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OZET:

OSTEOKONDRAL KEMIK DEFEKTLERININ TEDAVISINDE COK KATLI (PLLA/
SELULOZ/ CHITIN) YAPI ISKELELERININ GELISTIRILMESI

Diler ERDEMLI

Dokuz Eyltl Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii

Biyomekanik Anabilim Dali

35340 Inciralt/Izmir

Son yillarda, diinyada doku kayiplar1 ve organlarin iflas etmesi gibi saglik sorunlari
artmaktadir. Bu gibi saglik sorunlar1 olan hastalar, organ transplantasyonu, cerrahi yontemler
veya medikal cihazlarla tedavi edilmeye ¢aligilmaktadir. Son gelismeler arastirmacilari hiicre
bazinda, biyoloji ve miithendisligin birlestigi, in vitro kosullarda yaptiklar1 ¢calismalarla, doku
fonksiyonlarint onarmak, korumak ve gelistirmeyi amacglayan bir alan olan ‘doku
miihendisligi’ ne yoneltmistir.

Bu hiicresel tedavi yaklasimi, izole edilmis hiicrelerin (genellikle kok hiicrelerin) ex
vivo sartlarda {i¢ boyutlu hiicre dig1 matriks molekiilleriyle benzerlik tasiyan yap1 iskeleleri
(scaffold) iizerinde 6zel diizenleyici sartlar altinda yeniden farklilagtirilarak ¢ogaltilmalar1 ve
organoid adi verilen yeni doku benzeri hibrit olusumlarin hastaya geri nakledilmesi prensibine
dayanmaktadir. Bu ozelliklere sahip yapi iskelelerinin (scaffoldlarin) kullanimiyla, deri,
kikirdak, bag ve tendon, kemik, kiigiik ¢apl vaskiiler greftler, mesane ve cerrahi yamalar gibi
cesitli dokularin gelistirilmesine yonelik uygulamalar ve kapsamli denemeler yapilmaktadir.
Yap1 iskelesi mimarisinde yeni hibrit modellemelerinin gelistirilmesiyle 6zellikle ortopedi
alaninda ihtiya¢ duyulan doku modelleri olusturulmustur.

Ortopedi alaninda travma ve eklem hasarlari, subkondral kemikte ve kikirdak eklem
yiizeyinde sik sik yapisal hasarlara yol agmaktadir. Bu bdlgede olusan doku hasarlarinin

tamiri i¢in de, bu gecis sathasini taklit edebilen yapi iskeleleri olugturulmalidir.

Anahtar Sozcikler: Osteokondral Defekt, Sandvi¢ Yapi Iskelesi, Kemik - Kikirdak Hiicresi



ABSTRACT:

IMPROVEMENT OF MULTI-LAYER SCAFFOLDS (PLLA/CELLULOSE/CHITIN)
FOR TREATMENT OF OSTEOCHONDRAL BONE DEFECTS
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In recent years, loss of tissue and bankruptcy of the organs are increasing health
problems in the world. Patients which have theese health problems have been tried to treat by
organ transplantation, surgical procedures and medical devices. Recent developments led the
researchers to the tissue engineering which is study about the functions of tissue repair,tissue
protect and cell based tissue develop.

This cellular treatment approach, based on placing the cells onto the scaffolds under the
special regulatory conditions and when the cells re-differentiated and proliferated, tissue-like
structure transported back to the patient again. Using the scaffolds which have theese features,
applications and experiments for the development of several tissues such as skin, cartilage,
ligaments and tendons, bone, small vascular grefts and surgical patches ,carried out. With
developing new hybrid scaffolds in scaffold architecture, new tissue models created for
orthopedia.

Orthopedic trauma and joint damage often leads to structural damage on articular
surface of the subchondral bone and cartilage. For the repair of tissue damage in this region,

scaffolds should be establish which can mimic the transition phase.

