksiyonlari

Osteoblastlar

Yeni kemik dokusu olusturma

Osteoid matriksi Uretme

Matriks mineralizasyonunu dizenleme
Mezenkimal hucrelerden koken alma

Kemik rejenerasyonunda osteklastlarla gérev alma

Osteoklastlar

Kemik yikimini saglama

Yikim icin 6zel enzimlere ve apikal membrana sahip

olma
Hematopoetik hicrelerden kdken alma

Kemik rejenerasyonunda osteblastlarla gorev alma

Lining (yUzey) hucreleri

Osteoblast ailesinin bir Uyesi
Kemik matriksi salgilamaz
Kemik yuzeyini kaplamak

Kemik yikimina membrani kaldirarak yardim etme

Osteositler

Olgun osteoblast hucrelerinden donigme
Lakunlerde bulunma
Hucreler arasi iletisimi saglama

Kemigin yeniden sekillenmesinde yardimci olma
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2.4.2 Kemik matriksi

Kemigin islevlerini yerine getirebilmesi kemik matriksinin yapisina baghdir.
Kemigin %10’'u hicre ve kan damarlarindan olusurken, %90’hk kismi ise
ekstraseluler matriksten olusmaktadir. Kemik matriksi mineral ve organik kisim
olmak Uzere iki bilesenden olugsmaktadir. Matriksin de %65-70’i inorganik kisim,

%25-30’luk kismi organik kisimdan meydana gelmektedir [1].

Organik kisim kolajen, glikoprotein, preteoglikan, sialoprotein ve gla
proteinlerinden  olusmaktadir.  Kolajen osteoblast hulcreleri  tarafindan
sentezlenmektedir. Kemik dokuda en c¢ok kolajen Tip-l ve kolajen Tip-IlI
bulunurken, daha az miktarlarda kolajen tip V, kolajen tip VI, kolajen tip X ve tip Xl
de bulunmaktadir. Kolajen molekulleri ekstraseluler matrikste kolajen fibrillerine
donusur ve burada bir dizi gapraz baglanma reaksiyonlari gergekleserek Ugli
yapisini almaktadir. Dlzgun bir sekilde siralanan fibriller capraz baglandiginda

oldukga kararh bir yapiya sahip olup, mekanik dayanimi saglamaktadirlar [53].

Biglikan ve dekorin proteoglikanlardan olup, kolajen fiberlerinin c¢apini ve
buyumelerini etkilemektedir. Ayrica matriks mineralizasyonunda da gorev
almaktadir. Osteonektin glikoprotein c¢esididir ve kalsiyum ile kolajenin
baglanmasini, hidroksiapatitin olusumunu saglamaktadir. Trombospondin de yine
glikoprotein ¢esidi olup, kalsiyum, hidroksiapatit, osteonektin ve diger hicre ylzey
proteinlerinin baglanmasini, RGD (Arg-Gly-Asp Uc¢lu peptid) sekansindan bagimsiz
hicre yapismasini saglamaktadir. Fibronektin ise osteoblastlarin substrata
baglanmasinda etkili olmaktadir. Osteopontin ve kemik sialoproteini, sialoprotein
ailesinden turemistir ve kemik sementinin bir parcasidir. Osteokalsin gla
proteinlerinden olup, kemik rejenerasyonunda gorev almakta ve mineralizasyon

surecinde kontrol elemanlarindan biri olmaktadir [1].

Kemigin inorganik kisminin iyonlarin, minerallerin depo goérevini gérmek, ¢cekme-
basma dayanimi olusturmak gibi oldukga dnemli gdrevleri bulunmaktadir. Kemikte
bulunan mineral maddelerin %99’unu kalsiyum, %85’ini fosfat ve %40-60"in

sodyum ve magnezyum tuzlar olusturmaktadir. Sinirlerde uyartilarin iletimi ve
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kaslarin kasilmasi gibi fizyolojik olaylarda kemiklerde bulunan iyonlarin oldukga
onemi olup, gerektiginde kullaniimaktadirlar. Kalsiyum-fosfat tuzlari seklinde
bulanan hidroksi apatit doku muihendisliginde vicut tarafindan rezorbe
edilmediginden bunu taklit etmek amaciyla trikalsiyum fosfat tuzlari siklikla
kullanilmaktadir. Kemik dokusundaki kalsiyum/fosfat oranina en yakin malzeme

ise beta trikalsiyum fosfat olmaktadir [57, 59].

2.4.2.1 Kolajen ve Yapisi

Kolajen hayvanlar aleminde en ¢ok bulunan protein olup, 28 den fazla cesidi
bulunmakta omurgalilarin viicut proteinlerinin %25'ini olusturmaktadir. Ozellikle
memelilerin  kemik, kikirdak, tendon, ligament gibi bag doku elemanlarinda

bulunmaktadirlar. Kolajen Tip-I ise kolajen tipleri arasinda en yaygin olanidir.

Kolajen U¢lu sarmal yapisinda glisin-X-Y sekansi igcermektedir. Bu noktada X
genellikle prolin, Y ise hidroksiprolin aminoasiti olmaktadir. Glisin en kuguk
aminoasit olup he U¢ aminoasit dizisinde bir tekrar etmekte ve kolajenin Uglu
zincirlerinin  katlanmasinda gorev almaktadir. Sadece glisin aminoasitinde
meydana gelen bir mutasyon bile kolajenin kararli yapisinin olusmasini
engelleyecek ve ciddi genetik hastaliklara sebebiyet verebilecektir. Hidroksiprolin
aminoasiti kolajenin katlanmasinda, termal kararlihginin saglanmasinda yardimci
olmaktadir [60]. Olusturulacak kolajenin tipine goére prolin ve hidroksi prolin
aminoasitleri  translasyon sonrasi enzimatik  hidroksilasyonla  modifiye
edilmektedirler. 4-hidroksiprolin icerigi U¢li sarmal yapinin kararhligini saglayacak
hidrojen baglarinin olusumunda o6nemli bir kriterdir. Bazi hidroksilizinler ise
glikozilasyon ile modifiye edilmektedir. Ucli yapinin uzunlugu kolajen tipine gore
degisirken, fibril olusturan kolajen tiplerinde (1, II, 1) gly-X-Y tekrarlari 300 nm

uzunlugunda olmaktadir.

Yapilarina ve molekuller organizasyonlarina bakildiginda kolajen; fibril olusturan
kolajen, fibrille iligkili kolajen, ag olusturan kolajen, transmembran kolajenleri ve
membran kolajenleri olarak gruplandiriimaktadir. Kolajen Tip-l ve V fibrilleri
kemigin yapisina katilirken, Tip-Il ve Xl artikuler kikirdak matriksinde
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bulunmaktadir ve kemik, kikirdak gibi dokulara mukavemetini veren bu
proteinlerdir. Kolajen Tip-IV daha esnek yapilya sahip olup hicre membraninin
tabanini olusturmaktadir. Mikrofibriler tip VI ise disUlfid baglariyla olduk¢a ¢apraz
baglanmistir ve diger kolajen fibrilleriyle baglanarak orillu yapilarin kazanilmasini
saglamaktadir. Kolajen Tip-IX, XII ve XIV fibrille iligkili kolajenler grubundandir ve
tek bir buylk kolajen fibrilinden olusmaktadir. Kolajen tip VIl ve X hekzagonal

aglarin olusturulmasini saglamaktadir [61-64].

Kolajen Tip-1 gubuk seklinde bir molekul olup, yaklasik 300 nm uzunlugunda ve 1,5
nm c¢apindadir. Tip-l, her biri neredeyse 1000 aminoasit igeren, iki adet al ve bir
adet a2 zincirinden olusmaktadir. Molekul N-telopeptid domeyni ile baslayip, uglu
heliks domeyni ile devam etmekte ve C-telopeptid domeyni ile sonlanmaktadir. N-
telopeptid ucu sarmal yapisinin kazanilmasinda; C- ucu ise sa¢ tokasi/kanca
seklinin alinmasinda 6nem arz etmektedir. a1l ve a2 zincirleri kendiginden
duzenlenerek prokolajenleri olusturmakta ve prokolajenler ise prokolajen peptidaz
enzimi ile tropokolajenlere donismektedir. Ucli sarmal yaplyr kazanan
tropokolajenlerin terminal uglari kesilmekte ve tropokolajenler kendi dizenlerinde
siralanarak kolajen fibrillerini ve fibriller de demet halini alarak kolajen fibrillerini
olusturmaktadirlar (Sekil 2.5.) [62].
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Sekil 2.5. Kolajen fiberlerinin olusum mekanizmasi [62]

2.4.2.2 Kolajenin Gapraz Baglanmasi

Kolajen Tip-I basta olmak Uzere ¢ogu kolajen yuksek biyouyumluluk géstermeleri,
biyobozunur olmalari, proteolize dayanikli olmalari, disluk antijeniteye sahip
olmalari ve immun yanit olusturmamalari, degisik formlarda olusturulabilmeleri,
hicrelerin baglanip, buyumesini destekleyerek doku iyilesme ve rejenerasyon
surecine katki yaptiklarindan dolayr doku muhendisligi yaklasimlarinda sikca
kullanilmaktadir. Fakat kolajenin fiziksel o6zelliklerinin hedeflenen doku ile
eslesmesi gerekmektedir. Kolajenin vlcut icerisinde dogal olarak c¢apraz
baglanmasi molekul ici ve molekuller arasi baglanmasiyla olugmaktadir. Bu
sayede kolajen gerekli mekanik ozellikleri ve proteolitik reaksiyonlara dayanimi
saglayabilecektir. Laboratuar kosullarinda kolajen molekdulleri lizil oksidaz merkezli
dogal capraz baglanma mekanizmasi ile baglanamadigindan, in vivo ortamda

gerekli mekanik dayanim saglanamamakta, basing altinda dagilim gostermektedir.

25



Bu problemleri agsmak amaciyla kolajen molekulleri kimyasal, fiziksel ya da

biyolojik olarak c¢apraz baglanmaktadir [65]. Cizelge 2.6.°da kolajenin g¢apraz

baglanmasi icin kullanilan yontemler 6zetlenmistir.

Cizelge 2.6. in vitro ortamda kolajenin gapraz baglanma ydntemleri [65-69]

Fiziksel Kimyasal Biyolojik
Ultra  viyole (UV) | Aldehitler (gluteraldehit, formaldehit) Transglutaminaz
radyasyon enzimi
Boya kullanilarak izosiyanatlar (hekzametilen diizosiyanat) | Genipin

foto-oksidasyon

Dehidrotermal (DHT)

¢apraz baglanma

Gama radyasyonu

Karbodiimid (NHS, EDC, EDAC)

Agil azid (DPPA, DMF)

Epoksid (etilen glikol diglisid eter,

diepoksi propil eter)
Karbohidrat (riboz)

Kuinon (NDGA)

Aljinat dialdehit

Yukarida bahsedilen yodntemlerin birbirlerini gére avantaj ve dezavantajlar

bulunmaktadir. Kimyasal yontemlerde daha kisa zamanlarda daha verimli sonuglar

alinsa da bu yontemler ve bunlarin kombinasyonlarinin uzun yikama surelerine

intiyacglari vardir ve yikama iglemleri sonunda ortamda biraktiklar reziduler

oldukga fazladrr,

bu ylzden huicre kdltar

calismalarinda sitotoksik etki

olusturmaktadirlar. Biyolojik kaynaklardan elde edilen ¢apraz baglayici ajanlar ise

daha dusulk sitotoksisite gostermeleri ve kimyasal yontemlere gore biyouyumluluk

sorunu yaratmadiklarindan oturu tercih edilmektedir. Fakat verimsiz oluslari,
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malzemede renk degisimine sebebiyet vermeleri gibi dezavantajlari
bulunmaktadir. Gama ya da ultraviyole radyasyonu dogal protein yapisini
bozdugundan dolay! arastirmacilar termal olarak gapraz baglanmayi saglayan

dehidrotermal yontem Uzerinde durmaktadirlar [66, 68, 69].

2.4.2.3 Kalsiyum Fosfatlar

Kemigin inorganik kismini olusturan bilesenler; kalsiyum fosfatlar (%85-90),
kalsiyum karbonat (%8-10), magnezyum fosfat (%1,5) ve kalsiyum floridlerdir.
Kemik dokudaki bu mineraller apaptit kristalleri seklinde bulunmaktadir ve
hekzagonal bir yapi olusturmaktadirlar. Hidroksiapaptit (Caio[PO4]6[OH]2,) ise
kalsiyum fosfat tuzlarinin hidroksillenmis halidir ve kolajen molekilleriyle
baglanarak kemige sertlik ve dayanim vermektedir. Ayni zamanda Ca/P orani
(1,67) kemik dokusuna oldukca yakindir. Hidroksiapatit ¢ok uzun surelerde
bozunabilmekte ve oldukga asidik ortamlarda ¢ozunebilir hale gelmektedir. Doku
muhendisligi uygulamalarinda yeni kemik olusum surecinde halen bozunmadigi ve
kemik hlcrelerine yer acamadigi icin son zamanlarda hidroksiapatitin tek basina

kullanimi tercih edilmemektedir.

