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Tez Damismani: Dog¢. Dr. Halil Murat AYDIN

Haziran 2018, 84 sayfa

Giinlimiizde milyonlarca insan trafik kazalari, giinliik yaralanmalar, spor yaralanmalar1 gibi
pek cok sebebe bagli olarak kemik yaralanmasina bagh tedaviye ihtiya¢ duymaktadir. Saglik
alaninda kemik kiriklarinin stabilize edilmesi icin; alg1 kullanilmasi, harici stabilizasyon,
plakalar ve vidalarin kullanilmasi gibi yontemler vardir. Ancak bu yontemler her tiirde
kemik kirig1 i¢in uygun degildir. Kiriklarin diizensiz bir yilizeyde, ince kemikte, parcalanmig
kemikte veya hassas dokulara yakin oldugu durumlarda sert doku yapistiricilarina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amagla bu tez calismasi kapsaminda kemik dokularini birbirine
yapistiracak politliretan bazli kemik yapistiricist ve hasarli bolgede kemik doku olusumunu
destekleyecek poliiiretan ve seramikten olusan kompozit doku iskelelerinin iiretilmesi
planlanmistir. Bu sekilde tamamen sentetik yollarla hazirlanmis osteokondiiktif ve
osteoindiiktif ~Ozellikte, adezyon oOzelligi 1yi, defekt bolgesinin sekline gore
bicimlendirilebilen kemik yapistirict ve greft formiilasyonlarmin gelistirilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla tezin ilk asamasinda cam bir reaktor igerisinde poliiiretan kemik
yapistiricist ve farkli partikiil boyutunda (0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm) ve agirlik¢a farkli
yiizdelerde (%20, %30 ve %40) Dbeta-trikalsiyum fosfat (B-TCP) partikiilleri igeren
poliliretan tabanli kompozit doku iskeleleri hazirlanmistir. Tezin ikinci asamasinda

hazirlanan doku iskelelerinde bulunan fonksiyonel gruplarin tespit edilmesi amaciyla



Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ve Hidrojen-Niikleer Manyetik Rezonans
(*H-NMR) analizleri gerceklestirilmis ve istenilen poliiiretan yapismin sentezlendigi
dogrulanmistir. Malzemenin termal davranis1 diferansiyel kalorimetri (DSC) analizi ile
karakterize edilmistir. Taramali elektron mikroskopu (SEM) ve mikro-bilgisayarli tomografi
(u-CT) ile doku iskelelerinin %90’1n {istiinde gozeneklilige sahip oldugu, gozenekler
arasinda baglantisallik oldugu, organik ve inorganik fazlarin birbiri ile iyi entegre oldugu ve
B-TCP partikiillerinin yap1 i¢inde homojen dagildigi gozlenmistir. Ayrica gruplarin yaklagik
267 £ 25 um'lik bir ortalama gézenek boyutuna sahip oldugu tespit edilmistir.

Doku iskelesi adaylarinin mekanik dayanimlarini belirlemek i¢in yapilan basma testlerinde
en yiksek basma dayanimini gésteren grubun 1-2 mm partikiil boyutunda %40 (a/a)
oraninda B-TCP igeren grup oldugu goriilmiistiir. Ayrica ilave edilen B-TCP orani arttik¢a

basma dayaniminin arttig1 gézlenmistir.

Hazirlanan politiretan tabanli kemik yapistiricisinin  kemige yapisma mukavemetini
belirlemek amaciyla kirik sigir kaburga kemikleri yapistirilarak mekanik c¢ekme testi

yapilmis ve malzemenin yapisma mukavemeti 1,34 MPa olarak tespit edilmistir.

Tez ¢alismasinin son asamasinda ise hazirlanan PU/B-TCP doku iskelelerine MG63 insan
osteosarkoma hiicre hatti ekilerek in vitro ortamda hiicre kiiltiiri analizleri ger¢eklestirilmis,
Alamar Mavisi yontemi ile hiicre canliligt ve proliferasyonu tayin edilmistir. Gruplar
arasinda 1-2 mm partikiil boyutunda %40 (a/a) oraninda B-TCP igeren grupta en yiiksek
hiicre canlilig1 degerleri gdzlenmis ve yine bu grup hiicre cogalmasini destekleme yoniinden
diger gruplara gore daha basarili bulunmustur. ISO 10993-2 standardi geregince eliisyon
yontemiyle gerceklestirilen sitotoksisite analizi ile %85,75 hiicre canliligi gozlenmis ve

tiretilen malzemelerin toksik olmadig1 sonucuna varilmigtir.

Anahtar kelimeler: kemik yapistiricisi, poliiiretan, seramik, beta-trikalsiyum fosfat, kemik
grefti, kemik defektleri
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June 2018, 84 pages

Millions of people are in need of bone injury treatment for many reasons such as traffic
accidents, daily injuries, sports injuries. For the stabilization of bone fractures in the health
field; plastering, external stabilization, the use of plates and screws. However, these methods
are not suitable for all types of bone fractures. Hard tissue adhesives are needed when the
fractures are on an irregular surface, in thin bones or in broken bones proximity to sensitive
tissues. For this purpose, it is planned to develop polyurethane based bone adhesive to adhere
bone tissues to each other and composite tissue scaffolds consisting of polyurethane and
ceramic to support bone tissue formation in damaged area. In this way, it is aimed to develop
osteoconductive and osteoinductive bone adhesives and graft formulations which can be
shaped according to the shape of the defect area. For this purpose, in the first step of the
thesis, polyurethane bone adhesive and tissue scaffold including different size (0,5-1 mm,
1-2 mm and 2-4 mm) and different percentages (20%, 30% and 40% by weight) beta-
tricalcium phosphate were prepared. In the second step of the thesis, Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) and Hydrogen-Nuclear Magnetic Resonance (*H-NMR)
analyzes were performed to determine the functional groups present in the tissue scaffold
and the synthesis of the desired polyurethane structure was verified. The thermal behavior
of the material is characterized by differential scanning calorimetry (DSC) analysis. By using

scanning electron microscopy (SEM) and micro-computerized tomography (u-CT), it is



observed that the tissue scaffolds have porosity above 90%, the organic and inorganic phases
are well integrated with each other and the homogeneous distribution of B-TCP particles in

the structure. It was also found that average pore size of the groups are about 267 & 25 pum.

In the compression tests, performed to determine the mechanical strength of the tissue
scaffold candidates, the highest compressive strength was found in the group including 1-2
mm particle size with 40% B-TCP. Also it has been observed that increasing the TCP ratio

increases the compression strength.

In order to determine the adhesion strength of the polyurethane based bone adhesive, the
fractured bovine rib bones were glued and subjected to mechanical tensile test, and the
adhesive strength of the material was determined to be 1,34 MPa.

In the final stage of the thesis, in order to investigate in vitro performance of the
polyurethane/B-TCP scaffolds, MG63 human osteosarcoma cells were seeded onto
polyurethane/B-TCP tissue scaffolds. To investigate the cell viability and the proliferation
Alamar Blue assay was performed. Among the groups, the highest cell viability values were
observed in the group containing 40% (w/w) B-TCP with 1-2 mm particle size and this group
was found to be more successful than the other groups due to supporting cell proliferation.
Cytotoxicity analysis performed by means of the elution method according to ISO 10993-2
showed 85.75% cell viability. This result indicates that the materials are not toxic.

Keywords: bone adhesive, polyurethane, ceramic, beta-tricalcium phosphate, bone graft,

bone defects
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1 GIRIS

Diinyada her yil trafik kazalari, spor aktiviteleri, giinliik yaralanmalar ve bunun gibi
nedenlerden binlerce hasta kemik yaralanmasi tedavisine ihtiya¢ duymaktadir. Spinal,
maksilofasiyal, kol ve bacak bolgelerindeki bu travmalar ¢esitli metalik implantlar ile fikse
edilirken, dogal/sentetik kemik greftleri ile desteklenmektedir. Otogreftlerin donor bolgede
morbidite ve kaynak acgisindan smirli olma gibi dezavantajlarindan 6tiirii sentetik kemik

greftleri lizerine ¢aligmalar son yillarda hizla artmaktadir.

Acik kalp ameliyatlarinda agilan sternumun birlestirilmesi ya da travmalarda olusan parcali
kiriklarin  yapistirllmasinda  kullanilmak tizere sert doku yapistiricilarina ihtiyag
bulunmaktadir. Kemik dokularinin yapismasi i¢in gereken malzeme, 6zellikle sternum gibi
tim i¢ organlarin bir arada durdugu gogiis kafesindeki basinca iyilesme ve yeni kemik
arayliziiniin olugmast siirecinde gereken mekanik kuvveti su anda klinikte kullanilan metalik
teller gibi saglayabilmeli, biyouyumlu ve kolayca uygulanabilir olmalidir. Bunlarin yani sira
fazlaca bulunabilir olmali, metalik teller gibi ucuz olabilmeli, metal tellerin yarattig1

psikolojik ve estetik sorunlart ortadan kaldirabilmelidir.

Bu malzemeler, doku iskeleleri olarak defekt doldurma endikasyonlarinda da kullanilabilir.
Dokunun iyilesmesi i¢in gerekli temel bilesenler ti¢c boyutlu, agik gézenek yapisinda bir doku
iskelesi ve bu doku iskelesi ile birlikte kullanilmak iizere diger canli yapisinda bulunan
sinyal molekiilleridir. Basarili bir kemik olusumu icin bu gereksinimlerin optimum bir
sekilde birlestirilmesi gerekir. Bu tiir doku iskeleleri, klinikte 6zellikle otojenik kemik
miktarinin yeterli olmadig1 pek ¢ok durumda yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmigtir.
Bu doku iskeleleri ayn1 zamanda ¢6ziinlir bir takim inorganik kemik minerallerini de
biinyelerinde bulundurmalidir. Biyouyumlu, ac¢ik goézenek yapisinda, esnek bir doku
iskelesi, hiicre proliferasyonu ve biiylimesi, ardindan da ekstraseliiler matriks olusumu
yoluyla kemik iyilesmesi yolunda gegici bir ev vazifesi gorecek ve bu yolla kemik
fonksiyonunu onaracak veya rejenere edecektir. Aynt zamanda malzeme/doku karigiminin
vaskiilerize olmasina da yardimci olacak sekilde tasarlanmalidir. Malzemenin makro ve
mikro 6zellikleri, temelde hiicreleri canli tutmaya, biliylimelerine ve migrasyonlarina olanak

tanimaya yardimci olacak sekilde belirlenmis olmalidir.

Bunun yaninda, bu tiir kemik adezyon ve kohezyon 6zelliklerine sahip bir materyalin, beta-

trikalsiyum fosfat gibi kemigin inorganik matriks bilesenlerinden biri olan seramik



yapilariyla birlestirilmesi ve bu yolla hazirlanacak kompozit yapilarin doku yapistiriimasi

sirasinda ara yliz rejenerasyonunda kullanilabilmesi agisindan 6nem tasimaktadir.

Geleneksel sentetik kemik replasman tedavilerinde yer degistirecek malzemenin diisiik
cekme gerilimi 6zellikleri ve kotii adezyon davraniglarindan 6tiirii sorunlar bulunmaktadir.
Yine biyolojik malzemelerin de kullaniminda bir takim sorunlar gozlemlenmektedir.
Bunlarin basinda bozunmanin erken olmasi ve defekt alaninda bosluklarin olusmasi yer
almaktadir. Yine bazi kemik onarim materyalleri uygulandiklarinda ciddi ekzotermik
reaksiyonlar ile ¢evresinde nekroza sebebiyet verebilmektedirler. Genellikle bu ekzotermik
reaksiyonlar siiregelen bir polimerizasyon igleminde kiir olma asamasindan kaynaklanmakta
ve ¢ok yiiksek sicakliklar gozlenebilmektedir. Hizla (1-5 dakika) kiir olan (set eden)
geleneksel kemik onarim malzemelerinin bu tiir ekzotermik reaksiyon olusturma
potansiyelleri  yiiksektir. Ayrica, kemik onariminda kullanilacak malzemelerin
hazirlanmasinda kullanilan polimetilmetakrilat (PMMA) gibi malzemeler oldukg¢a toksik
olabilmektedir. Yine bir takim kandan mamul diriinler de kan kaynakli patojenlerin

bulasmasi riskini beraberinde getirmektedir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yukarida anlatilan gereksinimlere dayanarak kemik dokularini
birbirine yapistiracak poliiiretan tabanli kemik yapistiricis1 ve hasarli bélgede kemik doku
olusumunu destekleyecek poliliretan ve seramikten olusan kompozit doku iskeleleri
tiretilmistir. Olusturulan bu kemik yapistiricilarinin ve doku iskelelerinin, yapisal ve fiziksel
ozellikleri karakterize edilmis ve in vitro performanslari incelenmistir. Doku iskelelerinin
kesit ve yiizey goriintiilerinin alinmas1 ve seramik fazin dagiliminin gozlenmesi amaciyla
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi, gézenek yapisinin incelenemesi ve porozite
degerlerinin belirlenmesi amaciyla mikro-bilgisayarli tomografi (u-CT) analizi yapilmistir.
Doku iskelekerinin kimyasal analizi i¢in Hidrojen-Niikleer Manyetik Rezonans (*H-NMR)
ve Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)’den yararlanilmis, termal analizi igin
ise Diferensiyel Taramali Kalorimetre (DSC) analizi yapilmistir. Poliiiretan kemik
yapistiricisinin kemige yapisma mukavemetini belirlemek amaciyla sigir kaburga kemikleri
kullanilarak mekanik ¢ekme testi yapilmistir. Ayrica doku iskelelerinin mekanik dayanimini
belirleyerek poliiliretan yapisina eklenebilecek en uygun beta-trikalsiyum fosfat miktarini

belirlemek amaciyla basma testi yapilmistir.

Son olarak, karakterizasyonu tamamlanan doku iskelesi adaylarindan B-TCP igermeyen ve
en yliksek oranda (%40 a/a) B-TCP igeren gruplara MG63 insan osteosarkoma hiicre hatti
ekilerek hiicre kiiltiirii (in vitro) analizleri yapilmig, Alamar Mavisi yontemi ile hiicre
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canlilif1 ve proliferasyonu tayin edilmistir. Ayrica malzemenin toksik olup olmadigim

degerlendirebilmek amaciyla sitotoksisite analizi yapilmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Kemigin Yapisi, Fonksiyonu ve Genel Ozellikleri

Kemik, organizmanin en sert ve temel yapisidir. Omurgali canlilarin iskelet sistemini
olusturur ve rejenerasyon yetenegine sahip canli bir doku olmakla birlikte degisen
fonksiyonel ihtiyaglara ve mekanik streslere adapte olup yapisini degistirebilen dinamik bir
dokudur. Hem doku hem de organ sistemi olarak gdrev yapan kemik, bag dokusunun 6zel
bir seklidir. Kemik dokusu diger bag dokularinda oldugu gibi hiicreler, lifler ve temel
maddeden olusmustur ve yapisinda kalsiyum bulunmasi sebebiyle sertlesmis bir yapiya

sahiptir.

Kemik dokusunun karmasik organizasyonu ve essiz 6zellikleri insan viicudunda ¢ok sayida
benzersiz fonksiyon gergeklestirmesini saglar. Kemigin temel gorevleri; i¢ organlari
korumak, viicuda destek saglamak, kemik iligi araciligiyla kan hiicrelerini iiretmek, kandaki
asit ve baz dengesini ayarlamak, kanda bulunan agir metalleri uzaklagtirmak, kalsiyum ve

fosfor depolamaktir.

Kemik morfolojik olarak; kortikal (kompakt) ve trabekiiler (siingerimsi) kemik olarak

karakterize edilir. Bu iki bolgenin kemik igindeki yerlesimi Sekil 2.1° de gdsterilmistir.

Trabekiiler Kemik

Kortikal Kemik

Sekil 2.1 Trabekiiler ve kortikal kemik [1]



Fonksiyonel olarak, kanselloz kemik, kortikal kemige kiyasla metabolik kabiliyetlerle daha
yakindan iligkiliyken, kortikal kemik genellikle daha fazla mekanik mukavemet saglar.
Kemigin malzeme Ozellikleri ve tasarimi, kemigin sertlik ve mukavemetine katkida
bulunarak kirilmadan fizyolojik yiiklere dayanma kabiliyeti verir. Kemigin sert fakat
kirilgan olmayan bir yapida olmasinin sebebi sert mineral ve esnek kollajen yapinin bir arada

olmasindan kaynaklanmaktadir.

Tipik olarak yetiskin iskeletinde %80 kortikal kemik ve %20 trabekiiler kemik bulunur.
Kortikal kemik esas olarak mekanik ve koruyucu bir fonksiyon tistlenirken, trabekiiler kemik
ise metabolik fonksiyonlardan sorumludur. Trabekiiler ve kortikal kemik iskeletin farkli

yerlerinde degisik oranlarda bulunurlar.

Kortikal veya kompakt kemik, baslica appendikiiler (ekstremiteler, skapula, klavikula,
pelvis) iskelet sisteminde bulunur. Kortikal kemik yaklagik %10-30 arasinda gozeneklilikte
olup, piirlizsiiz, sik1 ve beyaz bir dis tabakaya sahiptir. Kortikal kemigin yapisal birimi, lamel
adi1 verilen yogun kemik katmanlarindan olusan silindir seklindeki osteonlardir. Osteonlar
kemigin uzun ekseni boyunca uzanir ve volkmann kanallar1 ile birbirine baglanirlar.
Osteonlarin merkezinde, sinir ve kan damarlarim1 igeren ‘Havers kanali” bulunur ve bu
kanalin g¢evresi kortikal kemik veya lamella ile sarilmistir. Lamella’lar, lakuna olarak
adlandirilan bosluklar icerisinde bulunan kemik hiicrelerini barindirir. Lakuna ve Havers
kanallar1 arasindaki baglant1 ise ‘kanalikuli’ olarak adlandirilan kiiglik kanallar araciligiyla
saglanir. Kortikal kemikteki hiicre dongiisli yavastir ve osteoblast ve osteoklastlarin aktif

oldugu osteonun u¢ kisminda meydana gelir [2].

Trabekiiler kemik ise, kemigin agirlik¢a %20’sini olusturur. Siingerimsi ve gozenekli yapida
olan trabekiiler kemik; kaburgalarda, omurgada ve uzun kemiklerin uglarinda bulunur.
Trabekiiler kemik trabekiil adi verilen bir seri birbirine bagli kemik plakasindan
olusmaktadir. Her kemik trabekiilleri kollajen fibril icermektedir ve trabekiilde bulunan
kemik lamelleri birbirine paraleldir. Kemik hiicreleri ise bu kemik lamellerinin {izerinde
bulunmaktadir. Trabekiiler kemik yaklasik %50- 90 gozeneklilige sahiptir. Bu gézeneklerin
ici kirmizi kemik iligiyle doludur. Kemik hiicreleri besinlerini kemik iligindeki damarlardan
temin etmektedirler. Ayrica trabekiiler kemigin gozenekli yapisi kemigin metabolik
aktiviteler i¢in yiizey alanini arttirirken mekanik dayanimi da saglamaktadir. Trabekiiler
kemik plakalar halinde birbiri ile baglantili oldugu i¢cin kemige yansiyan cesitli basing
yiiklerine karst kemigin dayanma giiciinii arttirmasi nedeniyle onemlidir. Trabekiiler

kemikte damar, kas ve sinir bulunmaz.



2.1.1 Kemik Hiicreleri
Kemigin inorganik-organik kompozit yapisinda yasayan {i¢ hiicre tipi vardir. Bunlar;

osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlardir.

Osteoblastlar, kemik olusumundan sorumludurlar ve metabolik aktiviteleri yiiksek olan
hiicrelerdir (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3) [3]. Osteoblastlar genel olarak endoplazmik retikulum ile
cevrelenmis c¢ekirdege sahiptirler [4]. Yiiksek oranda alkalen fosfataz aktivitesi gosterirler.
Bu da kemik matriksinde kalsiyum depolanmasini osteoblastlarin diizenlediginin
gostergesidir. Osteoblastlar bdliinme 06zelligi olmayan, osteoprogenitér hiicrelerin
farklilagsmasi sonucu olusan hiicrelerdir. Osteoblastlar kollajen fibrilleri, proteoglikanlari,
glikozaminoglikani, glikoproteinleri salgilarlar ve osteoklast aktivitesini diizenlerler.
Osteoblastlarin aktiviteleri yeni kemik olusumunun durmasiyla yavaslar ve daha sonra da

tamamen durur. Ig seklinde hiicrelere doniiserek osteoit yapisina gecerler [3].