Keywords: Osteochondral Defects, Sandwich Scaffold, Bone and Cartilage Cells



1. GIiRIiS ve AMAC:

Travma ve eklem hasarlari, subkondral kemikte ve kikirdak eklem yiizeyinde sik sik
yapisal hasarlara yol agmaktadir. Kemik dokusunun epifiz plagindan diyafiz plagina gegiste,
kikirdak dokudan kemik dokusuna dogru bir gecis sathas1 gozlenmektedir. Bu bolgede olusan
doku hasarlarinin tamiri i¢in de, bu gegis safthasini taklit edebilen yap1 iskeleleri (scaffold)
olusturulmaktadir. Bu yap1 iskeleleri farkli fakat entegre tabakalarin kombinasyonu ile
kemigin ve kikirdagin yerini tutabilmekte ve gelistirilen kompozit materyal, kikirdak ve
kemik dokusunun formasyonunu farkli tabakalarda destekleyebilmektedir. Bu dizaynlar,
osteokondral defeklerde kikirdak ve kemik rejenerasyonunda ki farkli gereksinimlerin teshis
edilmesi esasina dayanir. Bu sandvi¢ yap1 iskelesi modelleri ile, yapi1 iskelesi {izerine hibrit

tabakalar olusturulmasi kemik defektlerinin tedavisine alternatif olmaktadir.

>, Growth
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Mechanical properties
Bioreactor< Ggaffold — Biocompatibility/cell affinity

N Architecture

mﬁ,o\ Scaffold guide/ stmulate
\ cu Iturrijng/ Cell attachment/proliferation/differentiation

In vivo
regeneration

Degradation/ resomption
Tissue growth/ adaptation

Sekil-1 Doku miihendisliginin genel prosesi. Yapi iskelesindeki hiicreleri, in vitro ortamdaki

kaltird ve in vivo daki gelisimi gostermektedir. (Liu ve ark., 2007, p. 1052.)

Ug boyutlu biyomalzeme yap1 iskeleleri, hiicreler i¢in baglanma substrati olarak hizmet
etmektedirler.Skafoldlarin mimari yapisiyla, kimyasal ve biyolojik ozelliklerinin, hiicre
canliliginin korunmasinda, morfogenezinde ve hiicresel islevlerin temin edilmesinde 6nemi

blyuktdr.



Bu yapilar, viicudun belirli bir bolgesine hiicrelerin naklinde bir aktarim araci olarak
tasarlanmakta, ayrica insa edilen yeni doku organoidinin, yeterli diizeyde mekanik biitiinlige
ulagana kadar gececek siire i¢erisinde in vivo mekanik etkilere dayanmasini saglamaktadirlar.
Gegici hiicre dis1 matriks olarak hizmet veren bu yapilarin bilesimi, hiicre adezyon peptidleri,
biliylime faktorleri gibi islevsel molekiillerle zenginlestirilebilmektedir.

Kikirdak doku miihendisligi alaninda giiniimiizde, ¢ogunlukla diz eklem kikirdag:
rejenerasyonuna yonelik olarak gelistirilmis ¢esitli doku miihendisligi {irlinleri bulunmaktadir.
Temel olarak islem, saglikli kikirdak dokudan alinan biyopsinin, enzimatik olarak
ayristiritlmasi sonucu elde edilen az sayidaki otolog kondrositin, kolajen veya biyobozunur
sentetik polimer yapi iskeleleri igerisinde, in vitro kiiltiir sartlarinda, sayilarinin artirilarak {ig
boyutlu artikiiler kikirdak benzeri bir dokuya doniistiiriilmesi ve hastaya geri nakledilmesi
prensibine dayanmaktadir.