Kemigin dogal yapisindaki CaO:P20s oranina (3:1) en yakin ve biyouyumlu
malzemeler ise trikalsiyum fosfat seramikleridir. Genel olarak trikalsiyum fosfat ve
hidroksiapatitler biyouyumlu ve osteokonduktif olup, immunojenik ya da yan etki
gOstermemektedirler. Trikalsiyum fosfatlarin kimyasal bilesiminde ve kristalin
yapisinda yapilan en ufak bir degisim in vivo ortamda malzemenin fiziksel
Ozelliklerinin degisimine sebep olmaktadir. Kemik olusumunun saglanmasinda
seramiklerin gézenekliliginin (%35-50), gdzenek ¢apinin (100-300 ym) ve gdzenek
yapilarinin olduk¢ca 6nemi bulunmaktadir. Gozenekliligin yuksek olugu, seramigin
dusuk yogunlukta olusu, kemik buyumesi ve damarlanma igin yuzey alanini
artiracagindan istenen bir Ozelliktir. Fakat bu noktada mekanik dayanimin

azalmamasina ve degradasyon hizinin fazla olmamasina dikkat edilmelidir.

Trikalsiyum fosfatlar a ve B olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. a-trikalsiyum fosfat bir

yili bulan slrelerde vicut tarfindan abzorbe edilmekte ve bazi durumlarda vicut
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icerisinde hidroksiapatite donusebilmektedir. B-trikalsiyum fosfat (Cas[POa4]2) ise

birkac ay icerisinde absorbe edilmekte ve diger malzemelere gore ylksek

biyouyumluluk gostermektedir. Doku muhendisliginin en buyUk problemi olan

damarlanma [-trikalsiyum fosfatin mikrogdézenekli yapisi sayesinde bolgeye

implante edilip kan akigini hemen saglayabilmesiyle iyilestiriimektedir. Bahsedilen

Ozellikler bakimindan B-trikalsiyum fosfatlar kemik rejenerasyonu icin ideal matriks

olmaktadir. Ticari olarak satilan bir cok kemik dolgu materyali medikal cihazda

kalsiyum fosfat ve turevleri kullaniimaktadir ve Cizelge 2.7.’de bu drinler

icerikleriyle birlikte verilmistir [70-74].

Cizelge 2.7. Kalsiyum fosfat iceren ticari trlinler (accessgudid.nlm.nih.gov)

Uriin Firma icerik
MasterGraft® Medtronic %15 HA ve %85 B-TCP
Norian SRS® Synthes Kalsiyum fosfat
chronOS® Synthes B-TCP
PRO-DENSE® Wright Medical Technology | Kalsiyum sulfat / kalsiyum fosfat
CopiOs® Zimmer Kalsiyum fosfat ve kolajen Tip-I
Vitoss® Orthovita B-TCP

Integra Mozaik™
OpteMx™
HEALOS®
CONDUIT®
ProOsteon®

SupraBone®

Integra Orthobiologics
Exactech

DePuy Spine

DePuy Spine

Biomet Osteobiologics

BMT Calsis

80% B-TCP ve 20% kolajen Tip-
HA ve TCP

TCP ve kolajen

B-TCP

HA ve kalsiyum karbonat

B-TCP
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2.5 Kemik Rejenerasyonu

Kemik dokusu kendini yenileyen bir dokudur. Her yil toplam kemik agirhiginin %5-
15’i yeniden olusturulmaktadir. Kemigin kendini yeniden sekillendirmesi ise yapida
degisim olmadan mineralize kemigin degisimini ifade etmektedir. Kemigin kendini
yenilenmesi surecinde oncelikle osteoklastlar tarafindan kemik yikimi baglar ve
daha sonra monosit ve makrofajlar tarafindan yikim yapilan ylzey osteoblastlarin
tutunmasi icin hazirlanmaktadir. iyilesme bdlgesine gelen osteblast ve osteositler
burada c¢ogalip, yeni kemik dokusunu Uuretmektedirler. Yeni kemik olusum
tamamlandiginda ise bir sonraki surece kadar yuzey lining hucreleri ile
kaplanmaktadir. Son olarak ise osteoid matriksin mineralizasyonu tamamlanip

kemik dokusu son haline gelmektedir. Bu sure¢ paratiroid hormon, 0Ostrojen,

testeron gibi hormonlar, sitokinler ve blyume faktorleri tarafindan
dizenlenmektedir (Cizelge 2.8.).
Cizelge 2.8. Kemik rejenerasyonunda gorev alan elemanlar
Hucreler Blyume Sitokinler Hormonlar
faktorleri
Osteoklastlar BMP interlékin-1 Kalsitonin
Osteoblastlar TGF interl6kin-6 Tiroid hormon
Osteositler PDGF interlokin-11 Ostrojen
Makrofajlar IGF interldkin-18 Testesteron
Monositler FGF TNF-a Paratiroid hormon
MSC Osteokalsin
Koloni  olusturan
fibroblastlar

29




Kemigin yenilenmesi oldukga 6nemli bir konu olup, travmalar, timor insizyonlari
sonrasi doku kaybi, spinal fizyon, artroplasti, metabolik rahatsizliklar, iyilesmeyen
kiriklar gibi durumlarda bu surecin daha hizli gergeklesmesi gerekmektedir. Doku
muhendisligi teknikleri sayesinde daha hizli ve istenen sonuglar alinabilmektedir.
Kullanilan doku iskeleleri osteojenez ile kemik hucrelerinin bélgeye migrasyonunu
saglamali, osteoinduksiyon ile hucreleri kemik olugsumu igin uyarmali,
osteokonduksiyon ile kemik olusumunu saglayacak ortam olusturmali ve

osteopromosyon ile kemik iyilesmesini ve rejenerasyonunu artirabilmelidir [75-79].
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3 DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda yapilan galismalar dort ana baglikta toplanmigtir. ik baglikta
kolajen ve B-TCP partikullerinden doku iskeleleri olusturulmustur. Goézeneklerin
aclk ve birbirine badli olmasi amaciyla liyofilizasyon metoduyla poréz doku
iskeleleri elde edilmistir. Kolajen iceriginin dagihmini 6nleyip, mukavemetini
artirmak i¢in ¢apraz baglama prosedurd uygulanmigtir. Doku iskeleleri degisik
surelerde dehidrotermal yénteme tabi tutularak gapraz baglanmistir. ikinci baglik
ise olusturulan doku iskelelerinin mekanik, kimyasal ve termal 06zelliklerinin
karakterize edilmesini kapsamaktadir. Karakterizasyonu tamamlanan nihai doku
iskelesinin UGgunclu baslikta hlcre kalttra (in vitro) analizleri yapilmig, sitotoksisite
gibi Ozellikleri incelenmistir. Deneysel c¢alismalarin son asamasinda ise
biyouyumlulugu test edilmis, istenen mekanik 6zelliklerdeki kolajen/B-TCP doku
iskeleleri, Sprague Dawley cinsi sicanlarin kranial ve femoral bdlgerinde
olusturulan kritik gaptaki defektler icin dolgu malzemesi olarak kullaniimis ve bu
calismanin  sonuglart  p-CT  (mikro bilgisayarli tomografi) calismalariyla

degerlendirilmistir.

3.1 Kullanilan Malzemeler

Tez cgalismasinda kullanilan sigir kolajen Tip-l (ticari sir) firmasindan siparis
edilmistir. Kolajenin c¢ozdurilmesi i¢in kullanilan asetik asit ise (Sigma-Aldrich,
ABD) firmasindan satin alinmistir. Calismada kullanilan B-TCP (0,5-1 mm partikl
blyukligu) SupraBone® isimli ticari bir Griin olup, BMT Calsis Saglik Teknolojileri
A.S.’den temin edilmistir. in vivo hayvan c¢alismalarinda kullanilan blyime
faktorleri BMP-2 ve TGF-B1 (Gibco, ABD) firmasindan satin alinmistir.

3.2 Kolajen ve B-TCP igeren Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Kolajen Tip-1 belirli formUlasyon dahilinde seyreltik asetik asit (0,1 N) icerisinde
¢Ozdurulmustar. Cozinmeyi artirmak igin, karistirici kullanilarak karisim 5 dakika
sureyle ve 500 rpm de olugabilecek isidan dolayl kolajene zarar vermemek
amacilyla buz dolu kabin igerisinde karigtinimistir. Kolajen tamamen
¢Ozdurlldikten sonra karigimin tzerine agirlikga orani 80/20 olacak sekilde poréz

B-TCP partikulleri eklenmis ve karistirici hizi yariya indirilerek 3 dakika daha
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karistinimistir. Karisim son halini aldiktan sonra ise 5x25x100mm boyutlarindaki
teflon kaliba dokilmis ve kalp etrafi tamamen kapatiimistir. Kalip daha
sonrasinda -80°C de 3 saat sureyle dondurucuda saklanmis ve Ornekler
liyofilizasyona uygun hale getirilmistir. Liyofilizasyon igslemi 24 saat streyle 0.100
atm basincinda gergeklestirilmigir. Liyofilizasyon islemiyle gézenekliligi saglanan
ornekler daha sonrasinda kolajenin ¢apraz baglanmasi amaciyla vakumlu etivde
110°C sicaklikta ve degisken sirelerde (1, 3, 5 gun) dehidrotermal prosese tabi
tutulmustur. Orneklerin bazilari karakterizasyon testleri igin steril ediimezken, bir
kismi oda sicakliginda 25 kGy dozunda gama radyasyonu (Gamapak A.S.) ile

steril edilmigtir.

3.3 Doku iskelesi Karakterizasyonu
Hazirlanan doku iskelelerinin analizinde asagidaki teknikler kullaniimistir.

3.3.1 Kimyasal Ve Termal Ozelliklerin Karakterizasyonu

Tez calismasi kapsaminda elde edilen pordz doku iskelelerinin kristalin fazlari toz
haline getirilen numunenin Uzerine gonderilen X i1ginlarinin kirinimi hesaplanarak
Olcllmastlr. Bu amacla steril ve steril olmayan numunelere X-ray Difraksiyonu
(XRD, RIGAKU, RINT 2000) analizi yapiimistir. Isin demetinin agisi (8) degeri 0-80

arasl olarak kullaniimigtir.

B-TCP/kolajen doku iskelesinin icerigindeki bilesenleri, fonksiyonel gruplari
belirlemek ve B-TCP partikulleri ile kolajen fibrilleri arasindaki etkilesimi gérmek
amaciyla Fourier dontsumlu kizildtesi spektroskopisi (FTIR, BRUKER TENSOR
27) analizi gergeklestiriimistir. Toz haline getirilen steril ve steril olmayan
numuneler potasyum bromiar (KBr) ile karistirilarak preslenmis ve cihaza

yerlestirilmistir. Analiz 4,0cm* rezollisyonda kaydedilmistir.

Calisma kapsaminda hazirlanan steril ve steril olmayan doku iskelelerinin termal

davraniglarinin belirlenmesi igin diferansiyel taramal kalorimetri (DSC, STA 449
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F3 JUPITER) analizi yapilmistir. Analiz hava ortaminda ve isitma hizi 10°C/dakika

olacak sekilde gerceklestirilmigtir.

3.3.2 Mekanik Ozelliklerin Karakterizasyonu

Tez calismasinda hazirlanan doku iskelelerinin mekanik 6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla steril ve steril olmayan numunelere 3-nokta egme ve basma testleri
(Zwick/Roell Z250) yapilmistir. 3-nokta egme testi igin kullanilan numunelerin
boyutlari yaklasik olarak 5x12,5x50mm dir. 0,2 N yik numuneye 10 mm yukaridan
12,5x50mm lik yuzeyin tam ortasina gelecek sekilde uygulanmigtir. Analize ait

goruntu Sekil 3.1.’de verilmigtir.

Basma testi (Zwick/Roell Z010) igin 5 mm ylksekliginde 10x10mm boyutlarinda
kare olacak sekilde numuneler hazirlanmistir. Numunelerin Gzerine 0,25 N’luk
kuvvet uygulanmis ve %50 sikisma olana kadar analiz devam ettirilmigtir. Tam
mekanik analizlerde Uger tekrarli ¢alisiimis olup, piston basliginin hizi 2mm/dakika

olarak ayarlanmigtir.

Sekil 3.1. 3 nokta egme testi yapim sekli
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3.3.3 Doku iskelesi Morfolojisinin Karakterizasyonu

B-TCP/kolajen doku iskelelerinin ylzey morfolojisi taramali elektron misroskobu
(SEM, SUPRA 50VP); U¢ boyutlu yapisi ise mikro-bilgisayarli tomografi (u-CT,
SkyScan 1172) ile aydinlatiimigtir. Hazirlanan steril ve steril olmayan numunlerin
yuzeyi altin-paladyum alasimi ile kaplandiktan sonra 20 kV eneriji ile goruntu elde
edilmistir. 110x, 250x, 1000x ve 2500x buyutmelerde farkli noktalardan farkli

buyutmelerde veri toplanmistir.