Osteositler, lakiinalar icinde matrikste bulunan olgun hiicrelerdir (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3).
Osteositler, tamamen olgunlagmis kemik hiicreleridir ve gelisimleri tamamlanmis oldugu
i¢in sentez yapamazlar. Osteositler diger kemik hiicrelerine doniisebilme 6zelligine sahiptir.
Ormnegin, kemik yikim sirasinda iginde bulunduklari lakiinlerden ¢ikip dinlenme halindeki

osteoprogenitor hiicrelere, bu osteoprogenitor hiicreler de osteoblastlara dontisebilmektedir.

Osteositler kemik ve kan arasindaki kalsiyum ve fosfat derisimini diizenleme gibi metabolik

olaylarda da gorev alirlar [5].

L

Sekil 2.2 Kemik Hiicreleri (http://www.baileybio.com)



Osteoklastlar, hematopoetik kok hiicrelerden koken alan ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir. Temel
fonksiyonu mineral fazi ¢6zmek ve organik kemik matriksini rezorbe etmektir. Ayrica
yabanci maddelerin yikiminda da gorev alirlar. Cok sayida niikleusa sahiptirler ve
sitoplazmalarinda bol lizozom bulunur. Kemik yikimi i¢in kullanilan kolagenaz ve hidrolitik

enzimleri salgilarlar [6].

Osteoklast Mezensim Yeni olusan Matrks

Osteblast Ostesit Kemik Matrksi (osteoid)

Sekil 2.3 Olgun bir kemikteki ¢esitli kemik hiicreleri (Junqueira, 2005)

2.1.2 Kemik Matriksi

Kemik matriksi organik ve inorganik olmak iizere iki ana fazdan olusmaktadir. Organik faz
genel olarak proteinlerden olusurken, inorganik faz tuzlardan olusur ve organik faz
igerisinde dagilmis bir yapidadir. Insan femur kemigi matriksi, %70 inorganik tuzlar, %20

organik faz ve %10 sudan olugmaktadir.

Kemik organik fazininin temel yapisal birimini biiyiik miktarda Tip | kollajen olusturur. Bu
kollajen molekiillerinin bir araya gelmesiyle kollajen fibriller, kollajen fibrillerin bir araya
gelmesiyle kollajen fiberler ve kollajen fiberlerin bir araya gelmesiyle ise kemik lamellasi
olusur. Kemiklerin yapilarinin ¢ok sert olmasina karsin kolay kirilmamasinin sebebi
yapisinda bulunan kollajen fibrillerdir. Bu yapilar kemik yapisinda bulunan hidroksiapatit
kristallerinin birikimi i¢in bir gergeve goérevi goriirler. Hidroksiapatit kristalleri bu yapilar

tizerinde cubukcuklar ya da kiiciik tabakalar olusturarak birikirler. Kemigin gii¢li, kirilmaya



dayanikli saglam, yerine gore esnek bir doku olmasinin sebebi yapisindaki protein-kristal
birlesimidir [3,7].

Organik fazin geri kalan kismini ise kemik hiicrelerinin fonksiyonlarii yoneterek, kemik
sentezini ve yikimini diizenleyen proteinler olusturur. Bu proteinler; osteonektin (ON),
osteopontin (OPN), osteokalsin (OCN) gibi kemik indiikleyici proteinler, kemik
siaoloprotein (BSP), kemik proteoglikanlari, proteolipidler gibi non-kollajen proteinlerdir.

Kemigin inorganik fazininin biiyiik bir kismini kimyasal formiilii, Ca10(PO4)s(OH)2 olan,
yari kristalin formdaki hidroksiapatit (HA) olusturur. Bu kristallerin kemik matrisi igerisinde
diizenli bir sekilde dagilmasi ile kemigin saglamligi saglanir. Kemigin olgunlagmasi
yapisinda bulunan HA kristallerinin biyiikligii ile ilgilidir. Yapisinda kiigiik HA kristalleri

bulunan bir kemik matriksi yeni olusan bir kemik matriksidir [8,9].

2.2 Kemik Olusumu ve Resorpsiyonu

Insan viicudunda kemik dokusu, endokondral ve intramembrandz (mezenkimal) olmak iizere
iki sekilde olusur. Endokondral kemiklesmede kikirdak doku etkinken, intramembranz
kemiklesmede bag dokusu etkindir. Her iki kemiklesmede de ilk olusan kemik primer kemik
yani olgunlasmamis kemiktir. Primer kemik kalict olmayip yerini olgun lamelli kemik

dokuya birakmaktadir.

Kemik yapimi, yikimi ile senkronize bir sekildedir. Kemik dokusu devamli yenilenen aktif

bir yapidir ve kemik dokusunun yenilenmesi kimyasal ve mekanik kosullar ile iligkilidir.

Endokondral kemiklesme hiyalin kikirdagin yerini kemik dokuya birakmasidir. Ozellikle
uzun kemiklerin sekillenmesi endokonral kemiklesme ile gerceklesir. i1k olarak,
osteoblastlar osteoidleri sentezleyerek hiyalin kikirdak yapisindaki diyafizin gevresinde
kemik halkas1 olusturur. Diyafizin merkezinde bulunan kikirdak kalsifiye olur ve yapisi
bozularak bosluklar olusturur. I¢ bosluklarin periosteol kiitle ile dolmas1 sonucu trabekiiler
kemik olusur. Ossifikasyon devam ederken mediiler bosluk olusur ve epifizde ikincil
ossifikasyon merkezi olusur. Ikincil ossifikasyon bdolgelerinin gelismesiyle epifiz
kemiklesir. Ossifikasyon tamamlandiginda hiyalin kikirdak sadece epifiz plakasinda ve

eklem kikirdaginda kalir.



ikincil Eklem
ossifikasyon kikirdag

merkezi . /g
Trabekiler————= "

Epifiz kemik W OOE
Bozulan kan damari g
kikirdak ) QY
Hiyalin matrisi i .
kikirdak Epifiz
s Trabekiiler _\ _#a kﬁ(lrdak b
\ /4 Birincil / kemik \ 3 / 2 plakasi
\ cEsifikasyon u olusumu \? ' Mediler
merkezi ! hoglk
—— Kemik halkas b ¢
) Periosteal z
| kitlenin | B\ catly
kan damari / \ '

Sekil 2.4 Endokondral kemiklesme (Junqueira, 2005)

Intramembrandz kemik olusumu ise genel olarak kafatasi gibi yass1 kemiklerin veya kisa
kemiklerin yapiminda etkindir (Sekil 2.5). Intramembrandz kemiklesmede gegici kikirdak
yapist olmaz ve mezenkimal hiicre organizasyonu ile kemik gelisimi gerceklesir.
Mezankimal hiicreler osteoblastlara farklilasarak ossifikasyon merkezini olusturur.
Osteoblastlar birkag giin igerisinde minerallesen osteoid sentezlemeye baslar ve matris
icerisine hapsolmus osteoblastlar osteositlere doniisiir. Es zamanli gelisen bircok
kemiklesme merkezinin biraraya gelip kaynasmasi sonucu trabekiiler yapi olusur.
Damarlanmis mezenkim diizenli kemigin dis yiizeyinde yogunlasir ve periosteum halini alir.
Trabekiil, periosteuma yaklasarak kalinlasir ve daha sonra olgun lamellar kemikle yer
degistiren diizenli kemigi olustururur. Trabekiiler kemik, yap1 igerisine dogru yerlesir ve

damarl dokusu kirmizi ilige doniisiir [10].
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Sekil 2.5 Intramembrandz kemiklesme (Junqueira, 2005)

2.3 Kemik Rejenerasyonu

Viicutta herhangi bir nedenle hasar goren dokular belirli bir dl¢lide rejenere olma 6zelligine
sahiptirler. Kemik doku da kendini onarip yikma o6zelliklerine sahip olan bir dokudur.
Kemigin kendini yeniden sekillendirmesi yapisinda bir degisim olmaksizin mineralize
kemigin degisimidir.

Kemikte kirik meydana geldiginde, kirik bolgesinde yeni bir kemik dokusu olusur ve kirik

bolgesi normal islevini geri kazanir.

Kirik, kemik dokudaki kan damarlarina hasar verir, kirik bolgesinde kanama olusur ve kan
pihtilasir. Notrofiller ve makrofajlar ortama gelerek hasarli dokuyu ortadan kaldirirlar. Kirik
bolgesinde damarlarin ve fibroblastlarin arttigi gozlenir. Bu bolge fibroz bir doku yapisi
haline gelir ve kirik bolgesi kikirdak dokuya doniisiir. Olusan bu dokuya kemik kallusu
denir. Bu sirada kirik boélgesinde bulunan periyosteuma ve endosteuma ait osteoblastlar
cogalarak kirik bolgesine gelerek bu bolgede bir hiicre kati olustururlar. Bu bolgede
endokondral kemiklesmeye benzer sekilde primer kemik olusur. Ayrica intramembrandz
kemiklesme de olur. Onarim esnasinda ilk olarak heniiz olgunlagmamais bir doku olan primer
kemik dokusu gelismektedir. Primer kemik dokusu daha sonra giderek ortadan kaybolarak
yerini esas kemik dokuya birakir. Boylece onarilmis kemik kirik bolgesinde tamamen eski

sekline kavusur ve gbrevlerini yerine getirebilecek duruma gelir.

Kemik rejenerasyonundaki en 6nemli iki faktor kirik bolgesinin mekanik dayanikliligi ve
damarlanmasidir. Kemik rejenerasyonu, siddetli kiriklarda tam bir y1l siirebilecegi halde,

kemigi orijinal kirilma oncesi kuvvetine geri dondiirlir. Bununla birlikte, eger viicudun
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kemik hasarina tepkisi yeterince aktif hiicreler saglamiyorsa veya bir kusur viicudun dogal

iyilesme tepkisi i¢in ¢ok biiyiik oldugunda, kirik bolgesinde birlesmeme meydana gelir [11].

Yumusak  Yenilenen kan
Kallus daman

Sekil 2.6 Kemik rejenerasyonu (Junqueira, 2005)

2.4 Doku Miihendisligi

Organ ve dokularin hastalara nakledilmek {izere laboratuvar kosullarinda olusturulmasi
tizerine calisilan bir bilim dali olan doku miihendisligi, canli hiicreler ve biyobozunur,
biyouyumlu polimerik doku desteklerinden ve canli hiicrelerden doku ve organlarin

gelistirilmesini konu alir [12].

Doku miihendisligi spinal fiizyon, eklem replasmani, kiriklarin kaynamamasi ve kemiklerin
patolojik kayb1 gibi sayisiz klinik durumun iyilestirilmesi i¢in uygulanabilen gelismekte olan

bir alandir [13].

Doku miihendisligi, organ naklinde karsilagilan dondr azligi, immiin cevap olusumu gibi
sebeplerden dolay1 yasanan sorunlara bir ¢oziim {iretmek amaciyla ortaya konan

multidisipliner bir alandir.

Doku miihendisligimin tanimi ilk defa 1993 yilinda Langer ve Vacanti tarafindan yayinlanan
bir makale ile yapilmistir. Langer ve Vacanti’ye gore doku mithendisligi; hasarli veya
kaybedilmis dokularin fonksiyonlarni karsilayan, siirdiiriilebilir kilan ve yeniden

modellemeyi hedef alan multidisipliner bir alandir.
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Doku miihendisligi ile ilgili ileri siiriilen 3 temel unsur bulunmaktadir. Bu temel unsurlar;
1- Doku iskelesine ekilecek hiicrelerin ¢aligmanin amacina uygun secilmesi

2- Biiyiime faktorleri, sitokinler gibi biyosinyal molekiillerinin doku uyarici olarak

kullanilmas1
3- Doku iskelelerinin ii¢ boyutulu kiiltiir ortamini saglamasi
Sekil 2.7’ de doku miihendisliginin temel prensibi gosterilmektedir.

Hastadan veya baska bir kaynaktan alinan hiicreler bir doku iskelesi iistiine ekilirler. Bu doku
iskelesine baglanip gog ederler ve ardindan farklilasip ¢ogalabilirler. Doku iskelesi, hiicreler
icin iic boyutlu destek materyali olarak islev gorerek, hiicrelerin kendi mikrogevrelerini
olusturmalarini saglar. Daha sonra bu doku iskeleleri hasarli dokularin yerine viicuda
yerlestirilir ve boylece dogal dokunun rejenere olma siireci baglar. Bu esnada kan damarlari
iskele i¢ine niifus eder ve doku iskelesi bozunurken yerine olusacak yeni dokunun
olugmasina Onciilik eder. Siire¢ tamamlandiginda cerrahi isleme gerek kalmadan viicut

tarafindan absorbe edilirler [14].

lwl

7 E =

!/

Sekil 2.7 Doku miihendisliginin temel prensibi
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Tasarlanan doku iskelesinin biyouyumlu ve biyobozunur olmasi, agik gozenekler i¢eren
gozenekli yapiya sahip olmasi gerekmektedir. En onemli parametrelerden biri olan
damarlanma, bu alanda halen asilmasi gereken 6nemli bir sorun olarak devam etmektedir.

Bu amagla, tasarlanacak olan doku iskelelerine biliylime faktorii ilave edilmektedir.

Teknolojinin gelismesine bagli olarak, doku miihendisligi tirlinleri klinikte genis bir yer
bulacaktir. Doku ve organ yenilenmesi i¢in, hasarli organ veya dokuyla yer degistirebilecek
Ozellikte tasarlanan doku miihendisligi liriinlerinin bir kismi1 arastirma ve bir kismi1 klinik
kullanim olmak {iizere giiniimiizde énemli bir yere sahiptir. Bu alanda yapilan ¢alismalar
biyomalzeme ve kok hiicre teknolojisi alanindaki gelismelerle birlikte 6nemli bir hiz
kazanmustir.

2.5 Kemik Doku Miihendisligi ve Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan
Biyomalzemeler

Viicudun yiik tasiyan bolgeleri olarak kemik doku hasarlar1 veya kayiplar1 yasam kalitesini

onemli Olgiide etkilemektedir.

Kemik onarimi ve yenilenmesi i¢in sundugu Yenilik¢i yaklagimlarla kemik doku
mithendisligi, giderek gelisen bir ¢aligma alanidir. Kemik doku miihendisliginde amag,
kemigin dogal yapisin1 ve yenilenme siirecini basarili bir sekilde taklit ederek ikincil
operasyonlara gerek kalmadan ve immiin cevap gelistirmeden canli ve islevsel yapay kemik

dokusunu gelistirmektir.

Kemik doku miihendisliginde, polimerik doku iskeleleri, canli hiicreler ve indiiktif ajanlar
birlikte kullanilir. Bir onceki boliimde bahsedilen doku miihendisliginin stratejileri
uygulanir. Doku iskelesinin yerlestirilmesini takiben dogal kemik gozenekli iskele icerisine
dogru biiyliylip gelistik¢e ve hiicreler kendi hiicredisit matrislerini olusturdukca biyobozunur

yapidaki iskele bozunurarak dogal kemik ile yer degistirir.

Doku miihendisligi yaklagimiyla yapay kemik dokusu olusturulmasinda hiicre tasiyicisi ve
doku destegi olarak kullanilacak yapilarin hazirlanmasi icin seramikler, polimerler ve
kompozit malzemeler kullanilmaktadir. Bu malzemeler biyouyumlu ve biyobozunur olmali
ve bozunma iirlinleri sitotoksik olmamalidir. Bunlarin yani sira, dokunun iyilesme hizi ile
dogru orantili bozunmalidir. Mekanik dayanikliligi yerlestirilecek olan bolgeye uygun,
kemik iyilesme siirecinde yapisal biitiinliigiinii koruyan, osteokondiiktif 6zellikte ve defekt

bolgesine yapisal ve mekanik olarak tam bir uyum gdsteren malzemeler kullanilmalidir.
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Ayrica kemigin dogal yapisini taklit edebilmeli ve damarlanmaya engel olmayacak olciide

gbzenekli olmalidir [15,16].

Yukarida bahsedilen o6zellikleri karsilayan doku iskelelerinin hazirlanmasinda &zellikle
dogal veya sentetik biyobozunur ve biyouyumlu yapida ¢ok sayida polimer kullanilmaktadir.
Kollajen, aljinat, nisasta, kitosan, jelatin ve polihidroksialkanoatlar gibi dogal polimerler
viicut ile biyouyumlu olmalart sebebiyle ¢ok fazla kullanilmaktadir. Buna karsin doku
iskelesi hazirlanmasinda, hazirlanmasi ve temin edilmesi daha kolay olan ve diisiik maliyet
ile tiretilebilmeleri sebebiyle sentetik polimerler de siklikla tercih edilmektedirler. Bunlara
ornek olarak; poliglikolik asit (PGA), polilaktik asit (PLA), poli(laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) gibi poli(a-hidroksiesterler), poli(etilen glikol) (PEG) veya poliiiretan gibi
polimerler verilebilir. Literatiirde sentetik ve dogal polimerlerden elde edilen matriksler
tizerinde kemik hiicrelerinin ¢ogalma ve farklilagmasi ile ilgili cok sayida ¢alisma vardir

[17, 18,19].

Doku iskelelerin tasariminda Onem tasiyan faktorler arasinda  gozeneklilik,
osteokondiiksiyon ve osteoindiiksiyon ile kemik biiylimesini indiikleme, hedef bolge ile
sekilsel olarak uyumlu olma, biyobozunur olma ve yeterli mekanik dayanima sahip olma
sayilabilir. Ayrica doku iskelelerini sekilsel, yapisal ve mekanik 6zelliklerini kontrol

edebilmek hedef doku ile uyumlu olmas1 bakimindan oldukg¢a 6nemlidir.

Kemik doku miihendisliginde hiicre tasiyicisi olarak en fazla incelenen yapilar arasinda
kopiik yapisinda malzemeler bulunmakla birlikte fiber yapidaki hiicre tasiyicilart son
zamanlarda gittikce artan bir 6nem kazanmistir. Poli(L-laktik asit) (PLLA) gibi sentetik
polimerlerden elde edilen kopiik yapilart osteoblast hiicreleri ile yapay kemik dokusu
iiretiminde basarili sonuglar vermistir [20]. Ote yandan, fiber yapilar iizerinde insan

hiicrelerinin tutunma, biiylime ve farklilagsmalarinin daha diizgiin oldugu goézlenmistir [21].

Kemik doku miihendisliginde, hiicre kaynagi olarak kok hiicreler veya primer hiicrelerin
kullanilmasinin yani sira, osteosarkom hiicreleri veya hiicre hatlar1 da kullanilabilmektedir.
Yiiksek c¢ogalma ve farklilasma kabiliyetleri sebebiyle osteoprogenitdr hiicreler veya
mezenkimal kok hiicreler kullanilmaktadir [22,23]. Bu hiicreler kemik iligi, damar duvari,
periferik ve menstrual kan, fetal ve maternal plasenta, periost ve trabekiiler kemik gibi ¢ok

farkli kaynaktan izole edilerek elde edilirler [24].

Kemik doku miihendisliginde 6nemli bir diger eleman olan biiyiime faktdrleri hiicre iceren

doku iskelelerinin fonksiyonelliginin kontrolii agisindan dnemlidir. In vivo ortamda hiicre

14



davraniglarini regiile eden biiylime faktorlerinin doku iskelelerine eklenmesi sonucu kemik
iyilesmesinin arttig1, kontrollii hiicre ¢cogalmasi gerceklestigi ve damarlanmanin tetiklendigi

gorilmistir [25].

Kemik dogal gelisme ve kirik iyilesmesi siirecinde kemik morfojenik protein (BMP)’ler,
insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve
fibroblast biiylime faktorii (FGF) gibi biliylime farktorleri birlikte etki gostererek siireci
yonetmektedirler. Bunlar i¢inde, BMP molekiillerinin mezenkimal kok hiicrelerin
osteoblastik hiicrelere farklilagsmasini tetikleyerek kemiklesme sagladigi ve bu grup icindeki

en etkili ajanlarin BMP-2 ve BMP-7 oldugu belirtilmistir [26].