Kemik rejenerasyonu alanindaki ilk klinik denemeler, mezenkimal kok hiicrelerin
biyoseramik veya kompozit skafoldlar i{izerinde ¢ogaltilmasi ile, ¢ene kemigi doku
mithendisliginde uygulanmistir. Bu yaklasim daha sonra, osteoblastlarin yeterince
cogalmalarimi engelleyen, kemiklerin biikiilmesi ve kolayca kirilmasi ile sonuglanan genetik
hastalik “osteogenesis imperfecta”’da denenmis; bu amagla ultraporoz beta-trikalsiyum fosfat
skafoldlar1 kullanilmigtir. Kemik tiimor dokulari i¢in de degerlendirilen bu islemde, kazinan
timor dokusu ile, tizerinde mezenkimal kdk hiicrelerin ¢ogaltildig1 biyoseramik skafoldlar yer
degistirilmisgtir.

Kemikte kullanilacak olan skafoldlar i¢in resorbe olma ozelligi aranirken, kikirdak da
kullanilacak skafoldlar i¢in resorbe olmayan materyal se¢imi soz konusudur.

Skafoldlar i¢in segilecek ideal madde, hasarli dokunun tamiri i¢in gerekli olan biiyiime
faktorii almaclariyla segici olarak etkilesime girebilmelidir. Skafoldlar ,hedef hiicrelerin
hasarli bolgeye gbo¢ etmesinde Onciiliik edebilir, hiicreleri gelismeleri ve farklilagsmalari
yoniinde uyarabilirler.

Doku {iiretimi, materyal yiizeylerinde gergeklesecegi igin, yapilan ¢aligmalar, dncelikle
yiizeyinde hiicrelerin iireyebilecegi ¢esitli destek malzemelerin gelistirilmesi ve daha sonra bu
yiizeylerde hiicrelerin iiretilerek {i¢c boyutlu doku 6zelliginin kazandirilmasi seklindedir. Bu
konuda 6nemli diger bir nokta, caligmalarda kullanilan polimerik destegin parcalanma hizidir.
Ideal durum, hiicreler iirerken yapinin da par¢alanmasidir. Ornegin, poli (laktik asit-glikonik
asit) (PLGA) kopolimeridir ve laktik asit/glikonik asit miktarlar1 ayarlanarak istenilen

parcalanma hizina ulagilmasi miimkiin olmaktadir.



Destek biyomateryal, genellikle sentetik ya da dogal kdkenli bir polimerik maddedir.
Sentetik polimerlerin ucuzluklari, islenebilme kolayliklar1 ve gesitli 6zelliklerinin (6rnegin
mekanik 0zellik, bozunma hizi, hirofobisite, vb.) iyilestirilebilmesi gibi avantajlar1 vardir.
Dogal polimerler ise, biyolojik cevreyle yiiksek uyumluluk (biyokompatibilite)
gostermeleriyle dikkat cekerler. Son yillarda yapilan arastirmalarda bu iki polimerik yapinin
avantajlarindan birlikte yararlanmak {izere yeni sentez yOntemlerinin bulunmasina
calisilmaktadir.

Kemigin yeniden modellenmesi dokuya yanit siiresince uygulanan kuvvete gore
incelenebilir (1). Osteoblast formasyonunun artigina paralel olarak kemik formasyonu
gergeklesmektedir. Kortikal kemikte yeniden modellenme islemi, ¢ogunlukla, osteoklastlarin
harvens kanallarina acgtig1 osteoblastlar tarafindan doldurulan osteonel tiinellerinden meydana
gelmektedir (2,5). Bu kanallar 100-200 pm genisliginde ve 10 mm uzunlugundadir.
Konsellous kemikte ise 60-70 pum derinliginde trabekiiler yiizey boyunca asinma yaratan
osteoklastlar tarafindan gerceklesmektedir.

Osteoblastlar tarafindan yapilan bu kemik formasyonu ozellikle tip-1 kollajen ve
osteopontin, osteokalsin, osteonektin gibi kollajendz olmayan proteinlerin serbest kalmasi ve
sentezi gibi iglemleri igerir (3,5).

Ortopedi alaninda kullamlan biyomateryaller, biyouyumluluk ve biyomekanik kriterleri
acisindan 6nemli bir yer tutmaktadir (4).