Doku iskelelerinin G¢ boyutlu yapisini incelemek amaciyla yapilan y-CT analizinde
isotropik kesitler sistem tarafindan iki boyutlu hale c¢evrilip, sonra yazilim
tarafindan kantitatif yapisal parametrelerin belirlenmesi amaciyla t¢ boyutlu hale
donugturulmektedir. Gozeneklilik, gozenek buyuklugu ve porlarin dagihmi gibi

parametreler incelenmistir.

3.3.4 Gama Radyasyonunun Etkilerinin Degerlendirilmesi

Sterilizasyon metodu olarak uygulanan gama radyasyonunun, c¢alisma
kapsaminda hazirlanan por6z B-TCP/kolajen doku iskeleleri Gzerindeki etkisinin
incelenmesi amaciyla steril numunelere elektro spin rezonanas (ESR, Bruker
ELEXSYS E580) analizi yapiimigtir. Analiz ise 9,85 GHz mikrodalga frekansi, 100

kHz manyetik alan frekansi sartlari altinda gergeklestiriimistir.

3.3.5 Sigme Davraniginin incelenmesi

Hazirlanan por6z doku iskelelerinin su tutma kapasitelerinin dlgilmesi amaciyla
sisme testi yapiimistir. Hepsi ayni élgtide (10mm x 12mm x 5mm) olacak sekilde
kesilen numunelerin 6ncelikle kuru agirhiklari (Wo) alinmis ve sonra 37°C’de 3 mL
PBS sollsyonuna batirilmistir. Belirli zaman araliklari sonunda ise drnekler alinip,
filtre kagidi yardimi ile fazla sulari alinmis ve tekrar tartiimiglardir (Ws). Sisme ya

da su tutma kapasitesi asagidaki formal kullanilarak hesaplanmigtir.

(Ws — Wo) 9

100
Ws

sisme kapasitesi =
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3.3.6 Kontrolli BSA Salim Caligsmasi

In vivo galismada kullanilacak olan BMP-2 ve TGF-B1 buiyiime faktorlerinin salim
kinetigini incelemek amaciyla model protein olarak serum alblimin (Sigma, ABD)
secilmis ve doku iskelelerine tasiyici sistem olmadan yuklenmigtir. 4 mm
yuksekliginde ve 8 mm c¢apinda kesilen doku iskelelerine 2mg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan BSA solisyonu emdiriimis ve dondurulduktan
sonra 2 gun boyunca liyofilizatérde kurutulmustur. Daha sonra liyofilize edilen BSA
yukllU doku iskeleleri siselere alinarak Uzerlerine %0,01 sodyum azid iceren PBS
solusyonu eklenmistir. 37°C’ de ¢ok dusuk karistirma hazinda 30 dakika, 1 saat, 2
saat, 4 saat, 1 gun, 2 gun ve 4 gun zaman noktalarinda her siseden ornek alinmig

ve yerine ayni miktarda PBS sollsyonu eklenmisgtir.

Kalibrasyon egrisi olusturmak igin 500, 250, 125, 62.5 ve 31.25 ug/m’lik BSA
solusyonlari hazirlanarak NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, ABD) cihazinda 280
nm’de absorbans degerleri 6l¢uimustir. Olusturulan kalibrasyon egrisi Sekil

3.2.'de verilmistir.
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Sekil 3.2. BSA salim galismasinda kullanilan kalibrasyon grafigi
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3.3.7 In vitro Hiicre Kiiltiirii Testleri

Tez calismasi kapsaminda hazirlanan poréz doku iskelelerinin canli hicreler
Uzerinde sitotoksik bir etkisinin olup olmadiginin incelenmesi 1ISO10993-5 “Tibbi
cihazlarin biyolojik degerlendirmesi-Bolim 5: in vitro sitotoksisite testleri”
standartina uygun olarak gerceklestiriimigtir ve hicre hatti olarak MGG63
osteosarkoma hicre hatti kullaniimistir. Testlerde kullanilan besiyeri; %88 a-MEM
(Minimum Essential Medium Eagle), %10 FBS (Fetal Sigir Serumu), %1 L-
glutamin, %1 antibiyotik ve antimikotik ¢oOzeltisi olacak sekilde hazirlanmig ve
kullanimlardan 6nce 37°C’deki su banyosunda isitiimis, geri kalan zamanlarda ise

4°C’de saklanmistir.

Hicre ekiminden énce 36 tane doku iskelesi 6x6mm olacak sekilde bisturi ile
kesilmis ve 30 dakika boyunca hazirlanan besi yerinde bekletilmigtir. Daha sonra
petri kabina aktarilan doku iskelelerinin (izerine 0,5x108 hiicre icerecek sekilde
100uL besi yeri eklenmis ve etlive kaldirilmigtir. inkiibasyon kosullari 37°C, %5
CO2 ve >%90 nem orani olarak sabit tutulmustur. 2 saat sonra petri kabindaki
doku iskeleleri 24 kuyucuklu steril plakalara transfer edilmis ve Uzerlerine 1 mL
besi yeri eklenmigtir. 24 saat sonra ise kuyucuk hacminin yarisi olacak sekilde besi
yeri 2 mL tamamlanmistir. 2., 24., 48., 72. ve 192. saat araliklarinda doku
iskelelerinin goruntisu alinmistir. MTT ((3-4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid) analizi 45. ve 70. Saatlerde hucre canliligini test etmek

amaciyla uretici firmanin protokoline gore hazirlanmigtir.

Doku iskelelerinin butinlGguni test etmek amaciyla 8 tane yine ayni Olgulerdeki
doku iskelesi 24 kuyucuklu plakalara DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),
a-MEM, calisma igin hazirlanan MGG63 besi yeri ve PBS ortamlarina konulmus ve
5 saat boyunca her yarim saatte bir, 24. ve 48. Saatlerde olacak sekilde
gérintilenmistir. ilk 24 saatin sonunda ise doku iskelesi butinligind
g6zlemlemek amaciyla doku iskeleleri yeni kuyucuklara transfer edilmistir. Ayni
zamanda yine ayni Olgllerde kesilen doku iskeleleri 24 kuyucuklu plakalara
uzerlerinde 1TmL MGG63 besi yeri olacak sekilde ekilmigtir ve 12., 24. ve 36.

saatlerde goruntuleri alinmistir.
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3.4 In vivo Hayvan Galismalari

In vitro ortamda karakterizasyon testleri tamamlanan pordz B-TCP/kolajen doku
iskelelerinin 120 adet disi Sprague Dawley cinsi siganlarda hayvan calismalari
yapilmigtir. Calisma boyunca etik degerler cercevesinde steril cerrahi teknikler
kullaniimistir (Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Etik
Kurul izin No 2013/51-08, tarih:03/09/2013). Etik Kurul izni EK-2’de verilmistir.

Hayvan galismasi hem yuk tasiyan bolgede non-union femur defekti; hem de yuk
tasimayan bodlgede kranyum defekti olusturularak gergeklestiriimigtir. Hayvan

calismasina ait gruplar asagidaki Cizelge 3.1.’de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Hayvan calismasina ait gruplar ve hayvanlarin dagilhimi

Kranium (60 sigan) Femur (60 sican)

Kontrol (10 sigan) Kontrol (12 sigan)

Doku iskelesi (10 sigan) Doku iskelesi (12 sigan)

Doku iskelesi+ BMP-2 (10 sigan) Doku iskelesi+ BMP-2 (12 sigan)
Doku iskelesi + TGF-B1 (10 sigan) Doku iskelesi+ TGF-B1 (12 sigan)

Doku iskelesi + BMP-2+ TGF-f1 (10 | Doku iskelesi+ BMP-2+ TGF-f1 (12

sigan) sigan)

Otogreft (10 sigan) -

Calisma esnasinda tim malzemeler sterilizasyon solusyonuyla temizlenmis ve
oncelikle deney ortami hazirlanmigtir. Rastgele secilen hayvanlarin agirliklar
Olciimius ve deney bitene kadar da agirhk kayiplar takip edilmigtir. Deney
hayvanlarina, 2,5 mL ksilazin (%2) (Alfasan, Hollanda), 4,5 mL ketamin (%210)
(Alfasan, Hollanda) ve 3 mL izotonik serum icerecek sekilde anestezi karigimi
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hazirlanip her bir hayvana 0,6 mL anestezi karisimi karin iginden uygulanmigtir.
Gerekli durumlarda ise 0,2 mL ek doz uygulamasi yapiimigtir. implantasyon
bdlgesi tras edilmis ve Batikon solisyonu ile bolge dezenfekte edilmistir.
Operasyon alanina iyot c¢ozeltisinin sudrtlmesinin ardindan delikli kompres
kapatiimig ve kranial bolgede 8mm c¢apl kritik capta defekt olusturulmustur.
Kranial yuzeyden periosteum kaldirildiktan sonra 8mm ¢aplh yuvarlak uc¢lu doner
testere yardimiyla defekt kaldirimig ve zaman kaybetmeden doku iskelesi
yerlestirilmigtir. Kontrol grubunda kemik tamamen c¢ikartilirken; otolog grubunda
kaldirlan kemik yerine yeniden konularak kapatiimistir. Doku iskelesi grubunda
defekt hacmini dolduracak sekilde kesilen doku iskeleleri bdlgeye hemen
nakledilmis ve blyume faktérl iceren gruplarda Uzerlerine emdirme ydntemiyle
gerekli blyume faktorleri ilave edilip defekt kapatiimistir. TUm modellerde insizyon

4/0 ipek dikis kullanilarak kapatiimigtir.

Femur modelinde ise hayvanlarin sol bacaklari opere edilmis ve femur plak ve
vidalar yardimiyla sabitlendikten sonra distal ve proksimal uglardan esit mesafede
olacak sekilde orta segmentde 3 mm genisliginde defekt acilmistir. lyilesmeyen
kemik defekti olusturmak icin dnceden kesilip steril edilen 3x4x4mm boyutundaki
silikon bloklar bolgeye yerlestiriimis hatta gereken durumlarda etrafi tel ile sarilip
sabitlenmistir. Buradaki amag¢ iki kemik bolgesi arasinda buyume kan yoluyla
tasinabilecek buyume faktori ve hucre migrasyonunu engelleyerek defektin
iyilesmez duruma getirilmesidir. Defekt bolgesi kapatilip bir ayin sonunda tekrar
acilmis ve silikon blok yerinden alinarak doku iskelesi yerlestirilmistir. Siganlarda
doku rejenerasyonu hizli oldugundan dolayr eger kemik uglar arasinda
rejenerasyon olusmussa bunlar tekrardan kesici drilir yardimiyla temizlenmistir.
Kontrol grubunda defekt bolgesine bir sey konulmazken; doku iskelesi gruplarinda
bdlgeye uygun sekilde kesilen ve steril edilen doku iskeleleri yerlestiriimis ve
biyime faktori belirli noktalardan doku iskelesine operasyon esnasinda

emdirilmistir. insizyonun kapatiimasi igin 4/0 ipek dikis kullanilmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Hayvan denemelerinden elde edilen gortntiler. (A) Kullanilan

malzemeler (B) Femur calismasinda iyilesmeyen kemik defektinin olusma
asamasi, (C) Femur galismasinda implantasyon, (D), Kranyum galismasinda

defekt olusturulmasi

Cerrahi islem sonrasinda siganlar uygun sekilde kafeslerine yerlestiriimis ve
operasyon oOncesinde oldugu gibi tim deney boyunca 12 saat karanhk 12 saat
aydinlik ¢evrim altinda, sabit sicaklik altinda tutulan odalarda bulunan kafesleri
icerisinde ad libitum beslenmiglerdir. Deney hayvanlari kranyum calismasinda 4
ay; femur modelinde ise 6 ay sonra sakrifiye edilmislerdir. Belirlenen zaman
noktalarinin bitiminde hayvanlar CO: inhalasyonu yodntemiyle ex edilmiglerdir.
Operasyon gegirdikten sonra kranyum modelinde 6lum olmazken; femur grubunda
bagimsiz bir nedenden o6turd Olen hayvanlarin femur kemikleri izole edilip,

saklanmig ve incelenmigtir.
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3.5 Istatistiksel Analiz

Tez calismasinda, sonuglar ortama + standart sapma olarak ifade edilmistir.
Hayvan calismalarina iliskin p-CT sonuclar istatistiksel analiz yapilarak
yorumlanmigtir. Bagimsiz degisken olarak gruplar alinirken; bagimh degisken
olarak yeni kemik olugsum oranlari alinmigtir. Normalligin yakalandigindan emin
olunduktan sonra, sonuglar parametrik varyans analizi testlerinden olan tek yonlu
ANOVA ve Brown Forsythe testi ile analiz edilmistir. Gruplar arasindaki farkhligin
belirlenmesi igin post hoc LSD testi ve deney gruplarinin kontrol grubuyla olan
iligkisini belirleyebilmek igcin de Dunnet analizi yapilmigtir. Buna gore 0,05'in
altinda g¢ikan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis ve gruplar arasinda
farkhlik oldugu belirlenmigtir. TUm istatistiksel analizler SPSS 17 programi ile

yapilimistir. Istatistiksel veriler EK-1’de verilmigtir.
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4 SONUCLAR ve TARTISMALAR

Bu bolimde, Deneysel Calismalar kisminda yapilan g¢alismalarin sonuglari
bulunmaktadir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda kolajen/B-TCP sentetik kemik
greftlerinin kemik rejenerasyonuna etkisi belirlenmek istenmistir. Bu hedef
dogrultusunda ilk asamada sentetik kemik greftlerinin hazirlanmis ve gerekli olan
karakterizasyon testleri yapilmigtir. Ikinci agsamada kimyasal, fiziksel olarak test
edilen numuneler in vitro hicre kultirt testlerine tabi tutulmus ve sonuclar
verilmigtir. Son kisimda ise kolajen/B-TCP doku iskelelerinin in vivo hayvan
denemelerine gecilmis ve bu galismaya iliskin mikro-tomografi ve mammografi
sonuglari verilmigtir. Hayvan calismasina ait femur ve kranyum spesimenleri
histolojik olarak da inceleniyor olup, doku takibine alinmistir fakat sonugclari

yetisemediginden tez kapsaminda verilememigtir.