Ozetle sdyleyecek olursak kemik doku miihendisliginin amac1 kemik iyilesmesi i¢in bir
cevap olusturabilmektir. Kemigin yeniden sekillenme sonucu cevresindeki dokular ile
yapisal integrasyonu ve olusan kemigin gorevini yerine getirebilmek icin yeterli mekanik
dayanikliliga sahip olmasi ise kemik doku miihendisligi ¢aligmalarinin basariya ulastiginin

gostergesidir.

Kemik cerrahisinde ve ortopedide kemik doku miihendisligi ¢alismalari iriini
biyomalzemeler siklikla kullanilmaktadir. Kemik tedavisine ihtiyag duyan hasta sayisina
bagli olarak kemik tedavilerinde kullanilan biyomalzemelerin gelistirilmesine olan

gereksinim giin gectikge artmaktadir.

Baslica kemik tedavi malzemeleri; otogreft kemik, allogreft kemik ve yapay sentezlenmis
malzemeler olarak gruplandirilabilirler [27]. Otogreft kemikler, kemik tedavileri i¢in ideal
ozelliklere sahiptirler fakat elde edildikleri kaynaklarin sinirli olmasi ve ikincil ameliyatlari
gerektirmeleri sebebiyle cok fazla kullanilamamaktadirlar. Bu sebeple kolay tasarlanmalari
ve fazla bulunmalar1 sebebiyle sentetik kemik tedavi malzemeleri siklikla tercih

edilmektedirler.

Kemik tedavi malzemeleri i¢in bir diger gruplandirma bu malzemelerin bozunma
performanslarina gore yapilabilir. Buna gore kemik tedavi malzemeleri, biyoinert ve
biyobozunur malzemeler olarak iki gruba ayrilir. Biyoinert implantlar kemik fiksasyonu i¢in
basarili sonuglar vermesine ragmen bazi problemleri de beraberinde getirir. Bunlardan
bazilari, insan viicudunda fonksiyonel bir bozukluga sebep olmazsa sonsuza kadar viicutta

kalmalar1 veya ikinci ameliyati gerektirmeleridir.
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Ikincil ameliyatlarin hem maliyetli olmalar1 hem de hastalarm aci yiiklerini arttirmalar
sebebiyle giiniimiizde kendine 06zgii bozunma karakteristikleri olan biyobozunur

malzemelere ilgi artmistir [28].

Kemik kirik tedavilerinde kullanilan biyomalzemeler i¢in bir diger smiflandirma ise
kiriklarin tespiti ve fiksasyonu i¢in kullanilan malzemelere gore yapilabilir. Buna gore bu
biyomalzemeler implantlar, kemik ¢imentolart ve kemik yapistiricilart olarak
gruplandirilabilir. Bu béliimiin devaminda bu tez ¢alismasi kapsamina bagl olarak kemik

yapistiricilar: ve kemik ¢imentolari ile ilgili genel bilgiler verilmistir.

2.5.1 Kemik Yapistiricilari

Gilinlimiizde saglik alaninda kemik kiriklarmin stabilize edilmesi i¢in al¢1 kullanilmast,
harici stabilizasyon, plakalar ve vidalarin kullanilmasi gibi yontemler vardir. Ancak bu
yontemler tiim kemik kirik tipleri i¢in uygun degildir. Kiriklarin diizensiz bir ylizeyde, ince
kemikte, parcalanmis kemikte veya hassas dokulara yakin oldugu durumlarda kemik

yapistiricilar alternatif bir ¢6ziim olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Kemik kiriklarinin iyilesmesi yasa, kirilan kemigin tiiriine ve kirigin derecesine gore
yaklagik 12 hafta siirer. Kemik onarimi sirasinda iyilesme siirecini kolaylastirmak, kemigin
diizgiin sekilde iyilesmesini saglamak, sekil bozukluklarini ve gereksiz yere agriyr 6nlemek
icin genellikle kemik kiriklarint mekanik olarak desteklemek gerekmektedir. Bugiin tipta,
kemik stabilizasyonu i¢in birkag¢ farkli yontem vardir. Orijinal konumlarina yerlestirilmesi
kolay ve komplike olmayan kiriklar icin al¢1 kullanilirken, daha karmasik kiriklar i¢in
vidalar ve metal plakalar ile stabilizasyon saglanir. Bu implantlar genelde 1yi sonuglar
vermesine ragmen ince kemik, diizensiz ylizeyler, parcalanmis kemik veya hassas doku
yakinindaki kiriklar i¢in uygun degildir. Implantin yerlestirilmesi i¢in yapilacak olan ince
kemikte delme islemi, yeni kiriklara ve hassas dokulara neden olabilir ve dokuya zarar
vermek i¢in biiylik bir risk s6z konusudur. Diizensiz yiizeyli kiriklarda ise kemige iy1 uyan
bir plak bulmak zor olabilir. Bunlara ek olarak, her kiriga her zaman agik cerrahi ile ulasmak
miimkiin degildir ve bu nedenle implant stabilizasyonu bazen zor olabilir. Bu baglamda,

kemik yapistiricilart kemik kusurlarinin tedavisinde cazip alternatiflerdir.

Kemik yapistiricilari, uygulanabilir olmasi igin birgok ozellik gerektirir. Oncelikle nemli
veya 1slak cerrahi kosullar altinda bile kemige verimli bir sekilde baglanmalidir. Ikincisi, bir
yapiskan olarak gii¢lii bir mekanik yapiya sahip olmali diger bir deyisle yapistirma

mukavemeti yiiksek olmahidir. Yapistiricinin mekanik 6zelliklerinin  gii¢lii  olmasi
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yapistirilacak malzeme ile yapistirict arasinda bulunan adezyon ve kohezyon kuvvetlerine
bagldir. lyi bir yapistirict bu adezyon ve kohezyon kuvvetleri ve birlestirilecek malzemenin

i¢ bilesimi kadar gili¢liidiir.

Ucgiincii olarak, sert bir canli ortamda birka¢ ay sonra bile yiiksek mekanik &zellikler
sergilemelidir. Bir diger 6nemli parametre ise bu yapistiricilarin viicutla biyouyumlu olmasi
gerektigidir. Dolayist ile kemik yapistiricist olarak kullanilacak malzemenin tiim bu
Ozellikleri bir arada bulundurmasi gerekmektedir. Bu nedenle, tiim bu 6zellikleri birarada
bulunduran ve kemik kiriklariin tedavisinde kullanilan bir kemik yapistiricisi

bulunmamaktadir [29].

Travma ve ortopedik cerrahide klinik uygulamaya yonelik tibbi bir kemik yapistiricisinin

sahip olmas1 gereken ozellikler Cizelge 2.1° de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1 Tibbi Kemik Yapistiricist i¢in Gereklilikler

Biyouyumluluk | eOnceden saptanmus bir siirede biyolojik olarak pargalanabilir ve

biyolojik olarak emilebilir olmali
¢ Toksik, kanserojen ve teratojenik olmamali
¢ Doku tahrisi veya doku nekrozuna sebep olmamali

e Polimerizasyon sirasinda minimum 1s1 geligimine sahip olmali

Yapisma/bilesik | o Kirik bolgesinde yiiksek baglanma mukavemetine sahip olmali

d . . .
ayatimi e Cekme mukavemetine, kayma kuvvetine ve sikisma mukavemetine
dayaniklilik saglamak icin yeterli elastikiyete sahip olmali
e Nemli yiizeylere yapisabilir olmal
Uygulama eKolay hazirlanabilmeli, tek viskoziteli macun veya siispansiyon

olarak uygulanabilir yapida olmali

Diger Ozellikler | e Hizli kiir olmali (1-10 dk ayarlanabilir siire)
¢ Saklama siiresi boyunca kararli yapida olmal
o Sterile edilebilir olmali

e Ekonomik olarak uygun olmali
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Biyolojik materyalleri kullanarak kemikleri yapistirma fikri, bir yiizyildan fazla bir siire 6nce
Gluck tarafindan Berlin'de onerilmistir. Gluck yumusak dokuyu tavuk kan tiirevleriyle,
kemik dokusunu 'litokolle' ile baglamistir ve kolofan, pomza ve al¢idan olusan kemik

tutkalinin kullanim1 hakkinda bilgi vermistir.

[k kemik yapistiricis ise 1931'de Hedri tarafindan tanimlanmustir. Kolajen ve fibrdz protein
iceren karigimini “ossocol” olarak isimlendirmistir. Baglangigtaki iyi baglanma kuvveti ve
kirik iyilesmesi gozlenmistir, ancak ciddi alerjik reaksiyonlara sebep olmasi nedeniyle

kullanimi engellenmistir [31, 32].

Bugiine kadar bu alandaki arastirmalarin uzun zamandir devam eden ge¢misi, kemik
yapistirma alaninda klinik olarak gegerli bir alternatif bulamamistir. Canli organizmanin
kosullarina uymamast sebebiyle bu yapistiricilarin uygulamalar1 siirekli basarisizliga
ugramistir.

Cizelge 2.2 Kemik yapistiricilarinin sentetik, biyolojik, gilincel gelismelerdeki
siniflandirilmasi

Sentetik Kemik Yapistiricilart e Politliretan Kopiikler
o Polimetilmetaakrilatlar (PMMA)
e Siyanoakrilatlar

e Laktit-metakrilat tabanl sistemler

Biyolojik Kemik Yapistiricilar: e Fibrin Yapistiricilar
(jelatin-rezorsin-aldehitler)
(protein-aldehit sistemler)

e Midye yapiskan proteinler ve mimetik
polimerler

e " Sandcastle tutkalr "

Giintimiizdeki Gelismeler e Peptit Bazli Yapistiricilar
e Oligo- ve Polilakton Bazli Yapistiricilar

o Alkilen bis (oligolaktoil) - Metakrilatlar
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Cizelge 2.2° de kemik yapistiricilarinin sentetik, biyolojik ve giincel gelismeleri olmak tizere

simiflandirmalar1 verilmistir [30].

Cizelge 2.2 incelendiginde kemik yapistiricilarini sentetik kemik yapistiricilart ve biyolojik

olarak esinlenen kemik yapistiricilart olarak iki gruba ayirabiliriz.

Kemik i¢in kullanilan sentetik yapiskanlar arasinda; polimetilmetakrilatlar, siyanoakrilatlar,
poliiiretanlar, epoksi re¢ineler bulunmaktadir. Genel olarak bu yapistiricilar, 6zellikle kemik
yapistiricisi olarak tasarlanmaktan ziyade diger alanlardan veya uygulamalardan alinmistir.
Biyolojik yapiskanlara kiyasla daha yiliksek yapisma mukavemetine sahip olma egiliminde
olmalarina ragmen c¢ogu kez goreceli olarak kotii biyouyumluluk gosterirler ve ¢ogu

biyolojik olarak bozunabilir degildir.

2.5.1.1 Poliiiretanlar

Poliiiretanlar, bir kemik yapistiricisi gelistirmek icin ilk girisimlerden birini temsil eder.
"Ostamer", 1950'lerde gelistirilen, yerinde sertlesen, biyolojik olarak pargalanabilen bir
poliiiretan kopiiktiir ve klinik olarak deneylerde kullanilmigtir. Maalesef, bu ilk deneylerden
c¢ikan sonuglar olumlu degildir ve polimer kirilmasi, kemige baglanmasinin zayif olmasi,
yiiksek enfeksiyon oranlar1 ve yabanci cisim reaksiyonlar1 gibi baglica komplikasyonlar
gelistigi gozlenmistir. Bu nedenle, poliiiretanlarin gelistirilmesi, uzun yillar aktif olarak
ilerlememistir [27]. 1990'h yillarda, biyoadhezif poliiiretan sistemlerinde, nispeten diisiik
yiik tastyict durumda da olsa, basarili bir in vivo deneme dahil olmak tizere daha fazla
calisma rapor edilmistir [28,29]. Kisa siire dnce Kryptonite ™ ticari isimli tiriin FDA onay1
almistir. Bu lirlin, intraoperatif olarak karistirilabilen hint yagina dayanan poliolleri, reaktif
bir izosiyanati ve kalsiyum karbonat dolgusunu igermektedir. Ilk baslarda bir kemik dolgu
maddesi olarak gelistirilmistir ancak kemik yapistirict olarak kullanimi1 6nerilmistir ve klinik

olarak sternal kapatmada kullanilmaktadir [30].

Calismalarda hekzametilen diizosiyanat (HDI) tiirevi pargalanmis poliliretan
elastomerlerden sentezlenen iskelelerin, bir ovin (kiigiikbas) iliak krest defekt modelinde
kemik 1iyilesmesini destekledigi bildirilmistir. HDI-tiirevli par¢alanmis poliiiretan
elastomerlerden % 90'a kadar gozeneklilige sahip gozenekli iskeleler imal edilmistir.
Iskelenin in vitro kalsifikasyonu, makrodioliin artan hidrofilisitesi ile artmistir. 6 ay boyunca
ovine iliak krest defektlerine implante edildiginde, iskeleler saglikli siingerimsi kemige

benzer bir kalsiyum-fosfor oranina sahip olup yeni kemik olusumunu desteklemistir [31,32].
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Poliiiretanlar ayrica biyolojik ortamda bozunabilen kimyasal baglantilara sahip olacak
sekilde de tasarlanabilir. Farkli mekanik dayanimlara sahip olacak sekilde tasarlanabilmeleri
ve biyouyumlu yapilar1 sebebiyle doku iskelesi tasarimi gibi medikal uygulamalar i¢in ilgi
odagi olmustur [33]. Fakat bununla birlikte 6zellikle diizosiyanat bileseninden tiiretilen
politiretanlarin bozunma iiriinlerinin toksik olabilmesi politliretanlarla ilgili 6nemli bir
sorundur. Literatiirde yer alan ¢alismalarda toliien diizosiyanat (TDI) tabanli poliliretanlarin
bozunma iirlinlerinin toksik oldugu, heksametilen diizosiyanat (HDI) gibi alifatik

izosiyanatlarin bozunma {tirtinlerinin ise toksik olmadig1 gézlenmistir [34,35].

2.5.1.2 Poli (metilmetakrilat) ve ilgili sistemler
Polimetilmetakrilatlar, total kalca ve diz protezleri gibi eklem replasmanlarini diizeltmek

i¢in uzun zamandan beri kullanilmaktadir.

Yap1 bakimindan hamur kivaminda bir maddedir. Bilesenler karistirildiktan sonra hamur
kivaminda bir yap1 olusturur ve daha sonra monomerin polimerizasyonu ile sertlesir. PMMA
kemik ve implant arasinda bir arayiiz olusturan bir har¢ gorevi goriir ve trabekiiler kemige
iyi bir sekilde baglanir. PMMA ayrica internal fiksasyonun birincil araci olarak da
degerlendirilmistir. PMMA' nin kemige yapisma kalitesi siv1 akrilik recine, fosforik asitle
asindirma veya tributil boranin kullanimi ile gelistirilmistir [35]. PMMA’ nin yapistirici
olarak kullanimu ile ilgili ¢ogu ¢alisma, iyi fiksasyon giicli ve kiriklarin yeterli derecede
tyilestigini gostermistir. Mandibuler kiriklarda, omurga kiriklarinda ve izole uzun kemik
kiriklarinda 1yi sonuglar bildirilirken, ge¢ yer degistirme ve kaynama olmamasi, bunlarin bir

kemik yapistiricisi olarak kullanilmasini engellemistir [30].

2.5.1.3 Siyanoakrilatlar

Kemik ve diger doku yapistiricist uygulamalar i¢in en yaygin sekilde ¢alisilan yapiskan
grubu siyanoakrilatlardir. Degisik depolama kosullart ve zamanlarinda ¢esitli
siyanoakrilatlarin kemige yapistig1 bildirilmistir. Kortikal kemige ilk yapigsma genellikle cok
Iyi ve 3-10 MPa araliginda olmustur. Bununla birlikte, bu yapismanin suda depolamada
zamanla azaldig1 gézlenmistir ve bu durum ozellikle n-biitil, izo-biitil ve izo-amilin tercih

edildigi etil gibi kisa yan zincir siyanoakrilatlar i¢in gecerlidir [39].

Bununla birlikte, siyanoakrilatlarin yara kapanmasinda yaygin olarak kullanildig1 ve birkag
ticari liriinii bulundugu halde ortopedik alanda higbir iiriinii bulunmamaktadir. Bu durumun,
sitotoksisite ve bu yapiskan sinifina kars1 diger olumsuz biyolojik reaksiyonlarin yani sira

zamanla adezyon kayb1 olmasina da bagli olabilecegi diisiiniilmektedir [40].
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2.5.1.4 Laktit-metakrilat tabanh sistemler

Yukarida bahsedilen polimetilmetakrilat sistemlerinin en biiylik dezavantajlarindan biri,
biyobozunur olmamalaridir. Ote yandan, polilaktid polimerler ve kopolimerler biyolojik
olarak bozunabilir ortopedik fiksasyon malzemelerini yapmak i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir [36]. Bu nedenle bir takim arastirmaci, metakrilat grubunun reaktivitesi ve
in situ polimerize olma kabiliyeti ile polilaktitin biyouyumluluk ve biyolojik olarak
bozunabilirligini birlestirmeye calismistir veya metakrilat tabanli bu sistemler polietilen
glikol (PEG) veya polipropilen glikol (PPG) (ikisi de biyolojik olarak uyumludur ancak
biyolojik olarak pargalanmaz) ve trikalsiyum fosfat (TCP) gibi biyoseramik dolgular dahil
etmislerdir [42-45].

Heiss ve arkadaslari tarafindan gelistirilen bir sistemde polilaktit-metakrilat, 6 laktil birime
kadar oligo- laktitler, metakriloil klorit ile reaksiyona sokularak sentezlenmis ve islevsel hale
getirilmistir. Daha sonra bu makromer, sirastyla bir radikal baslatici ve yiikseltici ile
kaplanmis olan B-TCP seramik parcaciklariyla karistirilarak birlestirilmis ve ii¢ bilesenli bir
sistem olusturulmustur. Ek olarak, viskozitesini degistirmek i¢in s1v1 bilesene 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) eklenmistir. Yapiskan sistemin, iyi sertlestirme zamani o6zellikleri,
mekanik o6zellikler (sigir kemigine yapisma dahil), bozunma hizi ve disiik in vitro
sitotoksisiteye sahip oldugu bulunmustur. Bir in vivo tavsan modelinde yapilan ileri testlerde
de bu yapistiricinin iyi biyouyumluluk ve diisiik sistemik toksisiteye sahip oldugu
gosterilmistir [46, 47].

Yukarida bahsedilen sentetik kemik yapistiricilarinin yani sira biyolojik tiirevli birtakim
yapistiricilar da uzun yillardir cerrahlar tarafindan kullanilmaktadir. Bu malzemeler nispeten
diisiik mekanik 6zelliklere sahiptir ve bu nedenle genellikle yumusak doku yapigmasi ve

sizdirmazligi i¢in daha ¢ok kullanilir.

Belki de bir kemik yapistiricisi segmek veya tasarlamak i¢in géz oniine alinmasi gereken ilk
zorluk, 1slak bir ortamda nasil giiclii bir bag elde edilecegidir ve bu birgok sentetik yapiskan
sistemde kesinlikle 6nemli bir sorundur. Bununla birlikte, bir¢ok arastirmaci bu sorunun
biyolojide defalarca ¢oziildiiglinii fark etmistir. Buna bariz bir 6rnek deniz organizmalarinin
sert substratlara yapigsmasidir. Biyolojik olarak tiiremis veya ilham veren yapiskanlarin
ilavesi, bir¢ok sentetikten daha iyi biyouyumluluk gosterir ve biyolojik olarak parcalanabilir

olma egilimindedir.
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2.5.1.5 Fibrin ve protein-aldehit sistemleri

Fibrin yapistiricilart muhtemelen en ¢ok kullanilan yumusak doku yapistiricisidir ve
hemostaz i¢in de kullanilirlar. Kanin pihtilagsmasindan sorumlu olan fibrinojenin pihtilagsma
hareketini kullanirlar. Her ne kadar iyi biyouyumluluk ve biyolojik bozunabilirlige sahip
olsalar da, muhtemelen fibrinin yapisma mukavemetinin diisiik olmasi nedeniyle kemik i¢in
yapisma mukavemetleri, yukarida incelenen sentetik yapistiricilara kiyasla diistiktiir.
Ornegin, sig1ir siingerimsi kemigine yapisma mukavemeti 0,005-0,017 MPa [2] ve domuz

kortikal kemigine yapigsma mukavemeti ise 0,011 MPa olarak bildirilmistir [48].