Yapilan implant malzemelerin biyokarakteristigi kimyasal kompozisyonuna, yiizey
dokusuna, porozitesine ve sekline olduk¢a bagimlidir. Biyolojik sistemlerin birbiriyle olan
etkilesimini, hiicreler arasi tutunmayr ve adhezyonu sagladigi, dolayisiyla da, hiicre
morfolojisine 6nemli etkileri oldugu i¢in ¢esitli biyomateryaller gelistirilmektedir (5,6). Doku
miithendisliginde metal, biyoaktif seramik ve biyobozulabilen polimer gibi biyolojik ve
sentetik tabanli materyaller kemik-doku yapilanmasinda kemik doku yapi iskeleti olarak
kullanilmaktadir (5,7,8). Biyomateyallerde yiizey 6zellikleri; hiicre adhezyonu, ¢cogalimi gibi
hiicre etkilesimlerinde biiyiilk bir rol oynamaktadir. Birgok sentetik polimerlerin yiizey
karakteristiginin hidrofobik olmasi biyouyumlulugu ters yonde etkilemektedir. Bu yiizden
yap1 iskelet tiretiminde hiicre ¢ogalimini arttiran por boyutu, porozitesi ve yiizey hidrofilitesi
onemli bir rol oynamaktadir (5,8).

Ostekalsin ekspresyonunda ve ALP aktivitesinde osteoblast aktivitesi indikator olarak
gorev yapmaktadir. Tip I kollajen gibi ekstraseliiler matris molekiilleri osteoblast ¢ogaliminda
ve farklilasmasinda temel rol oynamaktadir (9). Kemik doku yap1 iskelet uygunlugu gézenekli

yapt elverigliligine, hiicre ile sentetik materyal arasindaki etkilesimi arttiran yiizey
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modifikasyonuna bagimhidir (5,10,11). Yapilan nano diizeydeki calismalar yapi iskeletlerinin
kemik doku yapilanmasinda tip I kollajenin morfolojik yapisini ¢ok rahat taklit edebilecegini
gostermistir. Ayrica 3-boyutlu bu nano iskeletlerin hiicre ¢ogalimini tetikledigi bilinmektedir
(12). Liu ve ark. hiicre tutulumunun membran karakteristigine gore degistigini, partikiillii
membranlarda porozlu ve yogun membranlara oranla hiicre tutunmasinin daha fazla oldugunu
gostermiglerdir (5,10). Yaptiklar1 partikiilli PLLA membranin iyi bir substrat gorevi de
gorebildigini saptamislardir. Yiizey yapisinin degisimi ile polimer kristalizasyonuda farklilik
gostermektedir. Cok net olmamakla birlikte, kristalizasyon bozunum orammni azaltmaktadir.
Mikro yapmin tasarimi biyolojik ve biyomekanik yapimin yani sira rejenerasyonu da
etkilemektedir (5,13).

Gozenekli mikro yapmin geometrisi, rejenerasyon islemi sirasinda ve sonrasinda,
biyobozulabilen iskelet yapinin mekanik fonksiyonlarinin kontrolii i¢in anahtar bir faktordiir.
Ug boyutlu yapr iskeleti, therapeutic hiicreleri serbest birakmada, hasarli bélgeleri saptamada
ve doku onariminda bir ara¢ olarak kullanilabilir (5,14). Kemik doku miihendisligi, oncii
hiicrelerin farklilagsmasini optimize ederek ve lic boyutlu yap1 iskeleti lizerinde ekstraseliiler
matris (ECM) fonksiyonunu gelistirerek hiicre-materyal yapmmini fonksiyonel olarak
saglamaktir. Iskelet {izerine ekili hiicrelerin iirettigi dogal matrisin, yeni doku yapisi olusana
kadar, ekstraseliller matris gorevi gormesi kemik doku yap1 iskelet tasariminin baglica
amaclarindan biridir. Hiicre popiilasyonu ve matris yap1 iskeleti, hiicre kiiltiiriinii
desteklemede ve implantasyonun dokuya esdeger olmasinda, doku miihendisligindeki 6nemli
yaklagimlardandir (5,15).