4.1 Doku iskelesi Karakterizasyonu

Doku muahendisligi yapilarinin gelistiriimesinde en énemli bilesenlerden biri doku
iskelesi tasarimidir. Doku iskelesi olrak da adlandirilan doku iskelesi hlcrelerin
iskele igerisine migrsyonunu ve profiliferasyonunu saglayarak hicrelerin burada
¢ogalmasini ve yeni doku olusturabilmesini saglayacak 6zelliklere sahip olmalidir.
Uc boyutlu doku iskelelerinin implante edildigi dokuda hicre blyimesini
gerceklestirebilmesi igin oncelikle biyouyumlu olmasi ve yuksek gozeneklilige
sahip olmasi gerekmektedir. Vaskularizasyon sayesinde anjiyojenez kolaylasacak
ve hucrelerin ihtiyaci olan besin maddeleri gerekli yerlere ulastirilabilecektir.
Gozeneklerin acgik ve birbirleriyle baglantili olusu da gaz, besin ve atik gibi
kitlelerin transferi igin oldukga 6nemli bir husustur. Ayrica tasarlanan doku
iskelelerinin biyobozunur olmasi da ikinci bir cerrahi operasyon gerekliligini
ortadan kaldiracagindan 6nemli bir etmendir. Hasarli bolgeye yerlestirilen doku
iskelesi yeni doku olusana kadar bdlgede kalip, hlicrelere destek saglamali ve yeni

doku olusumu boyunca da ayni hizla bozunabilmelidir.

Bahsedilen hususlar cercevesinde hazirlanan doku iskelelerinin bu &zellikleri
karsilama durumu farkh analizlerle incelenmistir. Hazirlanan doku iskelesinin

makraskopik gérinimu Sekil 4.1.’de verilmistir.
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Sekil 4.1. Kolajen/B-TCP doku iskelelerinin makroskopik gorunttleri

Hazirlanan doku iskelelerinin mikroskobik incelemesi ve ylzey topografisi ise SEM
analizi ile incelenmigtir. SEM analizi sadece 5 gun boyunca DHT uygulanan steril

ve steril olmayan numunelere uygulanmistir.

Sekil 4.2. Gama radyasyonu ile steril edilmis kolajen/B-TCP doku iskelelerinin
SEM goérantdleri. (A) 110, (B) 250, (C) 1000, (D) 5000X buyutme
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DHT ydntem ile hazirlanan kolajen/B-TCP doku iskelelerinin SEM goruntileri Sekil
4.2.de verilmigtir. Sekil 4.2.A gama radyasyonuyla steril edilmig doku iskelesinin
110X blydtme altindaki goérintlisu iken; Sekil 4.2.B ayni numunenin ayni
bdlgesinin 250X, Sekil 4.2.C 1000X, Sekil 4.2.D 5000X buyltme altinda ¢ekilmistir.

Steril olmayan doku iskelesine ait SEM goruntlleri ise asagida Sekil 4.3.'de

verilmigtir.

Sekil 4.3. Steril edilmemis kolajen/B-TCP doku iskelelerinin SEM goruntuleri. (A)
110, (B) 250, (C) 1000, (D) 5000X buyutme

Kolajen ve B-TCP’den olusan kemik greftinin gozeneklilik, seramik fazin dagihmi, 3
boyutlu yapisinin yuksek ¢ozunurlukte incelenebilmesi igin mikro-bilgisayarli
tomografi teknigi kullaniimistir. Analiz sadece gama sterilizasyonu ile steril edilen
numunelere uygulanmistir. Toplam porozite orani (kuru halde) %65.63 olup, acgik
g6zeneklilik orani ise %65.54 dir. Bu oran olusturulan doku iskelesinin tim
g6zeneklerinin agik ve birbiriyle baglantili oldugunu ve hlcre migrasyonuna
oldukga elverisli oldugunu gdstermektedir. Normallestiriimis doku iskelesi ylzeyi
(SS/SV) ve gbzenekler arasi baglanti yogunlugu Cizelge 4.1. ‘de verilmigtir. uy-CT
43



analiz sonuglari goéruntuleri asagida Sekil 4.4. ve 4.5.de verilmistir. X-ray
radyografilerinde de goruldigu gibi seramik fazin kolajen igerisinde dagilhimi
oldukga homojendir. X isinini fazla soduran kisimlar daha acik renklidir ve bu
kisimlar B-TCP molekullerini gostermektedir. Kolajen kisimlar ise TCP’ler
arasindaki bosluklardadir ve gecirgenligi ¢ok oldugu igin koyu renkte

gOzukmektedirler.

Cizelge 4.1. p-CT sonuglarina gore doku iskelesi gézeneklilik 6zellikleri

Parametreler Sonuglar
Toplam gézeneklilik (%) 65,63
Aclk gbzeneklilik (%) 65,54
Doku iskelesi yuzeyi (1/mm) 8,845
Conn. D. (1/mm3) 177,98

Sekil 4.4. Steril doku iskelesine ait u-CT radyografisi (yandan gorinus)
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Sekil 4.5. Steril doku iskelesine ait u-CT radyografisi (Ustten gérinus)

XRD ile numunelerin kantitatif incelenmesi sonucu minerolojik fazlar
belirlenmektedir. Bu analiz igin © acgisi arahdi 0-80° olarak olabildigince genis
tutulmustur. Minerolojik analiz sonugclari incelendiginde steril ve steril olmayan
numunelerin Whitlockite [Cas(POa)2] fazi igerdikleri tespit edilmistir. Sekil 4.6.’da
sadece beta-trikalsiyum fosfata ait XRD grafigi verilmistir. Kolajenin amorf yapida
olmasindan dolayr XRD analizinde kolajen Tip-l pik vermemistir fakat 25-35°
arasindaki tepe/can seklindeki yapidan dolayi steril (Sekil 4.7) ve steril olmayan
numunelerde (Sekil 4.8) amorf yapinin varli§i anlasiimistir. Steril ve steril olmayan
numunelere ait grafikler Ust Uste cakistirildiginda ise (Sekil 4.9.) Whitlockite fazina
ait pikler arasinda herhangi bir fark gérilmemistir. Boylece gama radyasyonuyla

sterilizasyonun maddenin minerolojik yapisini etkilemedigi sonucuna variimistir.
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Sekil 4.6. Steril 3-TCP’e ait XRD grafigi
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Sekil 4.7. Steril kolajen/B-TCP doku iskelesine ait XRD grafigi
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Sekil 4.9. Steril ve steril olmayan kolajen/B-TCP doku iskelesine ait grafiklerin Ust

ust cakistiriimig goruntusu
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Amorf olan kolajenin, tez kapsaminda hazirlanmig ¢apraz baglh kolajen/beta
trikalsiyum fosfat sentetik greft malzemesinin kimyasi ve gama radyasyonunun
ardindan yapida meydana gelecek degisikliklerin belirlenmesi icin FTIR analizi
yapilmistir. Bu amagla FTIR’da pik vermeyen fakat numuneyi kati halde tutabilen
KBr ile numune Kkaristirilip, preslenip cihaza yerlestirilmistir. Grafikte gorulen ilk
pik baslica proteinlerin N-H gerilimine ait amid | Bandindan elde edilen 3324 cm™!
dalga sayisindadir. 3100 cm™ de gorilen bant ise O-H bagini gostermektedir.
1630 cm™ yine N-H amidlerinin birinci bandindan elde edilen piktir ve bulylk
oranda C=0 gerilimi vardir. 1543 cm™ de goriilen yine kolajene 6zgli amid Il piki
C-N gerilimi ve N-H bikilmesi icermektedir. 1452 cm™ piki ise kolajene ait CH2
bagini gbstermektedir. 1000 cm*, 600 cm™? ve 580 cm™ dalga sayisinda gorilen

piklerin ise B-TCP’e ait PO42 bandindan elde edildigi tespit edilmisgtir.
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1632.87

Sekil 4.10. Saf kolajene ait FTIR grafigi
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Sekil 4.11. Steril kolajen/B-TCP doku iskelesine ait FTIR grafigi

Kontrol amaclh olarak daha énceden yapilan sadece saf kolajene ait numunenin
FTIR grafigi Sekil 4.10’da gdsterilmigtir. Steril olan (Sekil 4.11) ve steril olmayan
(Sekil 4.12) orneklerin FTIR grafikleri Ust Uste cgakistirildiginda baglar hep ayni
yerde pik vermigtir, fakat IR bandinin alani degismektedir. Capraz baglanma
etkisiyle pikin altinda kalan azalmistir, keskin tek bir pik olunca ise kristalin faza
yaklasiimaktadir. IR bantlarinin yerinin degismemesi gama sterilizasyonu etkisiyle
olusan ikinci bir capraz baglanmanin kolajenin ikincil yapisini degistirmemis
olmasindan kaynaklanmaktadir. Buna ek olarak sterilizasyon esnasinda
malzemedeki su iceriginde kayip olmaktadir ve bdylece 3324 cm™ dalga
sayisindaki amid ve 3100 cm™ dalga sayisindaki OH bandinin alani steril

olmayana gore daha az ¢gikmaktadir (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.12. Steril olmayan kolajen/B-TCP doku iskelesine ait FTIR grafigi
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Sekil 4.13. Steril ve steril olmayan kolajen/B-TCP doku iskelesine ait Ust Uste

cakistinimis FTIR grafikleri
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TG-DTA 1s1l analiz igin kullanilan termo analitik bir yontemdir. Malzemenin isitildigi
zaman ne gibi fiziksel degisimlere ugrayacagini gosterir. Yapiyr olusturan
hammaddelerin karakterizasyonu ve hazirlanan sentetik kemik greftlerinin ¢apraz
baglanmasinin konfirmasyonu ile sterilizasyonun yapi Uzerine etkileri 6zellikle
erime ve degredasyon sicakligindaki degisimler Uzerinden irdelenmesi amaciyla
TG-DTA analizi yapiimigtir. Analiz sonuglarinda agirlik kaybina da bakilmigtir.
Agirlik kayiplarinin belirlendigi TG-DTA analizinde G¢ asamal bir degredasyon
(Sekil 4.14 ve 4.15'de siyah egri) gorulmustir. Veriler Cizelge 4.2.'de 6zetlenmistir.
Agirlik kaybi sonuglarindaki ilk endotermik pik ve buna bagl olan agirlik kaybi
suyun uzaklagmasi anlamina gelmektedir. Ikinci ekzotermik pikin oldugu 200-400
°C araliginda ise kolajen degredasyona ugramistir. Uglincii asamada gériilen
ekzotermik pik ise CazP207 arafazini olugturmak icin CaCOs ve P20s
reaksiyonundan kaynaklanmaktadir ve ortamdan CO:2 uzaklagmaktadir. Steril ve
steril olmayan numunelerdeki DTA sonuglari karsilastirildiginda sterilizasyona
dayal belirgin bir fark gézikmemistir sadece gama sterilizasyonu yapilan steril
numunelerde %4.7 agdirlik kaybi daha fazladir. Ornekler benzer termal davranis

sergilemektedir.

Cizelge 4.2. Steril ve steril olmayan kolajen/B-TCP doku iskelesine ait DTA

sonuglari
Steril doku iskelesi | Steril olmayan doku

iskelesi
1.Asama % 3,97 % 3,01
(30-200°C)
2.Asama %17,37 % 15,76
(200-450°C)
3.Asama %11,53 %9,56
(450-700°C)
TOPLAM %33,3 %28,6
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TG-DTA analizinde kirmizi renkli egri ise kolajen iceren sentetik kemik greftinin
Istya karsi bozunma davranisini gostermektedir. Kolajen gibi biyopolimerlerin
genelde degredasyon (Tg) ve denaturasyon/erime (Tm) sicakliklari bulunmaktadir.
Yapilan hesaplamalara goére steril olan ve olmayan numunelere ait Tm ve Td
sicakliklari Cizelge 4.3.‘de gosterilmistir. Gama sterilizasyonu sonucunda g¢apraz
baglanmalarin  artmasiyla numunedeki kolajenin degredasyon sicakhgi
yukselmistir. Fakat Td sicakliginin aksine steril érnekteki erime sicakhgr (Tm)

dusmustur.