Jelatin, bag dokularinda bulunan ana yapisal protein olan kollajenden tiiretilir. Fibrin gibi
esas olarak yumusak doku yapismasi ve sizdirmazlig: i¢in kullanilan bir yapiskan sistem
iiretmek icin formaldehit ve resorsinol kullanilarak capraz baglanabilir. Kemik yapistiricist
olarak klinik uygulamalarda hi¢ kullanilmamistir fakat potansiyel kullanimi tartigilmistir.
Kemik yapigmasi in vitro olarak yaklasik 0,2 MPa civarinda Olgiilmiis ve bu miktar
fibrinojenden daha gii¢liiyken siyanoakrilatlarin ve ¢ogu sentetik yapistiricinin altinda
kalmistir. Benzer sekilde, aldehitlerle capraz baglanmis diger dogal proteinlere dayanan
ticari lirtinler de vardir. Bunlardan birisi, gluteraldehit ile capraz baglanmis biiyiikbas hayvan
serum albuminidir ancak diisiik bag kuvvetleri nedeniyle kemik yapigsma uygulamalart i¢in

kullanilmamastir [46,48].

2.5.1.6 Midye yapiskan proteinler ve mimetik polimerler

Midyeler yaslandiklar1 alt tabaka {izerine, nemli kosullarda ve ortam sicakliginda ¢esitli
ylizeylere giiclii baglar olusturan midye yapiskan proteinleri (MAP) salgilanmasi yoluyla
kendilerini giiclii bir sekilde baglayabilirler ve bu da onlar1 doku yapistiricilar: olarak ¢ekici
hale getirir. Bu amagla, MAP'ler kapsamli bir sekilde incelenmistir ancak yapisma
mekanizmalarinin ayrintilart tam olarak anlagilamamustir. Bununla birlikte, MAP' lerin
yiiksek seviyelerde 3,4-dihidroksifenilalanin (DOPA) igerdigi bilinmektedir ve ancak
midyeden bu dogal proteinin ¢ikarilmast ve kullanilmasi konusundaki zorluklara baglh
olarak, Messersmith ve digerleri gibi arastirmacilar, [54-59] bunun yerine bu yapinin hem
yapiskan hem de c¢apraz baglanma Ozelliklerini taklit edebilecek sistemlere
odaklanmislardir. Bu amagla, DOPA'nin PEG, Pluronic (polietilen oksit-polipropilen oksit-
polietilen oksit blok kopolimer) ve polimetil metakrilat, polimetakrilik asit, poli(metil
metakrilat) kopolimerleri gibi sentetik polimerlere ve hidrojellere dahil edildigi taklit
polimerler gelistirmislerdir. Bu yaklasim, doku yapistiricilari gibi cazip 6zelliklere sahip bir

dizi yapiskan hidrojel malzemesinin iiretilmesinde basarili olmustur. Bununla birlikte, bu
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polimerlerin hidrojel yapisinin, yumusak doku yapistiricilart olarak kemik yapistiricilardan

daha uygun oldugu belirtilmistir [49].

2.5.1.7 ' Sandcastle tutkah "
Arastirmacilar1 biyolojik yapiskanlara yonlendiren bir bagka deniz canlisi, protein igeren bir
yapistirict kullanarak kum taneleri ve deniz kabuklarimi birbirine yapistirarak koruyucu

"kabuk" olusturan bir solucan tiirii olan Phragmatopoma californica'dir.

“‘sandcastle tutkali’’ olarak isimlendirilen bu yapiskan soguk deniz suyunda 30 saniyeden
daha az bir siirede donar ve birkag saat boyunca saglam bir materyal haline gelir [50].
Yapistiricinin proteinleri ters faz yiikli polielektrolitler olup, pH, salgt bezlerinden deniz
suyuna doniistiigiinde yogunlasir ve bdylece bir "kompleks koaservat" olarak davranir. Bu
durum, aragtirmacilarin kemigi in vitro olarak yaklasitk 0,1 MPa bag kuvvetleriyle
baglayabilecegi gosterilen bir mimetik kopolimer sistemi gelistirmelerine yol agmigtir. Bu
umut verici erken sonuglara ragmen bu sistem klinige ulagsmak i¢in daha ¢ok ¢alismaya

ithtiya¢ duymaktadir.

Yukarida bahsi gecen epoksi recineler, akrilikler gibi sentetik yapistiricilar ile hizli ve giiglii
bir kemik yapismasina izin verecek bir yapistirici tasarlamak i¢in yapilan arastirmalar,
yetersiz baglanma gilicii ve yetersiz biyouyumluluk nedeniyle yararli bulunmamistir.

Deneyler, 6nemli oranda farklilik gosterecek sekilde diisiik mukavemetli degerler vermistir.

Bunlarin diginda biyolojik olarak gelistirilen doku yapistiricilari, yeni kemik olusumunu
inhibe ettigl, yabanci cisim reaksiyonuna neden oldugu ve kirik iyilesmesini

engelleyebilecegi i¢in kiriklarda dikkatle kullanilmalidir.

Son yillarda doku ve kemik yapistiricilar iizerine yapilan ¢ok sayida ¢aligmaya ragmen
basarili bir kemik yapistirict maddesinin gelistirilmesinin ¢ok erken asamalarinda olundugu

aciktir.

2.5.2 Kemik Greftleri

Kemik greftleri veya kemik yerini tutabilecek maddeler kaza, travma, kemik enfeksiyonlari,
konjenital bozukluk, kas-iskelet sistemi cerrahisi, revizyon artroplasti veya spinal cerrahi
gibi rekonstriiktif islemler sirasinda olusan kemik defektlerini tedavi etmek amaciyla yaygin

bir sekilde kullanilmaktadirlar.

Yukarida kemik doku miihendisligi bolimiinde de anlatildigi {izere kemik doku
miihendisliginde amag¢ kemik iyilesmesi icin bir cevap olusturarak kemigin rejenere
olmasini, ¢evresindeki dokularla yapisal bir biitlinliik olusturmasini ve kullanilan bolgeye

23



uygun mekanik dayanima sahip olmasini saglayabilmektir. Ayrica, gelistirilen tiriin toksik
olmamali, trabekiiler kemigin mekanik 6zelliklerine uygun mekanik 6zellige sahip olmali ve

kolay elde edilebilir olmalidir.

Bunlarin disinda kemik doku miihendisliginde kullanilacak olan greft malzemeleri
osteoindiiktif veya osteokondiiktif, osteogenezis ve osteointegrasyon, 6zelliklerden bir veya

birden fazlasina sahip olmalidir. Bu kavramlara kisaca deginecek olursak:

e Osteointegrasyon: Uygulama yapilan kemik ile greft arasindaki yapisal ve
fonksiyonel baglantidir.

o Osteokondiiksiyon.: Greftin gerceve gorevi gorerek yiizeyinde yeni kemik olusumunu

destekleme yetenegidir.

e Osteoindiiksiyon: Pliripotent kok hiicrelerin osteoblastik fenotipe doniismelerini

uyarabilme yetenegidir.

e Osteogenezis: Greft malzemesi icinde bulunan osteoblastik hiicrelerin greftin
yerlestirilmesi sonrasinda hayatta kalarak yerlestirilen bolgede yeni kemik

olusturabilme yetenegidir.

Yeni kemik dokusu olusabilmesi i¢in  "osteojenik progenitor hiicreler" ortamda

bulunmalidir.

Gilinlimiizde kullanilan iki temel kemik grefti; otogreftler ve allogreftlerdir. Bunlarin disinda
kemik doku miihendisliginde kullanilan malzemeler arasinda kemik yerine gecebilecek
maddeler arasinda dogal veya sentetik seramikler, BMP, otolog kemik iligi, demineralize
kemik matriksi veya kompozit greftler bulunmaktadir [53,54]. Bu yapilar sahip oldugu

avantajlar ve dezavantajlar bakimindan asagida kisaca incelenmistir.

2.5.2.1 Otogreftler

Otogreftler, osteoindiiktif, osteokondiiktif ve osteojenik dzellikleri ile “altin standart” olarak
kabul edilen en glivenilir greft malzemesidir. Otolog kemik greftleri; kansel6z otogreftler ve
kortikal otogreftler olarak ikiye ayrilabilir. Bu yapilarin osteojenik, osteokondiiktif ve

osteoinduktif olma dereceleri farklidir.

Kansel6z otogreftler, kemik kayiplariin doldurulmasi, spinal fiizyon ve kirik tedavisi igin
kemik iyilesmesini saglayan en etkili greft malzemesidir. Bu yapinin icerisinde kemik iligi
hiicreleri, osteoindiiktif ve osteokondiiktif matriks proteinleri ve osteojenik kemik nakledilir.

1960'lh yillarda yapilan c¢alismalarda otogreft uygulandiktan sonra gelisen yeni kemik
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dokusunda primitif osteojenik hiicrelerin canliliklarin1 koruyarak zamanla osteoblastlara

dontistiigiini gosterilmistir [55].

Kansel6z otogreftler en ¢ok iliak kanattan alinmaktadir. Bunun disinda, radius distal

ucundan, tibia distalinden veya Gerdy tiiberkiiliinden de alinabilmektedir [56].

Kortikal otogreftler, kanseloz kemik greftlerine gore daha az biyouyumludur. Kortikal
kemigin daha az gézenekli olmasi nedeniyle greftin i¢ine dogru damarlanma olmasi daha
zordur. Kortikal kemik, trabekiiler kemikten daha az miktarda osteoblastik progenitor hiicre
icermektedir. Kortikal kemikte bulunan hiicreler, besin aktarimi ve oksijen difiizyonunun az
olmasi sebebiyle nakil islemlerine direnci diisiiktiir. Ancak kanseloz otogreftlere gore

mekanik olarak daha dayaniklidirlar [57].

2.5.2.2 Allogreftler
Allogreftler, gézenekli yapilarinda endotelyal ve progenitor hiicrelerin tutundugu pek ¢ok
alana sahiptirler. Allogreftler, kemik matriks icerisinde biiyiime faktorleri ve osteoindiiktif

ozelliklere sahip az sayida kemik morfojenik proteini icerirler.

Allogreftlerin islenmesindeki smirlamalar sebebiyle hastalik gecisine ve immiinolojik
reaksiyonlara sebep olabilirler. Hastalik gecisini azaltmak igin yapilan islemler ise
allogreftlerin canliliginin kaybolmasi, osteoindiiktivite, osteokonduktivite yeteneginin
azalmasi, mekanik ozelliklerin azalmas1 ve yeni kemik olugmasinin engellenmesine yol agar.
Ayrica islenmis allogreftler otorgreftlere gore insan dokusuna daha uzak olduklar i¢in alic
tarafindan kabul edilmeleri kolay olmaz ve birlesme ihtimali otogrefte gore diisiiktiir. Bunun
disinda otogreftlere gore yavas rezorbe olurlar ve otogreftlerdeki gibi tam olarak kemigin
yerine kullanilmazlar. Ayrica allogreftlerin 6zelligi dondr kemigin ozelligine, yas ve

cinsiyetine veya dondriin alindig1 bolgeye gore de degisir.

Bunlarin disinda allogreftlerin standart otogreftlere gore otogreftin alimi esnasinda yasanan
morbiditenin 6nlenmis olmasi, biiyiik kemik kayiplari i¢in yeterli greftin saglanabilmesi ve
jel, macun veya fiber gibi pek ¢ok farkli sekilde islenebilmeleri agisindan otogreftlere gore

avantajlara sahiptir.

2.5.2.3 Demineralize Kemik Matriksi

Demineralize kemik matriksi (DKM), farkli derecelerde osteoindiiktif ve osteokondiiktif bir
malzeme olarak kemik bosluklarini veya kayiplarini1 doldurmak amaciyla kullanilmaktadir.
Bu yapilarin biyolojik aktivitesi ekstraselliiler matrikste bulunan biiylime faktorleri ve

proteinlerle olur. Hizli sekilde damarlanma 6zelligine sahiptirler ve otolog kemik ilikleri i¢in
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iyi bir tagiyicidirlar. Demineralize kemik matrikslerinin osteoindiiktiflik derecesi dondre,
kemigin islenmesine, saklanma sekline veya sterilizasyon yOntemine gore
degisebilmektedir. DKM’ler; graniil, macun veya jel yapida, ezilmis olarak ve dondurulup-
kurutulmus olarak kullanilabilmektedirler. Bu yapilar hyaluronik asit (HA), jelatin veya

gliserol ile karistirilarak elde edilmektedir.

Demineralize kemik matriksleri otogreftlere benzer iyilesme gosterebilmektedirler. Yasanan
kemik kaybinin biiyiik oldugu durumlarda otogreftlerin miktarini arttirmak i¢in kanselloz
greft ile birlikte karistirilarak kullanilabilirler. Bunun yani sira otogreftin kullanilmadigi

durumlar i¢in alternatiftirler [56].

2.5.2.4 Kemik Morfojenik Proteinleri (BMP)

Kemik morfojenik proteinleri, kollajen olmayan ve diisiik molekiil agirligina sahip
glikoproteinlerdir. Cok sayida biiylime ve farklilasma faktorii igeren bir grup olan TGF-
(transforme edici biliylime faktorii-B) grubuna ait dimerik molekiillerden olusurlar. Bu
grubun BMP-2'den BMP-8'e kadar yedi tiyesi vardir. Bunlarin diginda osteojenik proteinler
veya kikirdak kaynakli morfojenik proteinler de igerirler.

BMP’ler kemik proteinlerinin agirlikca kiigiik bir kismini olustururlar. Demineralize kemik
matriksleri BMP’lerin karisimi ile olusurlar ve immiinojeniktirler. Fakat saf kemik

morfojenik proteinleri immiinojenik degildir.

BMP’ler klinik kullanimda saflastirilmis kemik ekstrelerinden elde edilirler. rh-OP-1, rh-
BMP-2 ve rh-BMP-7 calismakta olan kemik morfojenik proteinlerdir.

Ilerleyen zamanlarda BMP'ler omurga fiizyonu veya revizyon artroplastisinde veya enjekte

edilebilir yapilarla minimal invaziv cerrahide yaygin kullanim alani bulacaktir.

2.5.2.5 Sentetik Greftler
Kemik doku miihendisliginde sentetik greft malzemesi olarak kalsiyum fosfat seramikleri

(TCP), HA ve kalsiyum siilfatlar yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Trikalsiyum fosfat yapilari, o ve B olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. a-trikalsiyum fosfat bir
y1l1 bulan siirelerde viicut tarfindan abzorbe edilmekte ve bazi durumlarda viicut igerisinde
hidroksiapatite doniisebilmektedir. B-trikalsiyum fosfat (Cas[POa4]2) ise birkag ay igerisinde
absorbe edilmekte ve diger malzemelere gore yiiksek biyouyumluluk géstermektedir. Doku
mihendisliginin en biiyiik problemi olan damarlanma B-trikalsiyum fosfatin mikro
gozenekli yapisi sayesinde bolgeye implante edilip kan akisin1 hemen saglayabilmesiyle
iyilestirilebilmektedir. Ayrica trikalsiyum fosfat seramikleri hidroksiapatitlere oranla daha
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hizli rezorbe olma yetenegine sahiptirler. Bu yapilar gézenek miktarini arttirmak ve
gozenekler arasinda baglant1 kurarak kemik hiicrelerinin igerisinde ilerlemelerini saglamak
amaciyla graniil formunda kullanilirlar. Bu yapilarin kemik onarim malzemeleri igerisinde
bulunmasi kemik yapisinda bulunan osteoklast hiicrelerini uyarir. Osteoklast aktivitesinin

artmasina bagli olarak osteoblastik aktivite de artar ve yeni kemik olusumu meydana gelir.

Hidroksiapatitler kemikten veya bazi deniz mercant tiirlerinden elde edilmektedir. Bu yapilar
ti¢c boyutlu yapilar olarak kemik benzeri gézenekli doku sunarlar. Birbirine baglh gézeneklere
sahip olmalar1 sebebiyle hiicrelerin doku iskelesi iizerinde biiylimelerine olanak verirler.
Hidroksiapatitler yavas rezorbe olan kalsiyum fosfat seramigi grubundadirlar. Klinik olarak
hidroksiapatitin yavas emilimi dezavantajdir. Bu nedenle emilimini arttirmak i¢in degisik
uygulamalar gelistirilmistir. Bunlar; kalsiyum karbonatin dig kabugunun hidrotermal olarak
hidroksiapatite ¢evrildigi implantlar, hidroksiapatitten elde edilen bifazik kalsiyum fosfat
seramikler ve hidroksiapatit ile TCP karisim1 olan kompozit materyaller olarak sayilabilirler
[58].

Bu dezavantajlar1 ortan kaldirmak ve hiicre tutunmasini arttirmak, bunun yani sira daha

biyouyumlu hale getirmek amaciyla kollajenlerle birlikte kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur
[59,60].

Bahsedilen bu seramik yapilari sert doku ile biyouyumludurlar, osteokondiiktif 6zellikleri
yiiksektir, biyoaktiftir ve antijenik ve sitotoksik 6zellik tagimazlar. Bu 6zellikleri ile doku

iskelesi olarak gozenekli yapilara ve kemik implantlarina dahil edilebilirler [61-63].

Kompozit doku iskelelerinde ise iskele 6zelliklerinin iyilestirilmesi i¢in iki veya daha fazla
malzeme birlestirilerek dokunun fizyolojik ve mekanik ihtiyaci saglanabilir. Polimerik
yapin sagladigi avantajlarin yani sira, hacimsel olarak farkli oranlarda sentetik greft
yapilar1 ilave edilerek elde edilen doku iskelelerinin mekanik dayanimlar1 ayarlanabilir.
Malzeme biyoaktiflik derecesi kompozit doku iskelelerinin performansinda etkili bir
parametredir. Malzemenin sekli, boyutu, ylizey alani, icerdigi malzemelerin hacimsel
oranlar ile biyoaktiflik derecesi ayarlanabilir. Sentetik greftlerin eklenmesiyle polimerin

bozunma davranis1 degistirebilir [64].
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3 DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda yapilan galismalar ii¢ ana baslikta toplanmustir. Ilk olarak sarf malzeme ve
kimyasallar temin edilerek, poliiiretan (PU) kemik yapistiricisinin sentezi gergeklestirilmis
ve bu yapiya BMT Calsis A.S. tarafindan farkli boy dagilim araligina (0,5-1 mm, 1-2 mm
ve 2-4 mm) ve agirlik¢a farkli yiizdelere (%20, %30 ve %40) sahip B-trikalsiyum fosfat
partikiilleri dahil edilerek PU/B-TCP tabanli kompozit doku iskeleleri hazirlanmistir. ikinci
asamada, PU kemik yapistiricisinin ve {iretilen kompozit doku iskelelerinin fiziksel,
kimyasal, termal ve mekanik Ozelliklerinin karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Doku
iskelelerinin Kkesit ve yiizey goriintiilerinin alinmasi ve seramik fazin dagiliminin gézlenmesi
amaciyla Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi, gézenek yapisinin incelenmesi ve
porozite degerlerinin belirlenmesi amaciyla mikro-bilgisayarli tomografi (u-CT) analizi
yapilmistir. Doku iskelelerinin kimyasal analizi i¢in Hidrojen-Niikleer Manyetik Rezonans
(*H-NMR) ve Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)’den yararlanilmis, termal
analizi i¢in ise Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) analizi yapilmistir. Poliliretan
kemik yapistiricisinin kemige yapisma mukavemetini belirlemek amaciyla sigir kaburga
kemikleri kullanilarak mekanik ¢cekme testi yapilmistir. Ayrica doku iskelelerinin mekanik
dayanimini belirleyerek poliiiretan yapisina eklenebilecek en uygun beta-trikalsiyum fosfat

miktarini belirlemek amaciyla basma testi yapilmistir.