THIN SANDWICH

Sekil-2 PLGA/kollajen hibrid yap1 iskelesi dizayninin 3 sematik ¢izimi. Siyah: PLGA
orgiisii; Gri: tip I kollajen siinger yapi.(Dai ve ark., 2010, p. 2142.)

Ideal bir kemik doku yap1 iskeleti hiicre ile uyumlu olmali, hiicreler homojen dagilmali
ve matris sentezine izin vermelidir (16). Osteoblast hiicrelerinin farkli substrat kullanimina

bagimli gelisiminde adezyon biiyiik bir rol oynamaktadir (5,6). MG—63 hucreleri tizerinde
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yapilan bir ¢alismaya gore yizey morfolojisinin hiicre adhezyonunda ve biyimesinde 6nemli
bir faktor oldugu goésterilmistir (10). Kemik doku yapi iskeleti iiretiminde de substratin hiicre
adezyonu, farklilasmasi ve ¢ogaliminda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Nicel yaklagimlar
adhezyonun doku-biyomateryal arasindaki iliskiyi, hiicre morfolojisini ve biyomekanik
ozellikleri etkiledigini gostermistir (5,6).

SANDWICH

Top view

Bottom view

Side view

Sekil-4 3 Farkli Yapidaki PLGA/Kollajen Hibrid Yap1 Iskelelerinin SEM Gériintiileri.
A,B,C:Thin Yapi Iskelesinin Ust Goriiniimii D,G: Semi ve Sandwich Yap1 Iskelelerinin Ust
Gorinimi E,H: Semi ve Sandwich Yapi Iskelelerinin Alt Goriiniimii F,1: Semi ve Sandwich

Yap1 Iskelelerinin Kesitsel Gortinimii (Dai ve ark., 2010, p. 2143.)



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik ve Yapisi:

Kemik ekstraseliiler matris, lif ile birlikte hiicrelerden olusan bir yapidir. Bu
ekstraseliiler matris iki fazdan olusmaktadir (5,17). Kollajen ve glikosaminglikanlardan
olusan osteoidler yani organik faz, kalsiyum fosfattan olusan mineral yani inorganik faz. Lif
yap1 ise kollajenden olugsmaktadir. Cogunlugu tip I, az miktarda da tip III ve Tip VI den
olugan kollajen, kemigin ana bilesenini olusturur. Kemigin %67’sini inorganik bilesenler
(kalsiyum, potasyum, sodyum, magnezyum, karbonat ve fosfat), %33’lnl ise organik
bilesenler olusturmaktadir (18). Farklilasmamis hiicreler olan osteoprogenitor hiicreler, kemik
bicimlenmesini saglayan osteoblastlar, kemik yikimini saglayan osteoklastlar ve hiicre
korunumunu saglayan osteositler kemigi olusturan hiicrelerdir (5,17). Osteoblast ve osteositler
fibroblast ve mezansimal hiicrelerin dnciisii, osteoklastlar ise monosit veya fagosit gibi kan
hucrelerinin oncustdur.

Kemik hiicreleri iki tip doku tretirler; diizenli yonlenmis lameller (sekonder) yap1 ve
rastgele yonlenmis primer yapt (18). Primer kemik (olgunlasmamis kemik); gelisigiizel
kollajen ipliklerden olugmus olup lameller yapiya oranla az mineral igeriklidir. Birbiriyle
agizlasan kemik trabekiillerinden olusmustur. Trabekiillerin aralarinda, igleri kemik iligi ile
dolu labirent gibi diizensiz siingerimsi bosluklar vardir.