Cizelge 4.3. Steril ve steril olmayan kolajen/B-TCP doku iskelesine ait erime ve

degredasyon sicakliklari

STERIL STERIL
OLMAYAN
Tm 46,6 °C 53,3°C
Td 133,3°C 120,0°C
DSC /(mW/mg)
TG I'% DTG /(%/min
Kiitle degigimi: -3,97 % Texo
iutle degigimi: -3,97 %
100 | 2L 20
LS | 0.0
. 15
’ /
90 1 Kiitle degisimi: -17,37 %
/ Peak 5990 °C. -0 39 %/mn 10 -05
85 | | N

Peak 799 °C. -0 59 %/min 05
80 e 1.0

75 Kiitle degisimi: -11,53 % 0.0
70 1.5

}+-0.5

65
200 400 600 800 1000
Sicakhk (C)

Sekil 4.14. Steril kolajen/B-TCP doku iskelesine ait TG-DTA grafigi
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Sekil 4.15. Steril olmayan kolajen/B-TCP doku iskelesine ait TG-DTA grafigi

Cizelge 4.4. Steril ve steril olmayan kolajen/B-TCP doku iskelesine ait 3-nokta

egme analiz sonuglari (Emod: elastik modul, cM: mukavemet, stress Fmax/A, a0:

yukseklik, bO: genislik)

Emod oM Fmax dL @ Fmax ao bo
MPa MPa N % mm mm
Steril 14,122 0,77 5,90 8,3 4973 11,55
numune
Steril 14,839 0,78 6,00 8,5 5,014 11,49
olmayan
numune

Tez galismasinda Uretilen kolajen/B-TCP polimerik doku iskelesinin degisik sartlar

altindaki davranisinin incelenebilmesi ve mekanik 6zelliklerinin anlasilabilmesi igin
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basma ve 3-nokta egme analizleri yapilmistir. Kolajen ve 3-TCP den olusan kemik
grefti icin gekme deneyi yapilmak istenmis fakat analiz igin gerekli uzunlukta
malzeme Uretiimediginden ve malzeme vyapisinin ¢ekme testine uygun
olmayisindan ¢ekme analizi yapilamamistir. 3-nokta egme testi 0,2 N’luk ylkleme
ve 2 mm/dk hizla 3 tekrarli olarak yapiimistir. Elastik modul regresyon yontemiyle
%0,5 - 2,5 deformasyon arasinda hesaplanmistir. Steril olan ve steril olmayan
doku iskelelerine ait 3-nokta egme analizinin semasi ve sonuglari asagida Sekil
4.16, Sekil 4.17. ve Cizelge 4.4.de verilmistir. Mekanik analizler 3 tekrarli

yapilmig ve sonuglar aritmetik ortalama alinarak verilmistir.

gig MPa
;::

Uygulanan

N

Deformasyon

Sekil 4.16. Steril olmayan kolajen/B-TCP doku iskelesine ait 3-nokta egme analiz

grafigi

gic MPa

Uygulanan
o o
~N &

Deformasyon

Sekil 4.17.Steril kolajen/B-TCP doku iskelesine ait 3-nokta egme analiz grafigi

54



Sentetik kemik greftlerine yapilan basma testi ise steril ve steril olmayan
numunelere u¢ tekrarli olarak uygulanmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir.
Analiz, 0,25 N’luk yikleme ve 2 mm/dk sartlarinda gercgeklestiriimistir. Elastik
modul regresyon ydntemiyle %3-5 arasinda hesaplanmistir.  Deney
icin -10x10x5mm boyutunda numuneler ile galigiimigtir. Analiz sonuglari asagida
Sekil 4.18, Sekil 4.19. ve Cizelge 4.5.‘de verilmistir.

Basma testi sonuglarina gore steril olan ve olmayan numunelerin elastik modul
degerleri birbirlerine oldukga yakin ¢ikmistir. BOylece gama isini ile sterilizasyonun

malzemenin mekanik 6zelliklerine bir etkisinin olmadigi anlasiimistir.

Cizelge 4.5. Steril ve steril olmayan kolajen/B-TCP doku iskelesine ait basma
analizi sonuglari (n=3) (Emod: elastik modul, Fmax: uygulanan max kuvvet, dL:

Fmax gelene kadarki bozulma, ho: yukseklik, So: yuzey alani)

Emod Fmax dL at hO So
MPa kPa Fmax mm mm?2
%
Steril 2,22 1770 56,6 5,058 132,62
numune
Steril 2,19 2010 64,9 4,943 134,66
olmayan
numune
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Sekil 4.18. Steril olmayan kolajen/B-TCP doku iskelesine ait basma analizi grafigi
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Sekil 4.19. Steril kolajen/B-TCP doku iskelesine ait basma analizi grafigi

Ayrica 1 ve 3 gun sureyle DHT yontemi ile gapraz baglanmis doku iskeleleri igin
de basma testi uygulanmigtir. 3 gun sureyle DHT yapilan numunelerin basma

mukavemeti 1 ve 5 gunluklere oranla daha fazla bulunmustur. Analiz sonucu

Cizelge 4.6.‘da verilmistir.
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Cizelge 4.6. 1, 3 ve 5 gun boyunca DHT ydntemine tabi tutulan doku iskelelerine

ait basma analizi sonuglari (n=3)

Uygulama 1-giin 3-giin 5- glin
zamani
Steril doku 2,32 3,07 2,22

iskelesi (MPa)

Steril olmayan 3,67 3,45 2,19
doku iskelesi
(MPa)

Tez calismasinda 1, 3 ve 5 gun sureyle DHT ydnteme tabi tutulan doku
iskelelerine Ug¢ tekrarli yapilan sisme testi sonuglarina gére doku iskelelerinin su
alimi 48 saatten az bir strede dengeye gelmistir. Sekil 4.20.‘de verildigi Uzere
doku iskelelerinin su tutma kapasitesi DHT suresiyle ters orantili olarak
degismektedir. DHT slresi artan numune daha fazla ¢apraz baglanacagindan su

alim kapasitesi dugmektedir.

76

<
z
& B DHT1
o
£ B DHT3
=
a DHTS

1 3 6 24 48

Zaman (saat)

Sekil 4.20. Kolajen/B-TCP doku iskelelerinin sisme davranislari (n=5)
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Gama radyasyonunun farmasotik ya da ortobiyolojik malzemelerin sterilizasyonu
icin kullanimi gitgide yayginlagan bir yontemdir. Bu yontem uygulanmasi kolay,
ekonomik olarak uygundur fakat 6énemli yan etkilerinin yoklugu mutlaka
dogrulanmalidir. incelenmesi gereken yan etkilerden biri de serbest radikal
olusumudur. Yuksek enerjili radyasyon radikal olusumu ile iligkilendiriimektedir ve
ESR analizi ile sterilizasyon sonucu olusabilecek eslesmemis elektronlar ve stabil

serbest radikallerin 6lcimu yapilabilmektedir.

Tez kapsaminda hazirlanan ve 6nceden 25 kGy dozda gama i1giniyla steril edilen
kolajen/B-TCP doku iskeleleri ile steril edilmeyen scaffold arasindaki radikal sinyal
olusumu olgllmek istenmistir. Deney 9.85 GHz mikrodalga frekansinda ve 100
kHz manyetik alan degisimi frekansinda yapilmistir. Analiz sonucu ise Sekil
4.21.de verilmistir. Kirmizi sinyal steril numuneyi belirtirken; yegil sinyal steril

olmayan numuneyi gostermektedir.

10837-02-STERIL
10837-01-NONSTERIL

-

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000
Field [G

Sekil 4.21. Steril ve steril olmayan kolajen/B-TCP doku iskelesine ait ESR grafigi
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Analiz sonucunda zigzag seklindeki sinyaller arka plan gurultisudir. Serbest
radikal olusum bodlgesi olan 3500 Gauss’da dalgalanma olmayisi ve yogunlugun
10 kat artirnlmasi sonucu da herhangi bir dalgalanma gorulmeyiginden, steril ve
steril olmayan numunelerde serbest radikal olusumu gbézlenmedigi sonucuna
variimistir. Uretilen greftlerin 25 kGy dozda gama isinina maruz birakilmasi

sonucu malzemede bir degisiklik saptanmadigi bulgusuna ulagiimigtir.

4.2 In vitro Hucre Kiltur Caligmalari

Tez kapsaminda olusturulan kolajen/B-TCP igeren sentetik kemik greftinin vicut
icerisindeki davranisini taklit etmek amaciyla hicre kultara analizleri yapilmis ve
malzemenin hem bozunmasina hem de sitotoksisitesine bakilmistir. Olusturulan
doku iskelelerin sitotoksisitesini belirlemek Uzere, doku iskelelerine sik¢a kullanilan
insan osteoblast-benzeri hucre hattt (MG63) hucreleri ekilmistir. Hucreler bu
deneye 0Ozel olarak kullanilan a-MEM, 10% FBS, 1% L-Glutamin, 1% antibiyotik &
antimiyotik iceren sivi besiyeri ile kultur edilmislerdir. Hucreleri ekmeden 6nce, 36
tane doku iskelesi 6x6mm boyunda steril bisturi ile kesilmigtir. Sonrasinda,

iskeleler hazirlanmis a-MEM besiyeri igerisinde 30 dakika boyunca tutulmustur.

ik hiicre ekiminin verimliligini anlamak icin, iskelelere tekrardan steril kiiltiir kaplari
icerisinde hlcre eklenmistir. 24 kuyucuklu hlcre kultir kaplarindaki doku
iskelelerine 0.5x108 hiicre ekilmis ve hiicre sollisyonunun esit dagildigindan emin
olmak igin her bir géze toplamda 100 pL hicre solisyonu olacak sekilde 5 kez
20uL besin ortami eklenmigtir. BOylece ekimi yapilan doku iskelelerinden hucre
suspansiyonunun sizmasl da onlenmis olmaktadir. Ekimi yapilan doku iskeleleri 2
saat boyunca inkubasyon icin 37°C, %5 CO: iceren etlve kaldiriimis ve sure
sonunda toplam hacim 1 mL olacak sekilde Gzerlerine a-MEM besin ortami ilave
edilmistir. 24. saatin sonunda, besi yeri hacminin doku iskelesi sitotoksisitesinin ve
batlnlGgundn Uzerindeki etkisini 6lgmek icin kuyularin yarisina fazladan 1mL a-
MEM besi yeri (kuyularin yarisinin toplam hacmini 2ml yukselterek) ilave edilmistir.
Doku iskelelerinin 2 saat, 24 saat, 48 saat ve 192 saat zaman noktalarinda
goruntuleri alinmistir. a-MEM besi yerinin hlcre ekim iglemi oncesi ve deney

sonrasinda pH degeri olgulmustur.
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Sekil 4.22. Doku iskelelerine ilk hiicre ekimine iliskin gortntiler. A ve C) 2 saat

sonundaki goruntuler. B ve D) ekmenin 24 saat sonrasi. A ve B) x 4 baylatme. C ve
D) x10 buayutme

2 saat inkubasyon (37°C ve 5% CO,) sonrasinda, butin doku iskelelerinde
dagilma olusmaya baslamigtir ve besin ortaminda hucre ve doku iskelesi artiklari
gOrulmustir. Bu slrenin sonunda iskeleler 24-kuyulu hucre kultir kaplarina
transfer edilerek goruntulenmistir. Sekil 4.22°de buylk boylarda doku iskelesi
parcalari, kabin yUzeyinden ayrilmis kuguk hicre kuUmeleriyle Dbirlikte
gorulebilmektedir. 24 saat sonrasinda ise doku iskelelerine hlcre tutunmasi

gOrulmustar.
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Sekil 4.23. Hicre ekiminden 2 saat sonra doku iskelelerinin morfolojisi. A ve D)
Hucre ekiminden 48 saat sonraki goruntu. B ve E) Hicre ekiminden 72 saat
sonraki goruntu. C ve F) Hucre ekiminden 192 saat sonraki gorunta. A-C) 1 mL

kuyucuk hacmi. D-F) 2mL kuyucuk hacmi

Doku iskelelerinde dagilma hicre ekiminin 48 saat sonrasinda da devam etmistir.
192 saatde (8. gun) doku iskeleleri disentegre olmustur (dagiimistir). Geriye kalan
parcaciklarin sentetik kemik greftini olusturan TCP ve capraz baglanmis kolajen

bilesenleri oldugu dusunutlmektedir (Sekil 4.23.).