Deneysel c¢alismalarin son asamasinda ise karakterizasyonu tamamlanan doku iskelesi
adaylarindan B-TCP i¢ermeyen ve en yiiksek oranda (%40 a/a) B-TCP i¢eren gruplara MG63
insan osteosarkoma hiicre hatt1 ekilerek hiicre kiilttirii (in vitro) analizleri ve sitotoksisite
analizi yapilmis, Alamar Mavisi yontemi ile hiicre canliligt ve proliferasyonu tayin
edilmistir.

3.1 Poliiiretan Kemik Yapistiricisi ve p-TCP iceren Doku iskelelerinin

Hazirlanmasi

Tez ¢alismasi kapsaminda poliliretan kemik yapistiricisi ve PU/B-TCP tabanli kompozit
malzemenin hazirlanmasi galismalart TUBITAK 1005 215S835 numarali projenin alt
bagliklarindan birini olusturmus ve ilgili sonuclar proje raporuna da yansitilmistir. Sentez
amaciyla, Poliol, Polimerik metilen difenil diizosiyanat (pMDI), Distile Su ve B-TCP

kullanilmistir.
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Calismada kullanilan Poliol, Capa® isimli ticari iiriin olup Perstrop (Isveg) firmasina aittir.
izosiyanat (Polimerik metilen difenil diizosiyanat (pMDI)) Desmodur® isimli ticari bir iiriin
olup Aug Hedinger (Almanya) firmasindan, B-TCP ise (0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm
partikiil biiyiikliigii) SupraBone® isimli ticari bir iiriin olup, BMT Calsis Saglik Teknolojileri

A.S.’den temin edilmistir.

Poliiiretan tabanli kemik yapistiricisinin hazirlanmasi amaciyla pMDI, distile su ve poliol
cam bir reaktor igerisinde sirasiyla karigtirllmis ve reaksiyon sicakligi dlgiilerek uygun

sicaklik araliginin disina ¢ikan formiilasyonlar ekarte edilmistir.

Malzemenin hazirlanmasi asamasinda kullanilan kimyasallara ait 6zellikler ve olusan

tepkimeler agsagida belirtildigi gibidir.

1. Polimerik metilen difenil diizosiyanat (pMDI): Agirlikca % 30 ila 80 arasinda 4,4'-
metilen difenil izosiyanat igeren metilen difenil diizosiyanat (MDI) olup agirlik¢a geri

kalan kism1 MDI oligomerleri ve homologlarini igerir.

= : Hy | = I Ho
T CT1|— - C
S .

Sekil 3.1 Polimerik metilen difenil diizosiyanat kimyasal yapist

2. Poliol: Kaprolakton monomerinden tiiretilmis diigiik molekiil agirlikli primer hidroksil

gruplar1 olan bir polioldiir. Genel 6zellikleri su sekildedir:
Molekiil agirligi : 200,50 g

Hidroksil degeri :mg KOH/g 279,8

Viskozite : Diisiik

Genel formil :HO-R-OH
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Poliiliretan sentezi i¢in kullanilan izosiyanat ile polioliin genel reaksiyon mekanizmasi

asagida belirtildigi gibidir:

© i
—> R—N—C—O—FR'
H—O—R" H

R—N

I
O
I

Sekil 3.2 Izosiyanat ve poliol arasinda gergeklesen iiretan reaksiyonu

Politiretan sentezi gerceklesirken polioldeki oksijen atomu izosiyanat molekiiliindeki pozitif
yiiklii karbon atomuna atak yapar ve N=C ¢ift bag1 agilir. Oksijen atomu karbon atomuna

baglanirken hidrojen atomu da azota baglanir ve reaksiyon sonucunda iiretan bagi olusur.

Sentez kapsamindaki bir diger reaksiyon izosiyanat ile su arasindadir:

R-NCO + HO-H - R-NH-COOH - CO: + R-NH2 + 1s1

Poliiiretan sentezinde kullanilan su, izosiyanat ile reaksiyona girerek karbondioksit ¢ikigini
saglamakta ve doku iskelesinin nihai formunun goézenekli hale gelmesine yardimeci
olmaktadir. Bu yiizden istenilen gozenek boyutu ve miktarma gore reaksiyona girecek

izosiyanat ve su orani iyi ayarlanmalidir.

Poliiiretan sentezi amaciyla pek ¢ok farkli formiilasyon denenmis ve nihai iiriine asagidaki

yiizdeleri igerecek sekilde karar verilmistir.

a. Prepolimer Hazirlanisi: Kiitlece yiizde igeriginin %35-%45 oraninda kaprolakton

monomeri igermesi amaglanmustir.
% kaprolakton = (2,0037 g kaprolakton/4,8337 g prepolimer) x 100 = % 41,45

b. Su orani: Kiitlece yiizde igeriginin %15-%20 oraninda su igermesi amaglanmustir.

% su= (1,015 gsu/5,8352 g toplam kiitle) x 100 = %20
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Nihai formiilasyona karar vermek amaciyla yapilan deneylerde katalizoér kullanimi da
denenmistir ancak poliliretan sentezinde reaksiyonun ¢ok hizli ger¢ceklesmesine sebep olarak
gozenek boyutunu cok arttirmasina karsin mekanik dayanimi gozle goriiliir sekilde

diisiirdiigii i¢in katalizor kullanilmamasina karar verilmistir.

Calismalar sonucunda istenilen fiziksel Ozelliklere ulasilmistir. Bir sonraki asamada

formiilasyona B-trikalsiyum fosfat eklenerek ¢alismalara devam edilmistir.

Poliiiretan/seramik tabanli kompozit doku iskelelerinin sentez ¢alismalarinda, 0,5-1mm,
1-2 mm ve 2-4 mm boyutlarinda ve agirlikca %20, %30 ve %40 oraninda B-TCP

kullanilmistir.

0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm partikiil boyutunda B-TCP iceren gruplara ait yapilan
deneylerde kullanilan kimyasal ve B-TCP miktarlar1 sirasiyla Cizelge 3.1, Cizelge 3.2 ve

Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.1 PU/B-TCP sentezi i¢in gergeklestirilen agirlikga farkl yiizdelere sahip 0,5-1
mm B-TCP iceren deneylerde kullanilan kimyasal oranlari

Deney No pMDI Poliol Su B-TCP
1.1 2,83 ¢ 2,00 g 1,00 g 1,45 g (%20 B-TCP)
1.2 2,83 ¢ 2,00 g 1,00 g 2,50 g (%30 B-TCP)
1.3 2,83¢g 2,00 g 1,00 g 3,88 g (%40 B-TCP)
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Cizelge 3.2 PU/B-TCP sentezi i¢in gergeklestirilen agirlik¢a farkli yilizdelere sahip 1-2 mm
B-TCP igeren deneylerde kullanilan kimyasal oranlari

Deney No pMDI Poliol Su B-TCP
2.1 2,839 2,009 1,009 1,45 g (%20 B-TCP)
2.2 2,839 2,009 1,009 2,50 g (%30 B-TCP)
2.3 2,83¢g 2,009 1,009 3,88 g (%40 B-TCP)

izelge 3.3 PU/B-TCP sentezi igin gergeklestirilen agirlikga farkli yiizdelere sahip 2-4 mm
g g g yu p
B-TCP iceren deneylerde kullanilan kimyasal oranlar1

Deney No pMDI Poliol Su B-TCP
3.1 2,839 2,00 g 1,00 g 1,45 g (%20 B-TCP)
3.2 2,83¢g 2,009 1,00 g 2,50 g (%30 B-TCP)
3.3 2,83 2,00 g 1,00 g 3,88 g (%40 B-TCP)

Tim deneyler oda sicakliginda gerceklestirilmistir ve deneyler sirasinda reaksiyon sicakligi

50 (+/- 5) °C olarak olgtilmiistiir.
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3.2  Kemik Yapistiricisi ve Doku Iskelesi Karakterizasyonu

Bu béliim poliiiretan kemik yapistiricisi ve farkli boyut (0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm) ve
agirlikca farkl yiizdelerde (%20, %30 ve %40) B-TCP igerecek sekilde hazirlanmis PU
tabanli doku iskelesi adaylarinin kimyasal, termal, mekanik ve morfolojik 6zelliklerini tespit

etmek amaciyla yapilan karakterizasyon analizlerini icermektedir.

3.2.1 Kimyasal ve Termal Karakterizasyon Analizleri

Tez ¢alismas1 kapsaminda hazirlanan poliiiretan kemik yapistiricis1 ve PU/B-TCP tabanh
doku iskelesi adaylarinin igerigindeki bilesenleri, fonksiyonel gruplar1 belirlemek ve B-TCP
partikiilleri ile poliiiretan malzeme arasindaki etkilesimi gormek amaciyla Hacettepe
Universitesi biinyesinde Fourier doniisiimlii kizilétesi spektroskopisi (FTIR, Thermo Fisher,
Amerika) analizi gergeklestirilmistir. Numuneler potasyum bromiir (KBr) ile toz haline

getirilip karistirilarak preslenmis ve cihaza yerlestirilmistir.

PU/B-TCP tabanli doku iskelesi adaylarindan en uygun olani belirlemek ve poliiiretan
yapisini kimyasal olarak analiz etmek amaciyla FTIR analizine ek olarak, manyetik alana
maruz kalan atom ¢ekirdeklerinin elektromanyetik 1sinlar1 absorblama ilkesine dayanan H-
NMR teknigi kullanilmistir. Analiz i¢in Hacettepe Universitesi biinyesinde bulunan Bruker
marka AV 400 MHz NMR cihaz1 kullanilmig olup ambient sicaklikta analiz
gergeklestirilmistir. Coziicli olarak %99,8’lik CHCls, i¢ standart olarak da tetrametilsilan
(TMS) kullanilmagtir.

Calisma kapsaminda hazirlanan doku iskelesi adaylarinin termal davraniglarini incelemek
amactyla ise Orta Dogu Teknik Universitesi biinyesindeki Merkez Laboratuvari’nda Perkin
Elmer Diamon DSC Cihazi ile analiz yapilmistir. Hava ortaminda gergeklestirilen analizde

1sitma hiz1 10°C/dakika olarak ayarlanmistir.

3.2.2 Mekanik Karakterizasyon Analizleri
Tez ¢alismas1 kapsaminda hazirlanan poliiiretan kemik yapistiricisinin kemigi yapistirma
mukavemetini belirlemek amaciyla sigir kaburga kemikleri kullanilarak ¢cekme testi (Zwick

7010, Almanya) yapilmistir.

Cekme testi icin 110 mm yiikseklige sahip sigir kaburga kemikleri orta noktalarindan
kesilmis ve poliiiretan kemik yapistiricist ile yapistirilmistir. Analiz ii¢ tekrarli olacak
sekilde 10 N’luk bir yiik altinda ¢ekme hizi 10 mm/dakika yiikleme hiz1 ile

gerceklestirilmistir. Analize ait goriintli Sekil 3.3’ te verilmistir.
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Sekil 3.3 Cekme testine ait goriintii

Tez ¢alismasi kapsaminda hazirlanan B-TCP i¢cermeyen ve 0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm
partikiil boyutlarinda ve agirlik¢a %20, %30 ve %40 yilizdelerde B-TCP igeren 10 adet PU
doku iskelesinin mekanik mukavemetini belirlemek amaciyla basma testi (Zwick/Roell

7250, Almanya) gergeklestirilmistir. Analize ait goriintli Sekil 3.4° te verilmistir.
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Sekil 3.4 Basma testine ait goriintii

Basma testi i¢in 5 mm yiiksekliginde 10x10mm boyutlarinda kare olacak sekilde numuneler
hazirlanmistir. 10 N’luk bir yiik altinda yiikleme hizi 5 mm/dakika yiikleme hiz1 ile

gerceklestirilen analizlerde tiger tekrarl olacak sekilde ¢alisilmistir.
3.2.3 Morfolojik Karakterizasyon Analizleri

Kompozit doku iskelelerin i¢ mimarisi ve yiizey topografyasini ayrintili bir sekilde analiz
etmek diger bir deyisle gozenek dagilimini incelemek amaciyla Orta Dogu Teknik
Universitesi Biinyesinde bulunan Merkez Laboratuvarlari’'nda QUANTA 400 F cihazi ile
SEM analizi yapilmistir. Hazirlanan numunelerin ylizeyi iletkenligi artirmak amaciyla altin-
paladyum alasimi ile kaplanmistir. SEM analizi ile farkli noktalardan 50x, 100x, 250x ve
1000x biiylitmelerde goriintiiler elde edilmistir.

SEM analizinin yani sira B-TCP seramikleri ile karistirilan PU bazli kompozit malzeme
formiilasyonlarinda reaksiyon neticesinde ortaya ¢ikan gazin olusturacagi gézenek yapisinin
3 boyutlu incelenmesi ve gézenek oraninin yiiksek ¢oziiniirlitkte tayini igin u-CT analizine

basvurulmustur.
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u-CT analizleri i¢in 0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm partikiil boyutlarinda ve agirlik¢a %20,
%30 ve %40 oraninda B-TCP iceren numuneler kullanilmistir. p-CT analizi Orta Dogu
Teknik Universitesi biinyesindeki BIOMATEN’ de SkyScan 1172 cihazi ile 60 kv voltaj
kaynagi ve 167 pA akimla yapilmistir.

3.2.4 In vitro Hiicre Kiiltiirii Testleri

Tez calismasi kapsaminda {iretilen 0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm partikiil boyutlarinda ve
agirlikca %20, %30 ve %40 oraninda B-TCP igeren malzemelerin kemik doku
miihendisliginde kullanim potansiyellerinin arastirilmasi amaciyla ikilenme stiresi kisa ve
dayanikliligr yiiksek MG63 hiicreleri ile in vitro caligmalar yiiriitiilmistir. Calisma
kapsaminda kullanilan hiicreler daha Once laboratuvarimizda yiiriitiilen caligmalar
kapsaminda 4. pasaj (P4) halinde ECACC firmasindan (Ingiltere) temin edilmis,
pasajlanarak ¢ogaltilmis ve dondurulmustur. Hiicreler %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1
Antibiyotik-Antimikotik icerikli diisiik glikozlu DMEM besi ortaminda kiiltiire edilmistir.

Agirlikga %20, %30 ve %40 oraninda ve farkli boyutlarda (0,5-1 mm, 1-2 mm, 2-4 mm) f3-
TCP igeren PU doku iskeleleri arasindan farkli boyutlarda en yiiksek (%40 a/a) B-TCP
oranina sahip malzemeler se¢ilmis ve 0,5 cm kalinliginda, 1 cm capinda disk seklinde
kesilerek in vitro ¢alismalar i¢in hazirlanmistir. Kesilip sekillendirilen malzemeler %70’lik
alkol ¢ozeltisinde 2 saat siiresince steril edilerek kiiltiir islemine alinmistir. Hiicre ekimi
yapilacak giine kadar 75 cm?’lik hiicre kiiltiirii flasklarinda cogaltilmis hiicreler, tripsin ile
yiizeyden kaldirilmis ve 20 pL icinde malzeme basina 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir.

Hiicre canliligi ve proliferasyonunu tayin etmek amaciyla kiltirin 1., 3., 7., ve 14.
giinlerinde Alamar Mavisi (ThermoFisher, Almanya) testi gerceklestirilmistir. Basitce,
hiicre ekilmis doku iskeleleri iizerindeki besi ortami uzaklastirilmis ve yerine %10 Alamar
mavisi igeren taze besi ortami eklenerek 4 saat 37 °C’de COz etiiviinde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi bitiminde her bir kuyucuktan 200 uL &rneklem alinarak 570 nm’de 610
nm referans alinarak mikroplaka okuyucuda okutulmustur (BioTek, Amerika). Okutma
islemi bittiginde aynm1 doku iskeleleri 1 kez PBS ile yikanarak taze besi ortami ilavesi ile
kiiltiire devam ettirilmislerdir. Boylece 14 giin boyunca ayn1 doku iskeleleri lizerinde iireyen
hiicrelerden 6l¢iim alinmistir (n=3). Elde edilen degerler, zamana bagli absorbans olarak

grafige aktarilmistir. Ayrica calisma kapsaminda hiicre ekilmemis doku iskeleleri %10
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Alamar mavisi igeren taze besi ortami ile etkilestirilerek inkiibe edilmistir ve negatif kontrol

olarak kullanilmistir.

Poliiiretan yapisinin toksik olup olmadigii tespit etmek amaciyla sitotoksisite testi
yapilmistir. Sitoksisite testi %40 oraninda (a/a) 1-2 mm boyutunda B-TCP igeren PU doku
iskelelerine 1929 fare fibroblast hiicreleri (NCTC clone 929, ATTC) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Pasaj 34 halinde s1vi azot ortaminda saklanilan hiicreler hizli bir sekilde
37 °C’de ¢oziiliip %10 FBS (Capricorn), %1 Antibiyotik (Capricorn) ve %1 L-glutamin
iceren yiiksek glikozlu DMEM (Capricorn) besiyerinde, 75 cm?’lik flasklar icinde, 37
°C’de, %95 O2 ve %5 CO: igeren inkiibatérde ¢ogaltilmistir. Belirli bir iireme yogunluguna
ulasan hiicreler pasajlanarak 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her kuyucuga 1x10* hiicre olacak

sekilde ekim yapilmistir.

Sitotoksisite analizi  1ISO 10993-2 standardi  geregince eliisyon yoOntemiyle
gerceklestirilmigtir. Test edilecek malzemeler 6ncelikle % 70 (h/h) alkol ile 2 saat boyunca
steril edilmistir. Takiben; ekstraksiyon besiyeri hazirlamak igin 0,8 g malzeme 4 mL
serumsuz, antibiyotiksiz besi ortamina eklenmistir ve 37 °C’de, karbondioksit etiiviinde 24
saat boyunca bekletilmistir. Filtre edilen ekstraksiyon besiyeri ortamina yukarida bahsi
gecgen oranlarda serum, antibiyotik ve L-glutamin katkisi saglanarak 24 saat kiiltiire edilmis
24 kuyucuklu kiiltiir kabindaki hiicreler ile etkilestirilmistir ve hiicreler 24 saat daha kiiltiire
edilmiglerdir. Calisma kapsaminda ekstraksiyon besiyerinin seyreltilmesiyle farkli
derisimler hazirlanmistir ve sitotoksisite analizi malzeme yogunluguna bagli olarak

gergeklestirilmistir.

24 saat sonunda hiicrelerin iizerindeki besi ortami atilip, 600 pL serumsuz, antibiyotiksiz
besi ortam1 ve 60 pL MTT (5 mg/mL) ilave edilmistir ve 4 saat inkiibasyona tabi tutulmustur.
Siire bitiminde besi ortami uzaklastirilan kuyucuklara, olusmus formazan kristallerini
¢ozmek amagli 200 pL. DMSO ilave edilmistir. Takiben, her bir kuyucuktan 100 pL
orneklem alinip 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 570 nm absorbans degerinde okutulmustur
(BioTek, Amerika). Sonuclar derisime bagh elde edilen absorbans degeri olarak grafige

aktarilmistir.
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4 DENEYSEL SONUCLAR

Bu boliim, Deneysel Caligmalar boliimiinde yapilan caligmalarin sonu¢ ve yorumlarini
kapsamaktadir. Caligmalarda ilk olarak, poliliretan kemik yapistiricisit ve PU/B-TCP tabanli
doku iskeleleri hazirlanmis ve yapilan analizlerle yapistiricinin kemik dokularini birbirine
yapistirma potansiyeli ve elde edilen poliliretan tabanli doku iskelesi adaylarimin kemik
yenilenmesine olan etkisi belirlenmek istenmistir. Hazirlanan kemik yapistiricisinin kemik
dokularini birbirine yapistirma potansiyelini ve ¢cekme mukavemetini belirlemek amaciyla
sigir kaburga kemikleri kullanilmis, kirik kaburga kemikleri birbirine yapistirilarak ¢ekme
testi uygulanmistir. Ayrica basma testi ile poliiiretan tabanli doku iskelelerinin mekanik
dayanimlar1 belirlenmistir. Hazirlanan doku iskelelerinin kimyasal analizi i¢in Fourier
Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ve Hidrojen-Niikleer Manyetik Rezonans (*H-
NMR) analizleri, termal analizi icin ise diferansiyel kalorimetri (DSC) analizi
gerceklestirilmistir. Taramal1 elektron mikroskopu (SEM) ve mikro-bilgisayarli tomografi
(1-CT) ile doku iskelelerinin morfolojik yapilart incelenmistir.