Sekil 4.24. Hiicre ekiminden 192 saat sonra doku iskelelerine yapilan Canli/Oli

boyama. A) x4 blyutme. B) x10 buyltme
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Canli/6lt boyama sonuglarina gore ise doku iskelesinin birgok parcasi yuksek
derecede hucre canhhgl gostermistir. Kalsein ile boyanan yesil kisimlar canli
hucreleri belirtirken; etidyum homodimer-1 ile boyanan kirmizi kisimlar olu

hicreleri gostermektedir. (Sekil 4.24).

Doku iskelelerine hucre ekilmesi iglemindeki izlemlerin yaninda iskelelerin
batunlugunu test etmek icin baska bir deney daha yapiimistir. DMEM, a-MEM,
katkih MG63 sivi besi yeri ve PBS gibi farkli sivi besi yerler igerisinde
degradasyon boyutunu izlemek ve analiz etmek icin sekiz doku iskelesi (hicre
ekimi igin kullanilan odlgulerde kesilmis) kullaniimistir. Doku iskeleleri kesildikten
hemen sonra 24-kuyulu hicre kabina transfer edilmistir. Her kuyucuk grubuna
belirlenen miktarda besi yeri ilave edilmistir ve 3’er tane doku iskelesi ayri ayri
DMEM, o-MEM, katkili MG63 sivi besi yeri ve PBS igerisinde islatiimistir. Doku
iskeleleri ilk 5 saat igerisinde her 30 dakikada bir ve 24. saatte iki kere
goruntulenmistir. 24. saatte yapilan goruntulemenin hemen akabinde, doku
iskeleleri yeni kuyucuklara transfer edilmistir ve hemen sonrasinda tekrardan
gorunttlenmistir. Boylece, hlcre ekiminin 2 saat sonrasinda gerceklesen doku

iskelesi transferinin malzeme butunluguna etkileyip etkilemedigine bakilmistir.

Analiz sonucunda her dort besi yerinde de malzemeleri 1slatmadan 1 saat
sonrasinda dagiima gorulmustur. 5 saat igerisinde, doku iskelelerinden B-TCP

partikullerinin besin ortamina dagildidi belirlenmistir (Sekil 4.25.).
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Sekil 4.25. Farkli sivi besi yerlerinde islatilan doku iskelelerinin morfolojisi. A-D)

Islatiimadan 1 saat sonra. E-H) Islatiimadan 5 saat sonra. I-L) Islatiimadan 24 saat
sonra. M-P) Transferden sonra (24 saat). A, E, I, M) Alpha-MEM. B, F, J, N)
DMEM. C, G, K, O) MG63 katkih besiyeri. D, H, L, P) PBS

Bu calismalarin sonucunda osteojenik gelistirmeyi hizlandirip artirmasi dusiunulen
uc boyutlu, kolajen ve B-TCP’den olusan sentetik kemik greftinin hicrelerin
yapigsmasini ve ¢ogalmasini artirdigi ve biyouyumlu oldugu goralmustur. 2 saatlik
inkilbasyon sonrasinda olusturulan doku iskelelerinden B-TCP partikilleri
ayriilmaya ve ekimi yapilan hucrelerin bir kismi besin ortamina ge¢cmeye
baglamistir. Baslangicgta yapilan hucre ekiminin etkisini 6lgmek i¢in doku iskeleleri
24 kuyucuklu hucre kultur kaplarina aktariimig ve yapinin butunligunde dagilmalar
gOrulmastir. Olusturulan yapiya baglanamamis hicreler enkazlar arasinda kalmisg;
bdylece bu hlcrelerin yapiya baglanacak zamanlarinin olmadigr anlasiimistir.
Katkili besi yerinin pH’si ise olgluldiginde normal aralikta ¢ikmistir (pH 7,3).
Ayrica her bir kuyucuga konulan besi yeri miktarinin doku iskelesi dagiimasiyla
iligkisini dlgmek icin de 1 mL ve 2 mL besi yeri ile doldurulan kuyucuklarda bir
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farkhligin olmadigi belirlenmigtir. Doku iskelesi butunliginin degisik ortamlarda
degisimini incelemek igin ise farkli bir deney yapiimis ve hucre konulmadan 30
dakikada bir gézlem yapilmigtir. 60 dakika icinde ise dagilma g6zlemlenmis ve bu
sure¢ 24 saate kadar devam etmigtir. Test edilen besi yerlerinin pH’lari ise normal
araliklarda ¢cikmistir ve boylece kullanilan besi yeri varliginin bozunma ile iligkisinin
olmadigi ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica 24. saatte dagilma gozlenen doku iskelelerinin
bagka bir hlicre kultir kabina aktariimasi yapilamadigindan ve hicre ekiminin 2
saat sonrasinda da dagilma gergeklestiginden transfer isleminin de doku
iskelesinin dagiimasini tetikleme ihtimalleri elemine edilmistir. Fakat yine de
analizler sonucunda olugsturulan doku iskelelerinin hucre etkilesimlerini
etkilemedigi gortimistir. Onceki analizde oldugu gibi ayni dlgiilerde kesilen doku
iskeleleri hemen 24 kuyulu hucre kultur kabina alinmis ve Uzerlerine yine onceki
calismada kullanilan besi ortamindan 1’er mL ilave edilmistir ve 12., 24., 36.

saatlerde gozlem yapilmistir. Analize iliskin goruntiler Sekil 4.26’da verilmistir.

Sekil 4.26. 12 Saat (A ve B), 24. Saat (C ve D), 36. saatlerde (E ve F) doku

iskelesinin bozunma davranigi. (X6.3 buylitme)

Sitotoksisite 6lgimu icin 6 mm x 6 mm boyunda kesilen doku iskelesinin Uzerine
MGG63 osteosarkoma htcre hatti ekilmistir. Besin ortami olarak %10 FBS, %1 L-
glutamin ve %1 antibiyotik-antimikotik solisyonu igceren a-MEM kullaniimigtir. 24
kuyucuklu hicre kiltir kaplarina 0.5x10° hiicre olacak sekilde yerlestirilen doku

iskelelerinin GUzerine hicre solUsyonunun esit dagildigindan emin olmak i¢in her bir
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gOze toplamda 100 yL MG63 olacak sekilde 5 kez 20uL besin ortami eklenmistir.
Boylece ekimi yapilan doku iskelesinden hicre siUspansiyonunun sizmasi da
Oonlenmis olmaktadir. Ekimi yapilan doku iskeleleri 2 saat boyunca inktbasyon igin
37°C, %5 CO: igeren etuve kaldiriimis ve sure sonunda MTT analizi igin toplam
hacim 1 mL olacak sekilde Uzerlerine MG63 besin ortami ilave edilmistir. 45. ve
70. saatlerde (n=4x3) MTT protokolu uygulanmis ve standart edri ayni metotla
olusturulmustur. MTT analizi sonuglarinda standart egriye (R?=0.99) karsin
herhangi bir kantitatif sonu¢ ¢gikmamistir. Standart edri hesaplamasi igin 0.2x10°6
sayilda en dusuk hucre sayisina sahip numune kullaniimistir ve bu deger
baslangi¢ hicre yogunlugunun %40 kadardir. 45 saat icerisinde hucre canlihgr bu

degerin altina dugsmus ve 70. saatin sonuna kadar da dugmeye devam etmistir.

Sonu¢ olarak dagiima testi ve MTT analizi sonucunda sentetik kemik doku
iskelelerinin butunligunde hacre kultir ortaminda dagilmalar oldugu gorulmus
fakat doku iskelelerinde hicre canhliginin korundugu not edilmistir. Ayrica doku
iskelelerine yapilan canh/dli hicre boyama goérintilerine bakildiginda 192 saatlik
kaltur boyunca hucre canhligi fazla olmasina karsin MTT analizinde boyama
sonuglarina gore canllik daha az ¢ikmaktadir. Bunun nedeni ise MTT analizinde
toplam canliiga bakilirken canli/6li boyama analizinde hlcre iceren doku iskelesi

enkazi da hesaba katiimaktadir.

Hucre kultart calismalarina paralel olarak doku iskelelerinin ayni zamanda vicut
icerisinde bozunma davranisini ongorebilmek icin Ringer ¢ozeltisinde bozunma
deneyine tabi tutulmuslardir. Bozunma ortami olarak %1 antibiyotik-antimikotik
(penisilin-streptomisin & amfoterisin) iceren Ringer ¢dzeltisi secilmistir. Bu amacla
hazirlanan Ringer c¢o6zeltisi otoklavlianarak steril edilmis ve pH degeri 7,38
degerinde ¢ikmistir. Solusyonun pH degerinin vucut i¢i pH degeri olan 7,4’e yakin
olmasi oldukga 6nemlidir. Steril ortamda yaklasik 10x12 mm boyutunda kesilen
doku iskelelerinin kuru agirliklart olgilmus ve her erlende iki numune olacak
sekilde taksim edilmistir. Her bir ay icin toplamda 6 erlen hazirlanarak, segilen

zaman noktalari sonunda bir erlendeki malzemelerin kuru agirliklarinin lgimunin
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yapilmasi planlanmigtir. 37°C de calkalamali su banyosunda g¢ok dusuk hizda

deney devam ettirilmigtir.

Calismalar sirasinda, bir hafta icerisinde sentetik kemik greftinin Ringer ¢ozeltisi
icerisinde tamamen disentegre oldugu ve pargalara ayrildigi goérulmagsttur. Doku
iskelesini olusturan seramik kisim (B-TCP) solisyon igerisinde ¢o6zunmezken;
polimerik kisim olan kolajen ise ayrilmis ve malzemenin butunliugu kaybolmustur.
Bdylece c¢alisma bir sire daha devam ettirilmis fakat kuru agirlik
Olgulemeyeceginden analiz sonlandiriimistir. Malzemenin in Vivo
implantasyonunda tamamen g¢evre dokuyla sarilacagi ve bu deneydeki gibi ¢ok
yuksek miktarlarda sivilarla temasta olmayacagr duasunulmektedir. Ayrica
malzemenin bu davraniginin vaskulerizasyona yardimci olacak bogluklar

olusturacagi ve daha etkin bir iyilesme saglayabilecegi 6n gorulmektedir.

4.3 Kontrolli BSA Salim Calismasi

Kolajen/B-TCP doku iskelelerine hayvan c¢alismalarinda BMP-2 ve TGF-$1
buyime faktorleri emrilerek verilecektir. Blyume faktorlerinin hazirlanan doku
iskelelerinden salimini incelemek amaciyla model protein olan sigir serum
albdmini (BSA) doku iskelelerine ytklenmis ve belirli zaman noktalarinda érnekler
alinarak incelenmigtir. Onceden hazirlanan kalibrasyon grafigi kullanilarak doku
iskelelerinden salinan BSA miktarlari belirlenmigtir. Sekil 4.27.'de verildigi Uzere
doku iskelelerine yuklenen BSA’nin (her bir doku iskelesi icin 1200 ug) yaklasik
%630 ilk 24 saat icinde salinmis ve 4. gunun sonunda denge durumuna gelmistir.
Gozenekliligin yuksek olusu nedeniyle kolajen/B-TCP doku iskelelerinin kontrolli

salim i¢in uygun oldugu dusundimustar.
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Sekil 4.27. Kolajen/B-TCP doku iskelelerinden BSA salim grafigi (n=5)

4.4 In vivo Hayvan Caligmalari

Hayvan calismalarinda kullanilan 120 sigan, kranyum ve femur olmak Uzere iki
farkh galisma grubuna boliunmustiar. Femur ¢alismalarinda her grupta 12 hayvan
olacak sekilde 5 grupla calisilirken (Sekil 4.28.); kranyum defekti ¢calismalarinda
her grupta 10 hayvan olacak sekilde 6 grupla calisiimistir. Gruplar sirasiyla;
kontrol (1), otogreft (2), doku iskelesi (3), doku iskelesi+BMP-2 (4), doku
iskelesi+TGF-B1 (5), doku iskelesi+BMP-2+TGF-1 (6) seklindedir.

Femur c¢alismasinda, kranyum c¢alismasinda bulunan otogreft grubu
bulunmamaktadir. Olusturulan gruplar, kullanilan hayvan sayisi ve ortalama
agirliklar Cizelge 4.7." verilmistir. Calismada kullanilan buylime faktori operasyon
esnasinda doku iskelesine emdirerek uygulanmistir. Kranyum modelinde
calismanin 4. Ayinda; femur modelinde ise 6. Ayinda hayvanlar CO:2 inhalasyonu
ile sakrifiye edilmistir. Defekt bolgesi tekrardan acilarak alinan numuneler formol
¢Ozeltisinin igine konulmustur. Calismaya baslamadan dnce ve sonra hayvanlarin

agirliklari not edilmisgtir.
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Cizelge 4.7. Hayvan deneylerinde kullanilan hayvanlar ve sakrifikasyon sonrasi

ozellikleri
Calisma Gruplar Kalan Hayvan | Ortalama Agirlik
Turi Sayisi @)
Kontrol 5 413
Doku iskelesi 7 368
Doku iskelesi+BMP-2 6 366
Femur
Doku iskelesi+TGF-1 10 443
Doku iskelesi+BMP-2+TGF- 8 400
B1
Kontrol 4 390
Otogreft 5 385
Doku iskelesi 7 358
Doku iskelesi+BMP-2 10 397
Kranyum
Doku iskelesi+TGF-1 8 386
Doku iskelesi+BMP-2+TGF- 8 392
B1

Femur gruplarinda sakrifikasyon dncesi dénemde hayvan 6limu kranyum grubuna

gbre daha fazla gdézlenmistir. Kontrol grubunun tamaminda kemik fragmanlari

hareketli olup, bacadin Ust ve alt kismi birbirinden bagimsiz hareket etmektedir.