Calismanin son boliimiinde ise hazirlanan PU/B-TCP doku iskelelerinden en yiiksek oranda
(%40 a/a) B-TCP igeren ve B-TCP igermeyen gruplara MG63 insan osteosarkoma hiicre hatti
ekilerek in vitro ortamda hiicre kiiltiiri analizleri gerceklestirilmis, sitotoksisite analizi
yapilmis, Alamar Mavisi yontemi ile hiicre canlilig1 ve proliferasyonu tayin edilerek elde

edilen sonuglar verilmistir.

4.1 Kemik Yapistiricis1 Karakterizasyonu

Kemik kiriklarinin stabilize edilmesi i¢in kullanilmasi diisiiniilen kemik yapistiricilar:
uygulanabilir olmasi i¢in biyouyumlu bir yapiya sahip olmali, biyolojik olarak emilebilir
yapida olmali, bozunma iiriinleri toksik olmamali, kirik bodlgesinde yiiksek baglanma
mukavemeti gdstermeli, 1yi bir basma dayanimi i¢in yeterli elastikiyete sahip olmali ve nemli
yiizeylere yapisabilmelidir. Bu 6zelliklerin yani sira kolay hazirlanabilmeli, hizli kiir olmali

ve polimerizasyon sirasinda minimum 1s1 gelisimine sahip olmalidir.

Bu boélimde, bahsedilen bu gereklilikler c¢ercevesinde olusturulan poliliretan kemik
yapistiricisinin yapisal ve mekanik ozellikleri karsilama durumu incelenmis, kimyasal ve
termal Ozellikleri karsilama durumu ile ilgili analiz sonuglar1 boliim 4.2° de, in vitro hiicre

kiltlirii analizi sonuglari ise boliim 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.1’ de hazirlanan kemik yapistiricisinin sigir kaburga kemigine yapistirilmadan
onceki goriintiisii, Sekil 4.2.A ve Sekil 4.2.B’de ise sigir kaburga kemigine yapistirildiktan

hemen sonra ve 1 giin sonrasina ait goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.1 Politiretan kemik yapistiricisi ve sigir kaburga kemiginin yapistirilmadan dnceki
goruntisu

Sekil 4.2 Sigir kaburga kemiginin politiretan kemik yapistiricisi ile yapistirildiktan hemen
sonra (A) ve bir giin sonraki goriintiisii (B)

Poliiiretan kemik yapistiricisinin kirik sigir kaburga kemiklerine uygulanma isleminden
sonra yapistiricinin nemli yiizeylere yapisabilme, hizli kiir olma gibi yapisal 6zellikleri
karsiladigr gozlenmistir. Ayrica poliiiretan kemik yapistiricisinin kirik kemige yapisma
mukavemetini belirlemek amaciyla ¢ekme testi yapilmistir. 10 N’luk bir yiik altinda ¢ekme
hiz1 10 mm/dakika yiikleme hizi ile gergeklestirilen analiz 3 tekrarli olarak yapilmis ve elde
edilen sonuclarin aritmetik ortalamasi alinmistir. Cekme testi sonuglar1 Sekil 4.3 ve Cizelge

4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.3 Poliiiretan kemik yapistirici ile yapistirilmis sigir kaburga kemigine ait cekme
analizi grafigi

Cizelge 4.1 Politiretan kemik yapistirici ile yapistirilmis sigir kaburga kemigine ait cekme
analizi sonuglari (o¢: ¢ekme dayanimi (Fmax/A),Fmax: maksimum kuvvet, dL: uzama,
hO: ytikseklik, SO: kesit alani)

o¢ Fmax Fmax daki ho So
MPa N dL miktar mm mm?
%
Poliiiretan
Kemik 13376 | 4904446 | 52433 110 366,66
Yapistiricisi

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda politiretan kemik yapistiricisinin kirik bolgesine siki
bir sekilde baglanma 6zelliklerini karsiladigi, malzemenin en yiiksek 490,4446 (N)’ a kadar

dayandigi ve yapigma mukavemetinin 1,34 MPa oldugu sonucuna varilmistir.
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4.2 Doku Iskelesi Karakterizasyonu

Doku miihendisligi ¢alismalarinda en énemli unsurlardan birisi viicut ile biyolojik olarak
biitiinliik saglayabilecek yapida bir doku iskelesi tasarlayabilmektir. Kemik doku
mithendisligi goz Oniline alindiginda tasarlanacak doku iskelesi yerlestirildigi defekt
bolgesinde hiicre biiylimesini saglayabilmeli ve kemik onarimini hizlandirmak igin uygun
gozenek boyutu ve gozeneklilige sahip olmalidir. Ayrica, besinlerin, gazlarin ve atiklarin
tasinmasi amaciyla bu gozenekler agik ve birbirleriyle baglantili bir yapida olmalidir. Doku
iskelesi hiicrelerin iskele igerisine gogiinii saglayarak hiicrelerin iskele i¢cinde ¢ogalmasini

ve yeni doku olusumu desteklemelidir.

Bunlara ek olarak, ikincil cerrahi operasyonlari ortadan kaldirmasi agisindan biyobozunur
yapida olmali ve defekt bolgesine yerlestirildikten sonra yeni doku olusana kadar bolgede
kalmali, hiicrelere destek saglamali ve yeni doku olusumu siiresince de aymi hizla

bozunabilmelidir.

Bu amagla tasarlanan doku iskelelerinin s6z konusu gereklilikleri karsilama durumu yapilan
analizlerle incelenmistir. Sekil 4.4’ te 1-2 mm partikiil boyutunda B-TCP i¢eren PU/B-TCP
kompozit doku iskelesine ait yandan (Sekil 4.4.A) ve iistten (Sekil 4.4.B) goriintiiler

verilmistir.

Sekil 4.4 1-2 mm partikiil boyutunda B-TCP iceren PU/B-TCP kompozit doku iskelesi
yandan (A) ve iistten (B) goriiniim
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Beta-trikalsiyum fosfat seramikleri ile karistirilan poliliretan bazli kompozit malzeme
formiilasyonlarinda reaksiyon neticesinde ortaya c¢ikan gazin olusturacagr gdzenek
yapisinin 3 boyutlu incelenmesi ve gdzenek oraninin yiiksek ¢oziiniirliikkte incelenebilmesi

icin u-CT analizine bagvurulmustur.

u-CT analizleri i¢in B-TCP igermeyen PU doku iskelesi ve 3 farkli boyutta (0,5-1 mm, 1-2
mm ve 2-4 mm) ve agrilik¢a 3 farkli yiizdede (%20, %30 ve %40) B-TCP igeren kompozit

numuneler kullanilmistir.

u-CT sonuglarina goére farkli partikiil boyutlarinda (%40 a/a) B-TCP igeren doku iskelesi

toplam porozite degerleri ve agik gézenek oranlar1 Cizelge 4.2° de verilmistir.

Cizelge 4.2 B-TCP partikiil boyutlarina gére doku iskelesi gozeneklilik 6zellikleri

Doku iskelesi Toplam gozeneklilik (%) Acik gozeneklilik (%)
PU 71,19 71,19
PU/ 0,5-1 mm B-TCP 90,88 90,85
PU/ 1-2 mm B-TCP 94,05 94,03
PU/ 2-4 mm B-TCP 96,20 95,75

Cihaz yazilimi1 kullanilarak yapilan hesaplamalarla, gruplarin yaklasik 267 + 25 um'lik bir

ortalama g6zenek boyutunu icerdigi bulunmustur.

Sekil 4.5” te 3 farkli boyut (0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm) ve agirlikga 3 farkli yiizdede
(%20, %30 ve %40) B-TCP iceren PU tabanli kompozit doku iskelelerine 3 boyutlu gézenek
yapisi goriilmektedir. Yiiksek opakligin bulundugu bolgeler yapinin beta-trikalsiyum fosfat

seramikleri icerdigi kisimlar1 gostermektedir.

u-CT analizi sonuglar1 PU/B-TCP doku iskelelerinin gézeneklerinin tamamen agik ve
birbiriyle baglantil1 bir yapiya sahip oldugunu, organik ve inorganik fazlarimin birbirleri ile

lyi entegre oldugunu ve B-TCP partikillerinin yap1 i¢indeki homojen dagilimim
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gostermektedir. Gozeneklerin agik ve birbirleriyle baglantili olmasi hazirlanan doku
iskelelerinin hiicre gocii icin uygun oldugunu gostermektedir. Ayrica hazirlanan doku

iskeleleri besin, atik ve gaz tagsinmasi i¢in de olduk¢a uygun bir yapiya sahiptir.

u-CT analizi sonucglarinda elde edilen toplam gézenek ve agik gozenek yiizdeleri gruplar
arasinda karsilastirildiginda poliiiretan yapisina B-TCP eklenmesinin gozenek miktarini
onemli dlclide arttirdigl, B-TCP boyutunun ve yiizdesinin artmasinin da gézenek miktarini

arttirdigi sonucuna varilmastir.

Analiz sonuglar1 poliiiretan/seramik kompozit yapilarinin hiicre migrasyonu i¢in oldukca

elverigli oldugunu gostermektedir.

B-TCP
Yiizdesi/ %20 %30 %40

Boyutu

0,5-1 mm

1-2 mm

2-4 mm

Sekil 4.5 PU/B-TCP doku iskelelerine ait u-CT goriintiileri

Kompozit doku iskelelerin i¢ mimarisi ve yiizey topografyasini daha ayrintili analiz etmek

icin, Taramal1 Elektron Mikroskopisi (SEM) kullanilmaistir.
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SEM analizi %20, %30 ve %40 (a/a) oraninda 0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm partikiil
boyutlarinda B-TCP iceren doku iskelelerine uygulanmstir. Iletkenligi arttirmak amaciyla

Poliiiretan/seramik numuneleri Au-Pd ile kaplanmastir.

Sekil 4.6’ da 0,5-1 mm boyutlarinda B-TCP iceren doku iskelelerine ait SEM goriintiileri
verilmistir. Sekil 4.6.A doku iskelesinin 50X biiylitme altindaki goriintiisii iken, Sekil 4.6.B
aynt numunenin 100X, Sekil 4.6.C 250X, Sekil 4.6.D 1000X biiylitme altinda ¢ekilen

gorlintiisiidir.

Sekil 4.6 0,5-1mm B-TCP igeren doku iskelelerine ait SEM goriintiileri (A) 50, (B) 100,
(C) 250, (D) 500X biiylitme
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Sekil 4.7’ de 1-2 mm boyutlarinda B-TCP igeren doku iskelelerine ait SEM goriintiileri
verilmistir. Sekil 4.7.A doku iskelesinin 50X biiylitme altindaki goriintiisii iken, Sekil 4.7.B
ayni numunenin 100X, Sekil 4.7.C 250X, Sekil 4.7.D 1000X biiylitme altinda cekilen

gorlintiisiidir.

Sekil 4.7 1-2 mm B-TCP igeren doku iskelelerine ait SEM goriintiileri (A) 50, (B) 100, (C)
250, (D) 500X biiyiitme

Sekil 4.8’ de ise 2-4 mm boyutlarinda B-TCP iceren doku iskelelerine ait SEM goriintiileri
verilmigtir. Sekil 4.8.A doku iskelesinin 50X biiyilitme altindaki goriintiisii iken, Sekil 4.8.B
aynt numunenin 100X, Sekil 4.8.C 250X, Sekil 4.8.D 1000X biiylitme altinda ¢ekilen

goriintiisiidiir.
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Sekil 4.8 2-4 mm B-TCP iceren doku iskelelerine ait SEM goriintiileri (A) 50, (B) 100, (C)
250, (D) 500X biiyiitme

Yukarida 3 farkl partikiil boyutunda B-TCP igeren doku iskelelerine ait Sekil 4.6, Sekil 4.7
ve Sekil 4.8’de verilen SEM goriintiileri incelendiginde gruplar arasinda morfolojik olarak
bir farklilik goriilmemektedir. Elde edilen tim SEM goriintiilerinde gozenekler arasinda
yiiksek derecede baglantisallik bulunmaktadir. Gozenekler arasindaki bu baglantisallik
hazirlanan numunelerin yiik tasiyan bolgelerde kullanilan iskeleler olarak hiicre gogii ve

doku entegrasyonu i¢in en uygun sartlara izin verdigini ortaya koymaktadir.

SEM goriintiileri acik bir sekilde seramik ve polimerik fazlar1 gostermektedir.
Goriintiilerden anlasildigl tizere tim malzeme keskin hatlar igermeyen, farkli milimetre alt1

cesitli boyutlara sahip agik gézeneklerden olusmaktadir.
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Ayrica inorganik ve organik fazin birbiri ile entegre oldugu, diger bir ifadeyle polimer ile
seramik parcaciklari arasinda faz ayrimi1 olmadig1 ve B-TCP parcaciklar igindeki mikro ve

nano boyuttaki gozenekler de sekillerden goriilmektedir.

Malzemenin agik gozenek yapisi ve yiiksek gozeneklilik pu-CT sonuglari ile uyumludur.
Dolayisiyla elde edilen bu sonuglar dogrultusunda yapinin morfolojisinin doku iskelesi

olarak kullanima uygun oldugu kanitlanmistir.

Tez c¢alismasinin devaminda elde edilen doku iskelelerinin kimyas1 ve igerigindeki
safsizliklarin tayini i¢in FTIR analizi yapilmistir. Bu amagla, numuneler pik vermeyen fakat

numuneyi kat1 halde tutabilen KBr ile karigtirildiktan sonra preslenerek analiz edilmistir.

Kullanilan hammaddelere FTIR analizi yapilmasindaki amag iirlinde olugan pikleri daha

rahat yorumlayabilmektir.

Asagidaki sekillerde B-TCP icermeyen ve agirlikga %20, %30 ve %40 oranlarinda 0,5-1
mm, 1-2 mm ve 2-4 mm partikiil boyutunda B-TCP igeren doku iskelelerine ve kullanilan

hammaddelere ait FTIR spektrumlari verilmistir.

Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15° te elde edilen FTIR spektrumlar karsilastirildiginda
gruplar arasinda herhangi bir kimyasal farklilik goriilmezken, elde edilen son {iriinde
iiretanin 1217 cm™ de, fosfatin ise 1060 cm™ de pik vermesi ve 2270 cm™’deki
karakteristik izosiyanat pikinin goriilmemesi polimerizasyonun yiiksek verimde
gerceklestiginin - ve istenilen malzemenin elde edildiginin gostergesidir. FTIR
spektrumlarinda 3000-3500 cm™ bandi serbest -NH gruplarini gdstermektedir. Burada
goriilen pikin zayif bir pik olmasinin sebebi elde edilen poliliretan yapist i¢indeki -NH

gruplarinin neredeyse hepsinin hidrojen bagh oldugunu gostermektedir.

2700-3000 cm™ band1 ~CH2 ve —CH gruplarinin varliginin gostergesiyken, 1625cm™” de
politiretan kimyasal yapisinda bulunan amid gruplarindaki hidrojen baglara ait pikin
goriilmesi ve 1700-1740 cm™ bandinda iiretan yapisinda bulunan C=O gruplarina ait pikin
goriilmesi istenilen poliliretan yapisinin sentezlendiginin diger gostergelerindendir. FTIR

spekturumlar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda herhangi bir farklilik goriilmemistir.

Pik noktalar1 degerlendirmeleri Cizelge 4.3’ te 6zetlenmistir.
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Sekil 4.9 Kullanilan pMDI hammaddesi i¢in FTIR spektrumu

-------------------------------------

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.10 Kullanilan kaprolakton monomerinin FTIR spektrumu
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Sekil 4.11 B—TCP'ye ait FTIR spektrumu

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.12 B-TCP igermeyen poliiiretan malzemeye ait FTIR spektrumu
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Sekil 4.13 Agirlikca %20, %30 ve % 40 oranlarinda 0,5-1 mm B-TCP igeren poliiiretan
tabanli kompozit malzemeye ait FTIR spektrumu
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Sekil 4.14 Agirlik¢a %20, %30 ve % 40 oranlarinda 1-2 mm B-TCP igeren poliiiretan
kompozit malzemeye ait FTIR spektrumu
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Sekil 4.15 Agirlikea %20, %30 ve % 40 oranlarinda 2-4 mm B-TCP igeren poliiiretan
kompozit malzemeye ait FTIR spektrumu

Cizelge 4.3 Bilesigin FTIR spektrumunda tayin edilen pikler

Dalga Boyu (cm™) Karakteristik Pik
1060 Fosfat
1217 Uretan
1530 -C-NH Diizlemsel Egilmedeki Simetrisi
1625 Amid Gruplar i¢indeki Hidrojen Baglari
1700-1740 Uretan igindeki karbonil gruplari
2850 -CH2 Simetrik Titresim
2860 -C-H Esnekligi
2931-2935 -CH2 Asimetrik Titresim
2250-2270 [zosiyanat (goriilmedi)
3300-3380 Serbest —-NH Gruplari
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B-TCP igeren PU/B-TCP kompozit yapilarinin kimyasal yap1 analizi i¢in FTIR analizinin
yant sira molekiilde bulunan atom c¢ekirdeklerinin kuvvetli bir manyetik alan igerisinde
elektromanyetik 1sinlar1 absorblamasi iizerine kurulmus bir kimyasal yap1 aydinlatma
yontemi olan *H-NMR teknigi kullanilmistir. Analiz; %20, %30 ve %40 (a/a) oranlarinda
0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm partikiil boyutlarinda B-TCP iceren PU/B-TCP kompozit

numunelere yapilmaistir.

Asagidaki sekillerde sirasiyla 0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm partikiil boyutlarinda B-TCP
iceren PU/B-TCP kompozit yapilarna ait *H-NMR spektrumlari verilmistir. Ug farkli gruba
ait elde edilen 'H-NMR spektrumlar karsilastirildiginda FTIR analizine benzer sekilde

gruplar arasinda herhangi bir kimyasal farklilik gézlenmemistir.

'H-NMR spektrumlari incelendiginde i¢ referans (TMS) piki spektrumun en saginda tek ve
keskin pik vermektedir (6 =0,02). Coziicii piki CHCI3 ise spekturumun en solunda pik
vermektedir (6 =7,26).