Hayvanlarin gogunda inguinal (kasik) bolgede ve defekt alaninda apse olusumu

gOzlenmigtir. Ayrica kemikleri sabitlemek igi yerlestirilen plak ekspoze olmustur.

Doku iskelesi grubunda yine apse olugsumu, osteomiyelit ve osteoporoz olusumu
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gOzlenmigtir. Doku iskelesi+BMP-2 grubunda hayvan olumu daha fazla
gerceklesmis ve istatistiksel hesaplamalar igin yeterli saylya ulasmak adina ex
olan hayvanlarin femurlari alinip saklanmigtir. Histolojik analizlerinde deney suresi
hesaba katilacaktir. Sadece bir hayvanda plak disaridan gorunir durumda olup,
genel olarak doku iskelesi ve kontrol grubuna gore hayvanlarin durumu daha iyidir.
Doku iskelesi+TGF-B1 grubunda sadece bir hayvanda plak ekspozedir ve yeni
kemik olusan denek sayisi daha fazladir. Doku iskelesi BMP-2+TGF- 31 grubunda
ise sorun goézlenmemigtir. Sigcanlarin ¢ok hareketli hayvanlar olmasi, kafesteki
diger hayvanlarin dikislerini kemirmeleri, kan kokusuna hassas olup saldirmalari
ve dokularinin rejenerasyon hizlarinin fazla olusu gibi nedenler femur

¢alismasinda yukarida belirtilen aksakliklarin olugsmasini etkilemistir.

Sekil 4.28. Femur galismasinda doku iskelesi yerlesimi
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Kranyum grubunda ise sakrifikasyon 6ncesi hayvan oliumu c¢ok nadir olup,
hayvanlar ex edildikten sonra spesimenler formol ¢dzeltisi icerisinde saklanmistir.
Hayvanlarin ex edilmesinden sonra yapilan genel gozlemler sonucunda kontrol
grubunda bir iyilesme goérilmemistir. Defekt alani c¢alisma baslangicindaki
bayukligunu  korumustur. Altin  standart olarak nitelendirilen  otogreft
uygulamasinda ise en iyi gelisme gozlenmigtir ve defekt alani kapanmistir, yine de
defekt sinirlari halen belli olmaktadir. Diger doku iskelesi kullanilan gruplarda ise
doku iskelesi defekti doldurmus ve orta kisimdan bozunmaya baglamigstir. 3-TCP
granulleri belirgin bir sekilde gézikmektedir. Sagital sinUs intakt olup, kafatasi
konkavligi normaldir. Beyne yapisma spesimenlerin ¢cogunda gorulmustur (Sekil
4.29.).

ITOGUCES & DATELY DOIUTIONS """~ ~

Sekil 4.29. Kranyum calismasi sonrasi spesimen ornekleri. (A) doku iskelesi ve (B)

otogreft grubu

Spesimenlere p-CT analizi yapilmig olup analiz goéruntuleri Sekil 4.30.da
verilmigtir. Ayri bir yazilimla sadece defekt bolgesindeki kemik hacmi dlgliimus ve
calisma basinda olusturulan 8 mm c¢apinda ve 1 mm yuksekligindeki silindirik
defekt hacmine oranlanmigtir. istatistiksel hesaplamalarda (p<0,05) degerine
bakilarak anlaml farklilik oldugu gérulmustur. Bdylece yeni olugan kemik yuzdesi
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kemik hacmi/defekt hacmi orani kullanilarak belirlenmistir. Sekil 4.31.’da gruplara
gore kemik rejenerasyonu en fazla otogreft grubunda (%66) gorullirken; doku
iskelesi iceren gruplar benzer Ozellikler sergilemis ve %15 dolaylarinda

kalmiglardir (p<0,05). Kontrol grubunda ise %2 oraninda deger elde edilmigtir.
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Sekil 4.30. Kranyum calismasi sonrasi g-CT goruntileri (A) kontrol, (B) otogreft,
(C) doku iskelesi, (D) doku iskelesi+BMP-2, (E) doku iskelesi+TGF-1, (F) doku
iskelesi+BMP-2+TGF-f31
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Sekil 4.31. Kranyum ¢alismasinda u-CT analizi sonuglarina gére defekt bélgesinde

yeni kemik olusum oranlari (p<0,05)

Hayvan deneyleri sonunda elde edilen spesimenlere mamografi analizi
uygulanmigtir. Femur modeli icin mamografi goérintilerinde, plak kirgi, vida
clkmasi, duzensiz kemik gelisimi gozlemlenmistir. Kranyum modeline ait

goruntuler ise u-CT analizine benzer gikmigtir. (Sekil 4.32, Sekil 4.33)
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Sekil 4.32. Femur modelinde mamografi goruntuleri (A) kontrol, (B) doku iskelesi,
(C) doku iskelesi+BMP-2, (D) doku iskelesi+TGF-31
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Sekil 4.32. Kranyum modelinde mamografi géruntuleri (A) kontrol, (B) doku
iskelesi, (C) doku iskelesi+BMP-2, (D) doku iskelesi+TGF-1
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Tez kapsaminda elde edilen sonuglar agagida 6zetlenmistir:

Calismada kemik dokusunu en iyi sekilde taklit edebilmek amaciyla kemik
matriksinde en ¢ok bulunan malzemeler olan kolajen Tip-lI ve kalsiyum
fosfat bilesigi olan B-TCP ana girdi olarak belirlenmistir. Kolajen ¢ézlcusU
olarak sitotoksik etki yaratmayacak, oldukga seyreltik 0,1 N asetik asit
solUsyonu kullaniimistir. Hazirlanan bu kolajen gamuruna 0,5-1 mm partikdl
bayukligunde B-TCP (80/20 w/w) eklenerek karisim hazirlanmistir.
Gozenekli yapilar dondurarak kurutma yontemiyle elde edilmistir. Capraz
baglanma ise DHT ydntem kullanilarak disik basing altinda ve 110°C’de
gercgeklestirilmistir. DHT suresi 5 gun olarak belirlenen galismada ayni
zamanda 1 ve 3 gunliuk DHT sdresi olan doku iskeleleri de incelenmistir.
Ayrica hazirlanan doku iskelelerinin bir kismi gama radyasyonu ile steril
edilirken, bir kismi sterilizasyonunun capraz baglanmaya olan etkisini

belirlemek amaciyla steril edilmemisgtir.

SEM analiz sonuglarinda kolajen/B-TCP doku iskelesinin tipik yulzey
topografyasi gosterdigi tespit edilmistir. Doku iskelesinin olduk¢a gozenekli
ve bu gbzeneklerin agik yapiya sahip oldugu, B-TCP partikullerinin gapraz
baglanma sonrasi kolajen yuzeyine yapistigi ve oldukca homojen bir
dagihm gosterdigi tespit edilmistir. Yiksek buyutmelerde ise B-TCP
partikUllerinin agregasyona ugradigi belirlenmis ve bunun nedeninin
dondurarak kurutma igleminden kaynaklanabilecegi dusunulmustar [80].
Steril edilmeyen oOrneklerde ise B-TCP partikullerinin daha az baglanma
goOsterdigi  bulunmustur. Doku iskelelerine uygulanan doz (25kGy)

malzemenin daha ileri sekilde capraz baglanmasini saglamistir.

M-CT analizi ile hazirlanan doku iskelelerinin gozenekliligi hesaplanmig ve
toplam gozeneklilik %65,63 olarak bulunmustur. Agik gézeneklilik orani ise
%65,54’tur. Bu veri kolajen/B-TCP doku iskelelerinin gdzeneklerinin
tamamen acgik ve birbiriyle baglantili oldugunu gostermektedir. Kansell6z ya
da trabekuler kemigin gdzeneklilik orani yasa, bulundugu anatomik bodlgeye

gore degisse de ortalama %30-90 arasinda degismektedir [81]. Doku
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iskelelerinin gozenekliligi ise oldukga optimal olup, hem hlcre gogunu ve
¢ogalmasini saglayabilecektir hem de c¢ok yuksek (~%90) gbzeneklilige
sahip olmadigindan mekanik dayanimi da yeterli olacaktir. Bunlara ek
olarak, u-CT radyografilerinde de yapinin olduk¢ga homojen dagilim

gOsterdigi belirlenmisgtir.

XRD analizi ile hazirlanan doku iskelelerinin minerolojik analiz yapiimis ve
B-TCP partikullerinin safligi belirlenmigtir. Elde edilen pikler literatir ve
JCPDS (9-169) veri tabaniyla karsilastirildiginda malzemenin igeriginde
sadece B-TCP’In oldugu ve hidroksiapatit ya da a-TCP gibi bagka kalsiyum
fosfat iceriklerinin olmadigi belirlenmistir [80-86]. Standart ile g¢alismada
kullanilan B-TCP arasinda baska bir faz ya da kayma gortilmemis ve 3-TCP
partikillerinin  tamamen saf oldugu sonucuna varilmigtir. Gama
sterilizasyonunun ise XRD spektrumlarinda fark olusturmadidi ve bdylece
gama radyasyonu ile sterilizasyonun malzemenin minerolojik yapisini

etkilemedigi bulunmustur.

FT-IR analizi kolajen/B-TCP doku iskelesinin igerdigi bilesikleri test etmek
amaciyla gercgeklestiriimistir. Analiz sonuclarinda sadece kolajen ve B-TCP
partikUllerine ait bantlar elde edilmistir. Literatur taramalariyla eslecek
sekilde 3324 cm*'de Amid A (N-H gerilimi), 3100 cm-Y'de su igerigine ait O-
H bandi, 1630 cm™*'de Amid | (C=0 gerilimi), 1543 cmde Amid Il (C-N
gerilimi ve N-H bikllmesi), 1452 cm*'de Amid Ill (CH2 bagi) bantlari elde
edilmistir. Saf kolajenin ve doku iskelelerinin FT-IR spektrumlari
karsilastirildiginda ayni noktalarda pikler verdikleri goérGimustir, fakat
¢apraz baglanma etkisiyle amide A ve OH bantlarinin alanlari g¢apraz
bagdlanma esnasinda su kaybindan dolayr azalmistir. Ayni sekilde
sterilizasyon oncesi ve sonrasi FT-IR spektrumlari karsilagtirildiginda gama
radyasyonunun capraz baglayici etkisinin oldugu yine pik altinda kalan

alanlardan anlasiimistir [83, 87-89].
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TG-DTA analizinde ise kolajenin denatlirasyon sicakhgr 50°C civarinda
bulunmustur. Vlcut sicakliklarinin Uzerinde kolajenin Uglu heliks yapisinin
bozulmasi ile denaturasyon gergeklesmis, kovalent baglarin tamamen
yikimi ile de kolajen 130°C’de degradasyona ugramistir. Steril drnegin
denaturasyon sicakliginin steril olmayan ornege gore daha dusuk
¢ilkmasinin nedeni gama sterilizasyonunun kolajenin yapisini etkilemis
olmasindan kaynaklanabilmektedir [90]. Kolajenin izolasyon teknigi,
kolajenin tipi ve su icerigi gibi Ozellikler denaturasyon sicakhgini
etkilemektedir [91]. Termogravimetrik analiz sonuglarina gére de kolajen/3-
TCP doku iskeleleri toplamda en fazla %33,3 luk bir agirhk kaybi
yasanmistir. ilk asamada yapidaki su uzaklasirken, ikinci asamada polimer
kismi olan kolajen degradasyona ugramis ve Uug¢Uncl asamada ise
malzeme karbonizasyona ugramis, tamamen yanmistir. Hazirlanan doku
iskelesinin diger capraz baglanmis kolajenlere goére erime sicakligi daha
dusUk olsa da doku iskeleleri termogravimetrik analizde daha az agirlk
kaybetmistir [92,93].

Dehidrotermal yontem ile muamele suresi 1, 3, 5 gin olan kolajen/B-TCP
doku iskelelerine yapilan basma analizleri sonuglarina goére basma
mukavemeti en iyi olan ornek 3,07 MPa basma modulus ile 3 gunluk DHT
uygulanan doku iskelesi olmustur. Trabekuler kemigin basma moduline (2-
12 MPa) olduk¢a uygun [81] c¢ikan sonuglarda 5 gun DHT uygulanan
ornegin basma modulusu 2,22 MPa olmak uzere 3 gun DHT uygulanan
ornege goére daha dusuktur. Arastirmalara gore DHT yontem sicakhginin
artisi malzemenin c¢apraz baglanmasini artirirken, surenin artigi ters etki
olusturmakta ve kolajen denatirasyonunu saglamaktadir [88]. Buna ragmen
doku iskelelerinin mekanik dayanimi diger calismalara gore oldukga
yuksektir [94-96].

ESR analizi ile gama radyasyonunun (25 kGy) doku iskelelerinde serbest
radikal olusturmadigi 3500 Gauss bdlgesinde dalgalanma olmamasindan
belirlenmistir. Gama radyasyonu ile sterilizasyonu yapilmayan érneklere de

ESR analizi uygulanmis ve steril O&rneklerle arasinda bir fark
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gorulmediginden uygulanan dozun olumsuz bir etki olusturmadigi sonucuna

varilmigtir [97].

Sisme testi 1, 3, 5 gin boyunca DHT yonteme tabi tutulan doku iskelelerine
uygulanmis ve sisme davranisi 2 gun sonunda dengeye gelmistir. Sisme
kapasitesi hlcre buyumesi ve farkhlasmasi igcin oldukga buylk 6nem
tasimaktadir ve ¢apraz baglanma yogunluguna, kolajen ve B-TCP igerigine
bagll olmaktadir [98]. 1 gin DHT uygulanan doku iskelesinin gsisme
kapasitesi en yuksek sonucu vermis (%74,5) ve DHT suresi arttikga bu oran
bir miktar digmustir (3 gun icin %74, 5 gun i¢in %72). Capraz baglanan
yapilarin gozenek genigligi bir miktar azalacagindan daha az su

tutabilmektedirler.

Hazirlanan doku iskelelerinden BSA salimi incelenmistir ve patlama etkisi
olustugu belirlenmistir. Yuklenen BSA miktarinin buyudk bir bdlimu 24 saatin
sonunda salinmis olsa da 4. gunun sonunda hala ortamda baglangi¢
miktarinin %25’i bulunmaktadir. Doku iskelelerinin ylksek gdzeneklilige
sahip olugsu ve bu gozeneklerin birbiriyle baglanti olmasindan dolayi
yuklenen BSA proteininin ortama salinmak i¢in uzun yol almasi gerekmekte
ve bdylece salim suresi uzamaktadir. Bu yuzden kolajen/B-TCP doku
iskelelerinin hayvan calismalarinda kullanilacak olan bliylime faktorlerinin

salimi i¢in uygun oldugu bulunmustur.

Kolajen/B-TCP doku iskelelerinin in vitro ortamda hlcre kultart analizleri ile
sitotoksisitesi, dagilma davranisi incelenmis ve hayvan galismalari igin 6n
bilgiler elde edilmistir. Analizlerde 5 gin boyunca DHT yodntemiyle ¢apraz
bagdlanan 6rnekler kullaniimistir. Dagilmayi test etmek icin numuneler farkl
besin ortamlarina konulmus ve 1 gln sonunda malzemede dagilmalar,
kopmalar oldugu gdzlenmistir. Doku iskelelerinde dagilma, buylime
faktorlerinin salimi, damarlanmanin artmasi, ylzey alaninin artisi gibi
sureclerde olumlu etki yapacagindan sorun tegkil etmemektedir. Ayni
zamanda doku iskelelerine sitotoksisite analizini gergeklestirebilmek igin

MG63 osteosarkoma hicre hatti ekilmis ve MTT analizi ile sitotoksik etki
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olusturup olusturmadigi belirlenmigtir.  Yapilan analizler neticesinde
kolajen/B-TCP doku iskelelerinin sitotoksik etki olusturmadigi tespit

edilmistir.

Uzerlerine hiicre ekilen kolajen/B-TCP doku iskelelerinin 8 glin icerisinde
dagildigi gézlenmigtir. 8 ginin sonunda doku iskelelerine canh/dli boyama
yapilmis ve her ne kadar doku iskelesinde dagilmalar olsa da hicre canliligi
yuksek bulunmustur. Doku iskelelerinin erken dagilma gostermelerinin
birincil nedeni hucre kalturinde, vicut icerisine gore daha fazla miktarda
siviya maruz birakilmalaridir. Hayvan ¢alismalarinda kranyum ya da femur
kemiklerinde acilacak defektlere yerlestirilecek olan doku iskeleleri hiicre
kalturandeki miktarlarda kan akigina maruz kalmayacak, hatta hemostatik
dzellikleri sayesinde fazla kan akigini engelleyebileceklerdir. Ikincil neden
olarak doku iskelelerinin ¢apraz baglanma yodunluklarinin fazla olusu -

TCP partikullerinin dagilmasina neden olabilmektedir.

Calismanin son asamasinda hazirlanan kolajen/B-TCP doku iskelelerinin
120 adet Sprague Dawley cinsi siganin kranyum ve femur kemiklerinde
kritik boyutta agilan defektlere implantasyonu gergeklestiriimistir. Kranyum
calismasinda 1 mm yuksekliginde 8 mm genigliginde kritik boyutta defekt
olusturulurken; femur calismasinda 4 mm genigliinde ve 3 mm
yuksekliginde defekt olusturulmustur. Femur grubunda kontrol (1), doku
iskelesi (2), doku iskelesi+BMP-2 (3), doku iskelesi+TGF-1 (4), doku
iskelesi+BMP-2+TGF-B1 (5) gruplari caligilirken, kranyum calismasinda

bunlara ek olarak otogreft grubu da calisiimistir.

Femur calismasinda 6 ay; kranyum calismasinda 4 ay sonra sakrifiye
edilen siganlarin spesimenleri alinip, %10’luk formol solisyonunda
saklanmistir. Spesimenlere u-CT analizi yapilarak yeni olusan kemik hacmi
belirlenmis ve mamografi analizi ile deney sonrasi géruntuler elde edilmistir.
Makroskopik izlenimlere gore kranyum calismasi oldukga basarili bir
sekilde tamamlanmistir. implante edilen doku iskeleleri defekt alanin

tamamen doldurmus ve yeni kemik olusumu disg kisimdan basglamigtir.
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Kontrol grubunda iyilesme go6zlenmezken, otogreft grubunda ise defekt
alaninin bayuk bir kismi kapanmistir. Doku iskelesi iceren gruplarda yeni

kemik olusmu baslamistir. Sagital sinUs intakttir.

Femur calismasinda kranyum calismasina goére daha fazla hayvan 6limu
gerceklesmistir. Calisilan gruplarda kemigi sabitlemek icin kullanilan plagin
ekspoze olmasi, apse varligi, osteomiyelit ve osteoporoz olusumu
belirlenmistir. Blyume faktorl iceren gruplarda daha saglam spesimenler
alinabilmistir. Femur calismasinda iyilesmez kemik defekti olusturulmasi
boylece rejenerasyonun daha zor olmasi, siganlarin ¢ok hareketli hayvanlar
olmasi nedeniyle femurlarinin atele alinip sabitlenememesi ve bazi
hayvanlarda plagin kiriimasi ya da vidanin diga dogru olusan kuvvetler

nedeniyle yerinden ¢ikmasi gibi aksakliklar olugmustur.

Femur calismasindan alinan spesimenlere yapilan y-CT analizinde plak ve
vidanin c¢ikarilamamasindan dolayr duzgun goruntu elde edilememistir.
Kranyumdan alinan spesimenlere uygulanan y-CT analiz sonuglarina gore
yeni kemik dokusu olusumu en fazla otogreft grubunda goézlemlenmistir.
Kontrol grubunda ise iyilesme olmamistir. Doku iskelesi ve doku
iskelesi+blylime faktdrli iceren gruplara bakildiginda ise kemik

rejenerasyon oranlari benzer ¢gikmistir.

Yukarida bahsedilen sonuglar ve ¢ikarimlar dogrultusunda tez kapsaminda
olusturulan kolajen/B-TCP doku iskelelerinin belirlenen amag¢ ve hedeflere
uygun oldugu bulunmustur. Doku iskeleleri olduk¢a biyouyumlu olup,
g6zeneklilik orani ve gozenek yapisi, mekanik dayanimi gibi ozellikler
bakimindan hedef kemik dokusuna uygundur. DHT yontemi kullanilarak
yapllan c¢apraz baglanma sayesinde malzeme sitotoksik etki
olugturmamistir. Fakat sisme ve basma testi sonuglari birlestirildiginde DHT
uygulama siresinin azaltilabilecedi dustnuimistir. ileride yapilacak
calismalarda, karakterizasyonu vyapilan doku iskeleleri hucrelerle
desteklenebilir, PRP, hormon, sitokin ya da baska blylume faktorleri
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mikrokure, nanokure gibi ayri bir tasiyici sistem kullanilarak kemik

rejenerasyonu artirilabilir.
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Dependent Variable: kemik degeri

EK-I

Multiple Comparisons

93

Mean 95% Confidence Interval
Difference (I- Upper
() gruplar (J) gruplar J) Std. Error Sig. Lower Bound Bound
LSD cr_kontrol bmp -
.| 15,62259416 ,001| -89,3081784 | -25,8770738
57,59262611
cr_scaf -,37648214 | 16,29483818 ,982 | -33,4567623 | 32,7037980
otograft -
17,43969888 ,001 | -99,3706200 | -28,5616780
63,96614900"
tgft+bmp2 -
15,92019412 ,001 | -90,0701311 | -25,4307064
57,75041875"
tgf -
.| 15,92019412 ,028 | -68,8110773| -4,1716527
36,49136500
bmp cr_kontrol | 57,59262611" | 15,62259416 ,001| 25,8770738| 89,3081784
cr_scaf 57,21614397" | 13,10154285 ,000( 30,6185979| 83,8136900
otograft -6,37352289 | 14,50075070 ,663 | -35,8116118 | 23,0645661
toft+bmp2 | - 15779264 | 12,63254743 ,990 | -25,8032273 | 25,4876421
tgf 21,10126111 | 12,63254743 ,104| -4,5441736| 46,7466958
cr_scaf cr_kontrol , 376482141 16,29483818 ,982 | -32,7037980| 33,4567623
bmp -
13,10154285 ,000| -83,8136900 | -30,6185979
57,21614397"
otograft -
15,22261719 ,000| -94,4932227 | -32,6861110
63,58966686"
tgft+bmp2 -
13,45501980 ,000 | -84,6890790 | -30,0587942
57,37393661"
tof -
13,45501980 ,011| -63,4300252| -8,7997405
36,11488286"
otograft cr_kontrol | 63,96614900" [ 17,43969888 ,001| 28,5616780| 99,3706200
bmp 6,37352289 | 14,50075070 ,663 | -23,0645661 | 35,8116118
cr_scaf 63,58966686" | 15,22261719 ,000( 32,6861110| 94,4932227
tgft+bmp2 6,21573025 | 14,82089415 ,677| -23,8722845| 36,3037450
tgf 27,47478400 | 14,82089415 ,072| -2,6132307| 57,5627987
tgft+bmp2 cr_kontrol | 57,75041875" | 15,92019412 ,001| 25,4307064 | 90,0701311
bmp , 15779264 |1 12,63254743 ,990 | -25,4876421| 25,8032273




cr_scaf 57,37393661" | 13,45501980 ,000| 30,0587942| 84,6890790
otograft -6,21573025 | 14,82089415 677 | -36,3037450 | 23,8722845
tgf 21,25905375 | 12,99878407 11| -5,1298808| 47,6479883
tgf cr_kontrol | 36,49136500" | 15,92019412 ,028| 4,1716527| 68,8110773
bmp -
12,63254743 104 | -46,7466958 | 4,5441736
21,10126111
cr_scaf 36,11488286" | 13,45501980 011| 8,7997405| 63,4300252
otograft -
14,82089415 072 | -57,5627987 | 2,6132307
27,47478400
tgft+bmp2 -
12,99878407 111 | -47,6479883| 5,1298808
21,25905375
Dunnett t (2- bmp cr_kontrol | 57,59262611" | 15,62259416 ,003| 17,3210294 | 97,8642228
H b
sided) cr_scaf  cr_kontrol | 37648214 16,29483818|  1,000| -41,6280112| 42,3809755
otograft  cr_kontrol | 6396614900 | 17,43969888 ,003| 19,0104577 | 108,9218403
tgft+bmp2 cr_kontrol | 57,75041875"| 15,92019412 ,004| 16,7116750| 98,7891625
tgf cr_kontrol | 36,49136500 | 15,92019412 ,093| -4,5473787| 77,5301087

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

b. Dunnett t-tests treat one group as a control, and compare all other groups against it.
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Gatls ) ) & & YE p. g
ile onaylanmasina karar verilmistir,

Sorumlu arastirmaci deneylere baslangi¢ tarihini Etik Kurula bildirmekle yiikiimlidiir.

— Prof. Dr. Sema CALIS \
Etik Kurul Baskam
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