Sekil 4.14, 4.15 ve 4.16°da sirasiyla kimyasal kayma degerleri 6 = 6,95, 7,02 ve 7,10 olan
pikler aromatik bir yap1 diisindiirmektedir. & =1,55, 1,45 ve 1,43 noktalarinda goriilen
piklerin aromatik yapinin arasinda kalan metilen grubuna ait kimyasal kaymanin degerleri
oldugu, 6 =4,11, 4,10 ve 4,26 noktalarinda goriilen kimyasal kaymalarin aromatik amin
grubuna ait protonlarinin kimyasal kaymasi oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla elde edilen
bu pik degerlerinin poliiiretanin aromatik sert segment kismina ait degerler oldugu sonucuna
varilabilir. Poliol kisminin en distaki homolog metilen protonlarinin kimyasal kaymasinin
0 =3,70, 3,67 ve 3,68 orta kisminda yer alan metilen protonlarinin kimyasal kaymasinin ise
0 =2,31, 2,33 ve 2,30 oldugu Ongoriilmiistiir. Bu pik degerlerinin poliliretanin yumusak

segment kismina ait kimyasal kayma degerleri oldugu diisiiniilmektedir.
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0.5-1mm B -TCP iceren
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Sekil 4.16 0,5-1 mm B-TCP iceren kompozit malzemeye ait *H-NMR spektrumu

1-2 mm B-TCP iceren
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Sekil 4.17 1-2 mm B-TCP iceren kompozit malzemeye ait *H-NMR spektrumu
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Sekil 4.18 2-4 mm B-TCP igeren kompozit malzemeye ait ‘H-NMR spektrumu

Poliiiretan/seramik kompozit yapisinin termal davranisini incelemek amaciyla DSC analizi
yapilmistir. Analiz i¢in agirlik¢a %20, %30 ve %40 oranlarinda 0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4
mm B-TCP iceren numuneler kullanilmistir. Asagida verilen sekillerde farkli partikiil
boyutlarinda B-TCP igeren poliiiretan kompozit malzemelere ait DSC diyagramlar
verilmistir. DSC diyagramlari incelendiginde oraninda 0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm B-TCP
iceren numunelere ait Tg sicakliklar sirasiyla 67,13 °C, 66,80 °C ve 64,10 °C olarak
bulunmustur. Analiz sonucu elde edilen DSC diyagramlar1 incelendiginde endotermik pikler
elde edilmis ve yalnizca tek bir camsi gegis sicakligr Tg gézlenmistir. Grafiklerde gézlenen
Tg degerlerinin poliiiretanin sert segment kismina ait oldugu, soft segment kismina ait Tg
degerlerinin ise sert segmente ait Tg degerlerine gore ¢ok kiigiik olmasi sebebiyle tespit

edilemedigi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.19 0,5-1 mm B-TCP iceren malzemeye ait DSC Diyagrami
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Sekil 4.20 1-2 mm B-TCP igeren malzemeye ait DSC Diyagrami
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Sekil 4.21 2-4 mm B-TCP igeren malzemeye ait DSC Diyagrami

Tez kapsaminda firetilen B-TCP igermeyen ve %20, %30 ve %40 (a/a) oraninda 0,5-1 mm,
1-2 mm ve 2-4 mm partikiil boyutlarinda B-TCP igeren numunelerin mekanik mukavemetini
belirlemek ve poliliretan yapisina B-TCP ilavesinin mekanik dayanima olan etkisini
belirlemek amaciyla basma testi yapilmistir. Analiz 10 N’luk bir yiik altinda yiikleme hiz1 5
mm/dakika yiikleme hizi ile gerceklestirilmistir. Basma testi 3 tekrarli yapilmis ve elde
edilen sonuglarin aritmetik ortalamasi alinmistir. Elastik modiil %7 - 10 deformasyon

araliginda hesaplanmastir.

B-TCP igermeyen, 0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm partikiil boyutunda agirlik¢a ti¢ farkli
oranda (%20, %30 ve %40) B-TCP iceren gruplara ait basma testi sonuglar1 Cizelge 4.4,
Cizelge 4.5, Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7’de sirasiyla verilmistir.

Cizelge 4.4 B-TCP icermeyen Poliiiretan doku iskelesine ait basma analizi sonuglari

Emod 0,2 % ‘deki Frmax Fmax’taki SO
(MPa) plastik (N) dL miktarn (mm?)
deformasyon (mm)
(N)
Poliiiretan 3,21 975,1411 5126,626 14,20602 | 596,754
Malzeme
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Cizelge 4.5 0,5-1 mm partikiil boyutunda agirlikga ii¢ farkli oranda B-TCP igeren
Politiretan doku iskelelerine ait basma analizi sonuglari

B-TCP Emod 0,2 % ‘deki Fmax Fmax'taki S0
Yiizdesi (MPa) plastik (N) dL miktari (mm?)
deformasyon
(0,5-1 mm) (mm)
(N)

%20 4,66 952,5049 1476,036 10,46268 | 531,885
%30 6,12 1734,853 5016,278 11,21029 | 525,683
%40 10,30 4609,593 8827,064 11,88098 | 660,126

Cizelge 4.6 1-2 mm partikiil boyutunda agirlik¢a ti¢ farkli oranda B-TCP igeren Poliiiretan
doku iskelelerine ait basma analizi sonuglari

B-TCP Emod 0,2 % ‘deki Fmax Fmavtaki So
Yiizdesi (MPa) plastik (N) dL miktar: (mm?)
deformasyon
(1-2 mm) (mm)
(N)

%20 4,94 1645,901 6053,666 13,56014 | 492,532
%30 7,68 1821,508 6472,68 11,76535 | 544,978
%40 13,00 4527,066 7009,54 11,76762 | 686,416
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Cizelge 4.7 2-4 mm partikiil boyutunda agirlikca {i¢ farkli oranda B-TCP igeren Poliiiretan
doku iskelelerine ait basma analizi sonuglari

B-TCP Emod 0,2 % “deki Fmax Fmax'taki SO
Yiizdesi (MPa) plastik (N) dL miktar: (mm?)
deformasyon
(2-4 mm) (mm)
(N)

%20 7,37 1583,301 6773,573 12,35528 | 531,768

%30 6,99 1872,737 4501,697 13,32519 | 496,503

%40 6,13 1978,346 3564,96 12,53851 | 645,233

Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9’ da farkl partikiil boyutuna ve agirlik¢a farkli yilizdelere sahip
doku iskelelerine ait elastik modiil ve akma dayanimi degerleri verilmistir. B-TCP ilavesinin
mekanik dayanima olan etkisini belirlemek amaciyla elde edilen elastik modiil (Emod)
degerleri ve akma dayanimlari karsilastirildiginda en yiiksek elastik modiil degeri 1-2 mm
partikiil boyutunda agirlikca %40 oraninda B-TCP iceren grupta gozlenirken, en yiiksek
akma dayanimina sahip gruplar 0,5-1 mm ve 1-2 mm %40 (a/a) oraninda B-TCP igeren

gruplar olmustur.
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Cizelge 4.8 Agirlikga {i¢ farkl yiizde ve partikiil boyutunda B-TCP igeren Politiretan doku
iskelesine ait basma analizi sonuglar1 (Emod: elastik modiil)

Emod (MPa)
B-TCP Boyutu/Yiizdesi %20 %30 %40
0,5-1 mm 4,66 6,12 10,30
1-2 mm 4,94 7,68 13,00
2-4 mm 7,37 6,99 6,13

Cizelge 4.9 Agirlikca ti¢ farkli ylizde ve partikiil boyutunda B-TCP iceren Politiretan doku
iskelesine ait basma analizi sonuglari (0,2 %’deki plastik deformasyon (N))

0,2 %’deki plastik deformasyon (N)
B-TCP Boyutu/Yiizdesi %20 %30 %40
0,5-1 mm 952,5049 1734,853 4609,593
1-2 mm 1645,901 1821,508 4527,066
2-4 mm 1583,301 1872,737 1978,346

Asagida verilen sekillerde ise B-TCP igermeyen, 0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm partikiil
boyutunda B-TCP igeren numunelerin basma analizi grafikleri verilmis ve aym partikiil
boyutuna sahip farkl ylizdelerde B-TCP igeren numunelerin i¢erdigi B-TCP yiizdesine gore
karsilagtirmalart yapilmistir. Grafikler incelendiginde %40 (a/a) oraninda B-TCP igeren
gruplarin basma dayanimlarinin daha yiiksek oldugu, diger bir ifadeyle B-TCP oranini

arttirmanin numunelerin basma dayanimini arttirdig1 sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.26” da ise %40 (a/a) oraninda B-TCP igeren 0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm partikiil
boyutlarinda B-TCP iceren numunelerin basma dayanimi karsilastirilmistir. Elde edilen
grafik incelendiginde ve Emod degerleri karsilastirildiginda basma dayanimi en yiiksek olan
grup 1-2 mm partikiil boyutunda %40 (a/a) oraninda B-TCP igeren grup olurken, basma
dayanimi en kii¢lik olan grup ise 2-4 mm partikiil boyutlarinda B-TCP igeren grup olmustur.

Poliiiretan Doku iskelesi
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Sekil 4.22 B-TCP igermeyen poliiiretan doku iskelesine ait basma analizi grafigi
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0.5-1 mm Boyutunda B-TCP iceren Poliiiretan Kompozit Malzeme
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Sekil 4.23 0,5-1 mm boyutunda B-TCP iceren poliliretan kompozit malzemeye ait
karsilagtirmali basma analizi grafigi
1-2 mm Boyutunda B-TCP iceren Poliiiretan Kompozit Malzeme
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Sekil 4.24 1-2 mm boyutunda B-TCP igeren poliiiretan kompozit malzemeye ait

karsilagtirmali basma analizi grafigi
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Kuvvet (N}
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2-4 mm Boyutunda B-TCP iceren Poliiiretan Kompozit Malzeme
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Sekil 4.25 2-4 mm boyutunda B-TCP igeren poliiiretan kompozit malzemeye ait

karsilagtirmali basma analizi grafigi

Kuvvet (N)

Farkl Partikiil Boyutlarinda %40 (a/a) B-TCP iceren Poliiiretan Kompozit
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Sekil 4.26 Farkli partikiil boyutlarinda agirlik¢a %40 oraninda B-TCP igeren poliiiretan

kompozit malzemeye ait karsilastirmali basma analizi grafigi
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4.3  Invitro Hiicre Kiiltiir Calismalar:
Tez caligmasi kapsaminda liretilen farkli oranlarda -TCP igeren malzemelerin kemik doku
miihendisliginde kullanim potansiyellerinin arastirilmasi amaciyla ikilenme stiresi kisa ve
dayaniklilig1 yiiksek MG63 osteosarkoma hiicre hatti ile in vitro ¢alismalar yiiriitilmiistiir.
Hiicreler %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 Antibiyotik-Antimikotik igerikli diistik glikozlu
DMEM besi ortaminda kiiltiire edilmistir.

In vitro ¢alismalar i¢in B-TCP igermeyen ve %20, %30 ve %40 (a/a) oraninda ve farkli
boyutlarda (0,5-1 mm, 1-2 mm, 2-4 mm) B-TCP iceren PU doku iskeleleri arasindan farkli

boyutlarda en yiiksek B-TCP oranina sahip malzemeler secilmistir.

Hiicre canliligi ve proliferasyonunu tayin etmek amaciyla kiiltirin 1., 3., 7., ve 14.

giinlerinde Alamar Mavisi (ThermoFisher, Almanya) testi gerceklestirilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen iireme grafigine bakildiginda (Sekil 4.27), hiicre ekiminden
24 saat sonra gerceklestirilen canlilik analizi tiim malzemelere neredeyse esit oranda hiicre
ekimi gerceklestirildigini dogrulamaktadir. Takiben, 3. giinde gerceklestirilen canlilik
analizi sonucunda 1-2 mm boyutlarinda B-TCP iceren doku iskelelerinde en yiiksek
canliligin goriildiigli dikkat c¢ekmektedir. Yine aymi zaman noktasinda 0,5-1 mm
boyutlarinda B-TCP igeren iskelelerdeki canlilhik da 1-2 mm B-TCP igeren gruba yakin
bulunmustur. Kiiltiiriin 7. glinline gelindiginde elde edilen canlilik degerleri igerisinde yine
en yliksek olam1 1-2 mm boyutlarinda B-TCP igeren doku iskelelerine ait oldugu
goriilmektedir. 0,5-1 mm ve 1-2 mm boyutlarinda B-TCP iceren yapilarda en yiiksek canlilik
degerleri kaydedilmistir ve 1-2 mm B-TCP igeren doku iskeleleri kiiltiir siiresince hiicre

cogalmasini destekleme yoniindeki iistlinliigiinii korumustur.
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Malzeme Yizeylerinde MG63 Hiicre Proliferasyonu
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Sekil 4.27 Farkli malzeme yiizeylerinde MG63 ¢ogalmasinin zamana bagli degisimi

Hiicre ¢ogalmasi sonuglari elektron mikroskobi goriintiileriyle desteklenmistir. Sekil 4.28’
de paylasilan zamana bagli malzeme yiizeyindeki hiicre davraniglart Alamar mavisi
sonuclartyla biiylik uyumluluk gostermektedir. Elektron mikroskobisi goriintiilerinde
kiiltiirlin ilk gilinlinde hiicrelerin birbirleri ve malzeme ile kurmus olduklar iligkiler olduk¢a
benzerlik gostermektedir. Hiicreler bu asamada heniiz malzemeyi ve igerisinde bulundugu
mikro ¢evreyi tanima asamasindadir. Kiiltiiriin 3. giiniinden itibaren 1-2 mm boyutlarinda -
TCP igeren doku iskelelerinin gozeneklerinde hiicreler genis bir yayilim gostermeye
baslamistir ve diger tiim zaman noktalarinda da 1-2 mm boyutlarinda B-TCP iceren doku
iskeleleri diger malzemelere gore iistiinliik gdstermektedir. Ozellikle kiiltiiriin son giinii olan
14. giin sonuglarina bakildiginda hiicreler iskele yiizeyindeki goézeneklerin neredeyse

tamamuini kapatacak kadar yayilim gostermislerdir.
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PU

PU/0.5-1 mm
B-TCP

PU/1-2 mm
B-TCP

PU/2-4 mm
B-TCP

Sekil 4.28 Farkli malzeme yiizeylerinde MG63 hiicre davraniglarinin zamana bagl
degisiminin taramali elektron mikroskobisi yardimiyla goriintiilenmesi

Kiitlece ayn1 oranda B-TCP igeren PU doku iskelelerinde hiicre iiremesinin ve hiicresel
davraniglarin farklilik géstermesinin B-TCP nin pargacik boyut dagilimindan kaynaklandig:
diistinilmektedir. Malzeme karakterizasyonu kisminda paylasilan verileri yeniden
degerlendirdigimizde; elde edilen malzemelerin elektron mikroskobisi bulgulari
karsilastirildiginda, B-TCP’nin parcacik boyutu arttikga malzeme igerisindeki gozenekler
boyutsal agidan heterojenite gostermeye baslamaktadir. Baska bir deyisle, biiyiik boyutlu
TCP kullanim1 gézenek boyut dagilimini yiiksek oranda etkileyerek birbirinden farkli
boyutlarda gézeneklerin olugsmasina sebep olmakta ve bu durumun gézeneklerin birbiri ile
baglilik durumunu olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir. Bu durum hiicrelerin ekim sirasinda
malzeme ylizeyinde diizglin dagitilamamasina sebebiyet vermektedir ve dolayisiyla kiiltiiriin
ileri asamalarinda hiicre goclinlin engellenmesi, alan kisitlamasina bagli olarak hiicrelerin
apoptoza stiriiklenmesi, besin transportunun sekteye ugramasi gibi durumlarin olusmasina

sebebiyet vermektedir. 1-2 mm ve 0,5-1 mm boyutlarinda B-TCP iceren doku iskelelerinin
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gozenek boyutlarinin diger malzemelere kiyasla nispeten daha yakin oldugu ve
gozeneklerinin agik yapida oldugu diistiniilmektedir. Hi¢ B-TCP icermeyen gruplarda ise
gozeneklerin daha kapali yapida ve daha kiiciik ¢apli oldugu diisiiniilmektedir ve buna bagl
olarak da hiicre liremesinin kisitlanmas1 hem besin hem de alan yetersizligine baglanmaistir.
Dolayistyla malzemelerin ileriki ¢aligmalar i¢in kullanim potansiyeli sinirli bulunmustur.
Ayrica, osteokondiiktif bir malzeme olan B-TCP’nin kemik hiicreleri lizerindeki hiicre
cogalmasin tetikleyici etkisi unutulmamalidir. Buna bagli olarak B-TCP iceren gruplarda

daha yiiksek canliliga rastlanilmasi kaginilmazdir.

In vitro ¢alismalarin genel sonuglarma bakildiginda %40 (a/a) B-TCP ilavesinin tim PU
yapilarinda hiicre c¢ogalmasini, gociinii ve metabolizmasint pozitif yonde etkiledigi
goriilmektedir. Ancak c¢alisma kapsaminda elde edilen bulgulara dayanarak, B-TCP
boyutlarinin nihai malzemenin basarisina etki ettigi ve bunu yiiksek oranda gézenek boyutu

ve dagilimint etkileyerek gergeklestirdigi diistiniilmektedir.

%40 oraninda (a/a) 1-2 mm boyutunda B-TCP igeren PU doku iskelelerine sitotoksisite testi
L929 fare fibroblast hiicreleri (NCTC clone 929, ATTC) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Pasaj 34 halinde siv1 azot ortaminda saklanilan hiicreler hizl1 bir sekilde 37 °C’de ¢oziiliip
%10 FBS (Capricorn), %1 Antibiyotik (Capricorn) ve %1 L-glutamin i¢eren yiiksek glikozlu
DMEM (Capricorn) besiyerinde, 75 cm?’lik flasklar i¢inde, 37 °C’de, %95 O2 ve %5 CO
iceren inkiibatdrde c¢ogaltilmistir. Belirli bir iireme yogunluguna ulasan hiicreler
pasajlanarak 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her kuyucuga 1x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir.

Sitotoksisite analizi  1ISO 10993-2 standardi geregince eliisyon yontemiyle
gerceklestirilmistir. Test edilecek malzemeler 6ncelikle % 70 alkol ile 2 saat boyunca steril
edilmistir. Takiben; ekstraksiyon besiyeri hazirlamak i¢in 0,8 gr malzeme 4 mL serumsuz,
antibiyotiksiz besi ortamina eklenmistir ve 37 °C’de, karbondioksit etiiviinde 24 saat
boyunca bekletilmistir. Filtre edilen ekstraksiyon besiyeri ortamina yukarida bahsi gegen
oranlarda serum, antibiyotik ve L-glutamin katkis1 saglanarak 24 saat kiiltiire edilmis 24
kuyucuklu kiiltiir kabindaki hiicreler ile etkilestirilmistir ve hiicreler 24 saat daha kiiltiire
edilmiglerdir. Calisma kapsaminda ekstraksiyon besiyerinin seyreltilmesiyle farkli
derisimler hazirlanmistir ve sitotoksisite analizi malzeme yogunluguna bagli olarak

gergeklestirilmistir.
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24 saat sonunda hiicrelerin lizerindeki besi ortami atilip, 600 pL serumsuz, antibiyotiksiz
besi ortam1 ve 60 pL MTT (5 mg/mL) ilave edilmistir ve 4 saat inkiibasyona tabi tutulmustur.
Stire bitiminde besi ortami uzaklastirilan kuyucuklara, olugsmus formazan kristallerini
¢ozmek amachh 200 pL. DMSO ilave edilmistir. Takiben, her bir kuyucuktan 100 puL
orneklem alinip 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 570 nm absorbans degerinde okutulmustur
(BioTek, Amerika). Sonuglar; derisime bagl elde edilen absorbans degeri olarak grafige

aktarilmastir.

Calisma sonunda kontrol grubunda bulunan hiicrelerin absorbans degeri 0,323+0,027 olarak
kaydedilmigken, %100 konsantrasyonda 0,277+0,004 olarak kaydedilmistir. En yiliksek
malzeme konsantrasyonuna sahip besi ortaminda inkiibe edilmis hiicrelerde, kontrol grubu
%100 kabul edildiginde, %85,75 canlilik gézlenmistir. ISO-10993 standardina gore, hiicre
canlilif1 %70’in altinda bulundugunda malzemeler toksik olarak nitelendirilebilir. Bu tez
calismasi kapsaminda goriilen yaklasik %86 hiicre canliligi iiretilen malzemelerin toksik

olmadigini gostermektedir.
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Sekil 4.29 Caligsma kapsaminda tiretilen PU/1-2 mm B-TCP (%40 a/a) doku iskelelerinin
doz bagimli sitotoksisite grafigi
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5 SONUCLAR

Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

Yiik tagima potansiyeli nedeniyle, poliliretandan hazirlanan doku iskeleleri sert doku
onarimi i¢in biiyiik dnem tasimaktadir. Bu polimerler yumusak ve sert segmentlerden
olusurlar. Sert segmentler diizosiyanatlardan olusurken, poliliretan yapisinin
yumusak segment kismin1 genellikle diollar olusturur. Sentezlenecek olan polimerin
mekanik Ozellikleri de dahil olmak {izere birtakim 0&zellikler, stokiyometrik
hesaplamalar yoluyla nihai formulasyonu belirlemek amaciyla degistirilebilir. Su,
NCO ve diol gruplarmin tepkimesi sonucu ortaya ¢ikan CO2 miktar1 ile gézenek
olusumu kontrol edilebilir [65]. Bu c¢alismada, stokiyometrik oranlar istenilen
gozenekli yapt ve mekanik dayanim goz Oniine alinarak belirlenmis ve poliiiretan
yapisina farkli partikiil boyu (0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4mm) ve farkli yiizdelerde
(%20, %30 ve %40 (a/a)) B-TCP partikiilleri eklenerek olusturulan kompozit doku
iskelelerinin istenilen o6zellikleri karsilama durumu ve B-TCP boyutunun ve

yiizdesinin bu 6zelliklere etkisi incelenmistir.

p-CT analizi sonucunda toplam gozeneklilik ve agik gézeneklilik ylizdeleri sirasiyla
B-TCP icermeyen poliliretan doku iskelesinde %71,19 ve %71,19, 0,5-1mm
boyutunda B-TCP partikiilleri iceren doku iskelesi i¢in %94,05 ve %94,03, 1-2mm
boyutunda B-TCP partikiilleri i¢eren doku iskelesi i¢in %96,20 ve %95,75, 2-4 mm
boyutunda B-TCP partikiilleri iceren doku iskelesi i¢in ise %90,88 ve %90,85 olarak
bulunmustur. Bu oranlar, gozeneklilik oran1 ortalama %50-90 arasinda degisen
trabekiiler kemigin gozenek oraninin iist sinirindadir [66]. Ayrica elde edilen oranlar,
benzer bir calismada arastirilan ve yaklagik% 46'lik bir oranla verilen bir
PU/hidroksiapatit gézenekli yapistirici  tarafindan elde edilen gozeneklilik
derecesinin ve yine benzer bir ¢alismada %30 (a/a) oraninda nano-hidroksiapatit
iceren ve gozenek orani %80 olarak verilen politiretan kopiik yapisinin ve bir diger
calisma ile gelistirilen Bioglass® iceren ve gozenek orani %70 civarinda verilen
biyobozunur politiretan kompozit doku iskelesinin gozeneklilik derecesinin
tistiindedir [67-69].
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u-CT analizi sonuglari poliiiretan/B-TCP doku iskelelerinin gézeneklerinin tamamen
acik ve birbiriyle baglantili bir yapiya sahip oldugunu, B-TCP partikiillerinin yap1

icindeki homojen dagilimin1 géstermektedir.

u-CT analizi sonuglarinda elde edilen toplam gozenek ve agik gozenek yiizdeleri
gruplar arasinda karsilastirildiginda poliiiretan yapisina 3-TCP eklenmesinin toplam
gozenek miktarin1 Oonemli Ol¢lide arttirdigi, B-TCP boyutunun ve yiizdesinin
artmasinin da gdzenek miktarini arttirdigi sonucuna varilmistir. Bu calismada
gelistirilen maddelerin gozenekli yapis1 goézenek olusumu icin gereken suyun

stokiyometrik hesaplamalarina baglanabilir.

SEM analizi sonuglart incelelendiginde poliiiretan/B-TCP doku iskelelerinin p-CT
sonugclari ile uyumlu olarak oldukca gbzenekli ve bu gézeneklerin acik yapiya sahip
oldugu, B-TCP partikiillerinin olduk¢a homojen bir dagilim gosterdigi tespit
edilmistir. Inorganik ve organik faz birbiri ile entegre olmus durumda gozlenmistir.
SEM goriintiileri ile yapinin morfolojisinin doku iskelesi olarak kullanima uygun
oldugu kanitlanmistir. Ayrica elde edilen doku iskelelerinin morfolojik yapist benzer
calismalarda gelistirilen politiretan kopiik kompozit yapilarinin tipik morfolojik

yapist ile de tutarlilik géstermektedir [68-70].

Hazirlanan doku iskelelerinin kimyas1 ve igerigindeki safsizliklarin tayini i¢in
yapilan FTIR analizi sonuglarma gore; son iiriinde iiretanin 1217 cm™, fosfatin ise
1060 cm™” de pik vermesi, diizosiyanat ve kaprolakton monomerine 6zgii piklere
rastlanmamasi polimerizasyonun yiliksek verimde gergeklestiginin ve istenilen
malzemenin elde edildiginin gostergesidir. FTIR spektrumlarinda 3000-3500 cm™
band: —~NH, 2700-3000 cm™ band1 —CHz ve ~CH gruplarinin varligmin gostergesidir.
1625 cm™’de poliiiretan kimyasal yapisinda bulunan amid gruplarindaki hidrojen
baglarina ait pikin goriilmesi ve 1700-1740 cm™ bandinda —iiretan yapisinda bulunan
C=0 gruplarina ait pikin goriilmesi istenilen poliiiretan yapisinin sentezlendiginin
diger gostergelerindendir. Elde edilen pik degerleri literatiir ile karsilagtirilmis ve

tutarli bulunmustur [70-72].
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0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm partikiil boyutlarinda B-TCP igeren Poliiiretan/B-TCP
kompozit yapilarma ait 'H-NMR spektrumlar1 incelendiginde sirasiyla kimyasal
kayma degerleri 6 = 6,95, 7,02 ve 7,10 olan pikler aromatik bir yap1
disiindiirmektedir. 6 =1,55, 1,45 ve 1,43 noktalarinda goriilen piklerin aromatik
yapinin arasinda kalan metilen grubuna ait kimyasal kaymanin degerleri oldugu,
0=4,11, 4,10 ve 4,26 noktalarinda goriilen kimyasal kaymalarin aromatik amin
grubuna ait protonlarmin kimyasal kaymasi oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla
elde edilen bu pik degerlerinin poliliretanin aromatik sert segment kismina ait
degerler oldugu sonucuna varilabilir. Poliol kisminin en distaki homolog metilen
protonlarinin kimyasal kaymasinin 6 =3,70, 3,67 ve 3,68 orta kisminda yer alan
metilen protonlarinin kimyasal kaymasiin ise 6 =2,31, 2,33 ve 2,30 oldugu
Ongoriilmiistiir. Bu pik degerlerinin poliliretanin yumusak segment kismina ait
kimyasal kayma degerleri oldugu diisiiniilmektedir. Elde edilen bu kayma degerleri

literatiirde yer alan degerlerle karsilastirilmis ve tutarli bulunmustur [73].

Politliretan/seramik kompozit yapilarinin termal davranisini incelemek amaciyla
yapilan DSC analizi sonucunda 0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm partikiil boyutlarinda
B-TCP igeren Poliiiretan/B-TCP kompozit doku iskelelerinin Tg degerleri sirasiyla
67,13 °C, 66,80 °C ve 64,10 °C olarak bulunmustur. Analiz sonucu elde edilen DSC
diyagramlari incelendiginde endotermik pikler elde edilmis ve yalnizca tek bir camsi
gecis sicakligr Tg gozlenmistir. Grafiklerde gbzlenen Tg degerlerinin politliretanin
sert segment kismina ait oldugu, yumusak segment kismina ait degerin ise sert
segmente ait camsi gecis sicakligma gore ¢ok kiiciik olmasi sebebiyle tespit
edilemedigi diisliniilmektedir. Elde edilen bu degerler sentezlenen poliiiretan
yapisina bagli olarak sert segment kismina ait camsi gegis sicakligi genel olarak 30-
110 °C, yumusak segment kismina ait camsi gegis sicakligi ise (-80°C)-(-50°C)

araliginda verilen literatiirde verilen degerler ile de tutarlilik gostermektedir [74].

Poliliretan tabanli doku iskelesi adaylarinin mekanik dayanimini belirlemek
amaciyla yapilan basma testi sonuglari incelendiginde elde edilen elastik modiiliis
degerleri 3,21-13 MPa araliginda bulunmustur. Elde edilen bu degerler benzer bir
calismada arastirillan ve elastik modiilis degeri 271 kPa olarak verilen

PU/hidroksiapatit gozenekli doku iskelesine ait elastik modiiliis degerinin ve bir
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diger benzer calismada gelistirilen agirlikca farkli yiizdelerde flor/hidroksiapatit
iceren ve elastik modiiliis degerleri 270-780 kPa araliginda verilen poliiiretan
nanokompozit doku iskelelerinin elastik modiilis degerlerinin ¢ok iistiindedir
[68,75]. Yine bu degerler basma dayanimi ve elastik modiil degerleri sirasiyla 20-
400 kPa ve 10-2000 kPa olarak verilen ticari poliliretan kopiikk kemik ikame
maddelerine ait basma daymimi degerlerinin de oldukea iistiinde bulunmustur [76].
Ancak bu degerler elastik modiiliis degeri 50-100 MPa arasinda degisen insan
trabekiiler kemiginin elastik modiiliis degerlerinin altindadir [71]. Doku iskelelerinin
mekanik dayaniminin kemigin elastik modiiliis degerlerine kiyasla daha az olmasinin

doku iskelelerinin yiiksek gézenekli yapisindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Agirlikga %20, %30 ve %40 oraninda ve farkli boyutlarda (0,5-1 mm, 1-2 mm, 2-4
mm) B-TCP igeren PU doku iskelelerine yapilan basma testleri sonucu elde edilen
elastik modiiliis degerleri karsilastirildiginda elastik modiiliis degeri en yiiksek olan
grubun 1-2 mm partikiil boyutunda %40 oraninda B-TCP igceren grup oldugu
goriilmiistiir. Ayrica doku iskelelerine ait akma dayanimlari karsilastirildiginda 0,5-
1 mm ve 1-2 mm % 40 oraninda B-TCP igeren doku iskelelerinin en yiiksek akma
dayanimina sahip oldugu gozlenmistir. Elde edilen bu degerler B-TCP oranini
artirmanin malzemenin mekanik dayanimini arttidigini gosterirken en yiiksek -TCP
boyutunun (2-4 mm) malzemenin kirilganligini arttirarak mekanik 6zellikleri
olumsuz etkiledigini gdstermektedir. Elde edilen bu sonug literatiirde benzer bir
caligmada gelistirilen ve %35, %10 ve %20 (a/a) oranlarinda flor/hidroksiapatit
partikiilleri igceren poliliretan nanokompozit doku iskelelerinin igerdigi
flor/hidroksiapatit partikiil orani arttikga basma dayaniminin arttig1 sonucuna varilan

calisma ile de benzer bir sonu¢ vermistir [75].

Poliliretan kemik yapistiricisinin  kemige yapisma mukavemetini belirlemek
amaciyla yapilan ¢ekme testi sonucu yapistiricinin ¢ekme dayanimi 1,34 MPa
bulunmustur. Elde edilen bu deger benzer bir ¢alismada gelistirilen poliiiretan
tabanli hidroksiapatit iceren nanokompozit ve hidroksiapatit igermeyen poliliretan
kemik yapistiricilart igin sirasiyla 0,60 ve 0,80 MPa olarak verilen g¢ekme

dayanimlarinin tistiindedir [ 77]. Ayrica bu deger ticari {liriin olarak kullanilan bir iiriin
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olan ve ¢ekme dayanimi 0,40-0,60 MPa araliginda verilen Kryptonite® isimli iiriine

ait cekme dayaniminin da iistiindedir [79].

Agirlikga %20, %30 ve %40 oraninda ve farkli boyutlarda (0,5-1 mm, 1-2 mm, 2-4
mm) B-TCP igeren PU doku iskeleleri arasindan farkli boyutlarda en yiiksek B-TCP
oranina sahip malzemeler segilerek in vitro ortamda gergeklestirilen hiicre kiiltiirti
calismalarinda doku iskelelerine MG63 osteosarkoma hiicre hatti ekilerek Alamar
Mavisi yontemi ile kiiltirtin 1., 3., 7., ve 14. giinlerinde hiicre canlilig1i ve
proliferasyonu tayin edilmistir. Calisma sonucunda elde edilen iireme grafigi
incelendiginde, hiicre ekiminden 24 saat sonra gergeklestirilen canlilik analizi tiim
malzemelere neredeyse esit oranda hiicre ekimi gergeklestirildigini dogrulamistir.
Takiben, 3. giinde gergeklestirilen canlilik analizi sonucunda 1-2 mm boyutlarinda
B-TCP iceren doku iskelelerinde en yiiksek canlilig1 gériilmiistiir. Yine ayni zaman
noktasinda 0,5-1 mm boyutlarinda B-TCP igeren iskelelerdeki canlilik da 1-2 mm
B-TCP igeren gruba yakin bulunmustur. Kiiltiiriin 7. giiniine gelindiginde elde edilen
canlilik degerleri igerisinde yine en yiiksek olan1 1-2 mm boyutlarinda B-TCP igeren
doku iskelelerine ait oldugu goriilmektedir. 0,5-1 mm ve 1-2 mm boyutlarinda p-
TCP igeren yapilarda en yiiksek canlilik degerleri kaydedilmistir ve 1-2 mm B-TCP
iceren doku iskeleleri kiiltiir siiresince hiicre ¢ogalmasini destekleme yOniindeki

Uistiinlligiinii korumustur.

Kiitlece ayn1 oranda B-TCP iceren PU doku iskelelerinde hiicre liremesinin ve
hiicresel davraniglarin  farklilik  gdstermesinin = B-TCP’nin  parcacik boyut
dagilimindan kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Malzeme karakterizasyonu kisminda
paylasilan verileri1 degerlendirdigimizde; elde edilen malzemelerin elektron
mikroskobisi bulgular karsilastirildiginda, B-TCP’nin pargacik boyutu arttikca
malzeme icerisindeki gdzenekler boyutsal acgidan heterojenite gostermeye
baslamaktadir. Bagka bir deyisle, biiyiik boyutlu TCP kullanim1 gézenek boyut
dagilimim yiiksek oranda etkileyerek birbirinden farkli boyutlarda gdzeneklerin
olusmasina sebep olmakta ve bu durumun gézeneklerin birbiri ile baglilik durumunu
olumsuz etkiledigi diistiniilmektedir. Bu durum hiicrelerin ekim sirasinda malzeme
yiizeyinde diizglin dagitilamamasina sebebiyet vermektedir ve dolayisiyla kiiltiiriin
ileri asamalarinda hiicre gociiniin engellenmesi, alan kisitlamasina bagli olarak
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hiicrelerin apoptoza siiriiklenmesi, besin transportunun sekteye ugramasi gibi
durumlarin olugmasina sebebiyet vermektedir. 1-2 mm ve 0,5-1 mm boyutlarinda
B-TCP igeren doku iskelelerinin gozenek boyutlarinin diger malzemelere kiyasla
nispeten daha yakin oldugu ve gézeneklerinin agik yapida oldugu diisiiniilmektedir.
Hig¢ B-TCP igermeyen gruplarda ise gdzeneklerin daha kapali yapida ve daha kiigiik
capli oldugu diistiniilmektedir ve buna bagli olarak da hiicre liremesinin kisitlanmasi

hem besin hem de alan yetersizligine baglanmstir.

In vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 sonucunda elde edilen hiicre canliligi sonuglari
gruplar arasinda karsilastirildiginda B-TCP iceren gruplarda daha yiiksek canliliga
rastlanmistir. Bu durum, osteokondiiktif bir malzeme olan B-TCP’nin kemik

hiicreleri iizerindeki hiicre ¢ogalmasini tetikleyici etkisinin kaginilmaz sonucudur.

In vitro ¢alismalarin genel sonuglarina bakildiginda %40 (a/a) B-TCP ilavesinin tim
PU yapilarinda hiicre ¢ogalmasini, gociinii ve metabolizmasini pozitif yonde
etkiledigi goriilmektedir. Calisma kapsaminda elde edilen bulgulara dayanarak,
B-TCP boyutlarinin nihai malzemenin basarisina etki ettigi ve bunu yiiksek oranda

gozenek boyutu ve dagilimini etkileyerek gerceklestirdigi diisiiniilmektedir.

%40 oraninda (a/a) 1-2 mm boyutunda B-TCP igeren PU doku iskelelerine
sitotoksisite testi ISO 10993-2 standardi geregince eliisyon yontemiyle 1.929 fare
fibroblast hiicreleri kullanilarak gerceklestirilmistir. En yiiksek malzeme
konsantrasyonuna sahip besi ortaminda inkiibe edilmis hiicrelerde, kontrol grubu
%100 kabul edildiginde, %85,75 canlilik gbzlenmistir. ISO-10993 standardina gore,
hiicre canliligt  %70’in altinda bulundugunda malzemeler toksik olarak
nitelendirilebilir. Sitotoksisite testi sonucu goriilen yaklasik %86 hiicre canliligi

tiretilen malzemelerin toksik olmadigin1 géstermektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda gelistirilen poliliretan kemik yapistiricis1 ve farkli
partikiil boyutu (0,5-1 mm, 1-2 mm ve 2-4 mm) ve agirlik¢a farkli yiizdelerde (%20,
%30 ve%40) B-TCP igeren PU/B-TCP kompozit doku iskelelerine ait yukarida
verilen analiz sonuglar1 dogrultusunda gelistirilen kemik yapistiricisinin adezyon

Ozellikleri bakimindan belirlenen amag ve hedeflere uygun oldugu tespit edilmistir.
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Hazirlanan doku iskeleleri gozenek yapisi, gozeneklilik orani, biyouyumluluk gibi
Ozellikler bakimindan olduk¢a uygun bulunurken mekanik dayanim bakimindan
literatiirde yer alan poliliretan ¢alismalarina gore oldukca yiiksek sonuglar vermis
ancak hedef kemik dokusunun mekanik dayanim degerlerine gore diisiik
bulunmustur. Ayrica poliliretan yapisina eklenen B-TCP yiizdesi arttikca doku
iskelelerinin mekanik dayanimin arttig1 gézlemlenirken, 1-2 mm partikiil boyutunda
%40 (a/a) B-TCP igeren doku iskelesinin en yiiksek mekanik dayanimi gosterdigi
tespit edilmistir. 0,5-1 mm %40 (a/a) B-TCP iceren grupta yakin sonuglar elde
edilmesine ragmen en yiiksek partikiil boyutunda (2-4 mm) mekanik dayanimin

diistigii gdzlenmistir.

Mekanik dayanimin hedef kemik dokusu degerlerine gore diisik bulunmasinin
sebebi olarak kullanilan suyun stokiyometrik oraninin gézenek miktarini ¢ok fazla
arttirdigi ve buna bagh olarak da malzemenin mekanik dayanimini distirdiigi
distintilmektedir. Ayrica biiyilkk boyutlu B-TCP kullaniminin gézenek boyut
dagilimimi yiikksek oranda etkileyerek birbirinden farkli boyutlarda gézeneklerin
olusmasina sebep oldugu ve bu durumun gozeneklerin birbiri ile baglilik durumunu
olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir. Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda ileride
yapilacak ¢aligmalarda; mekanik dayanimi arttirmak amaciyla su miktari, NCO ve
diol gruplart ile yapilacak hesaplamalar ile reaksiyon sirasinda iiretilecek CO2
yardimiyla gézenek yapisi ayarlanabilir. Ayrica farkli NCO ve diol gruplarina sahip
izosiyanat ve poliol’ler kullanilarak farkli oranlarda sert segment ve yumusak

segment igeren poliiiretan yapilar elde edilerek de mekanik dayanim arttirilabilir.

Bugiin tipta kemik stabilizasyonu i¢in implant, vida veya plak kullanim1 gibi pek ¢cok
yontem bulunmaktadir. Ancak bu yontemlerin yeni kiriklara neden olma, ¢evre
dokulara zarar verme veya yerlestirilecekleri bolge ile uyum saglamama gibi
dezavantajlar vardir. Ozellikle diizensiz yiizeyli kiriklar veya gok parcali kiriklar
gibi kirik tipleri i¢in klinikte kullanilan mevcut yontemlerin dezavantajlar1 dikkate
alindiginda sert doku yapistiricilarina ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu bakimdan bu tez
caligmas1 kapsaminda hazirlanan poliiiretan kemik yapistiricisi ve bunlari igeren
kompozit kemik greft materyallerinin (doku iskeleleri) nihai bir iiriin formuna

doniisebilme ve klinikte 6nemli bir tibbi ihtiyaci karsilama potansiyeline sahiptir.
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Ayrica yiik tastyan bolgeler igin ise bu ¢aligmada gelistirilen kemik yapisticisinin
mekanik dayanim 6zelliklerini arttiracak formiilasyonlar gelistirilmesiyle yenileyici
tip alaninda pek cok endikasyonda kullanim potansiyeli olabilecek yenilikei

malzeme gelistirme ¢alismalarina biiyiik katkis1 olacaktir.
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