Sekonder kemik (olgunlagmis kemik, kortikal kemik); kemik lamellerinden olusmus
lamelli bir yapidir (Sekil-5) (5,17). Diizgiin bi¢imde kollajen iplikler komsu lameldekiler ile
capraz yonde ve spiraller bi¢iminde yerlesmistir. Sekonder kemikte, kemik lamelleri duran
damar kanallar1 etrafinda i¢ ige yerlesmis silindirik birimler olusturmaktadir (18). Bu yapiya
havers sistemi veya osteon denir. Kemiklerin yeniden modellenme islemi havers kanallarinin
(osteon) olusumuna baghdir. iki adimda gergeklesen bu sekillenme isleminde ilk adimda
kemik yikimini saglayan osteoklastlar kiiciik kanallar acar, ikinci adimda ise kan damarlar1 ve
osteoblastlar acilan bu kanallara hiicum eder. Sekonder kemikte havers kanali ve volkman
kanali olmak iizere iki tiirlii damar kanali vardir. Havers kanali, havers sisteminin merkezinde
uzunlamasina yer alan birbirleri ile baglant1 kanallardir. Dikey veya egri yonde seyreden
kanallar ise volkman kanallaridir. Havers kanallari, volkmann kanallar1 araciligryla da stirekli
iligki kurarlar (5). Volkman kanallar1 kemigin periosteumdan ve endosteumuna kadar uzanir
(Sekil-6a, Sekil-6b).

Sekonder kemikten yapilmig kalin duvarli bosluga mediillar bosluk (ilik boslugu) denir

(18). ince bir kompakt kemik tabakasiyla kaplanmis siingerimsi kemik epifizleri, uzun
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kemiklerin giskin u¢ kisimlarini olusturur. Kemiklere bu uzunlugu veren kisimlara ise diyafiz
adi verilir. Kompakt kemikten olusur, sadece kemik iligine bakan yiizeylerde c¢ok az
stingerimsi kemik bulunur. Kemigin dis ylizeyini periosteum adi verilen ylizey olusturur.
Bircok lameller kemigin yigilimi ile bu dis yiizeyde ince kortikal tabakayi sekillendirir.
Kemigin i¢ ylizeyinde ise endosteum yiizey vardir (Sekil-6b). Genelde iki veya ¢ lameller
tabakadan olugmaktadir. Endosteum, ince spikiill formda olup primer osteonlardan olusan

konsellous (spongioz, stingerimsi) kemigi olusturur (5).

Kompakl kemik

—— llik boglugu

Sekil-5 Sungerimsi ve kortikal kemik

(http://www.saglikpark.com/)

Compact Bone & Spongy (Cancellous Bone)

Lacunae containing osteocytes Osteon of compact bone

Lamellas Trabeculae of Spongy

Canaliculi hone
Ostean R e J ’ —= Haversian
; T m canal

Periosteum

Sekil-6a Havers ve Volkman kanallar1
(http://de.wikipedia.org/w/index)


http://www.saglikpark.com/)
http://de.wikipedia.org/w/index)

Siingerimnsi Kemigin
trabekiiler yapisi

Endostemm

— Volkman kanallan

Havers kanallan

' ‘ .ﬁ') Periosteun
‘M g Kan damarlan

Havers sistemi
(Osteon)

Sekil-6b Kemigin i¢yapis1 (http://ocw.mit.edu/OcwWeb/Health-Sciences-and-
Technology/HST-523JSpring-2004/CourseHome/index.htm)

2.1.1 Osteoprogenitor Hiicreler (Oncti Hiicreler):

Kemik dokuda, dogum sonrasinda mitoz boliinme yapabilecek, yapt ve islev
bakimindan geliskin, farklilagmamis hiicre topluluklar1 vardir (5,18). Bu hiicrelere
osteoprogenitor veya osteojenik hticreler denir. Bunlar kemik hiicresi olma yonlinde
kosullanmis mezensim hiicrelerdir (Sekil-7, Sekil-8). Bu hiicreler kemiklerin normal
bliyiimesi sirasinda aktiftirler. Kemikte yaralanma ve kiriklarin iyilesme bolgelerinde ve
kemigin yeniden diizenlenmesi sirasinda aktive edilerek mitozla boliiniip ¢ogalirlar. Cogalan
bu hiicrelerin bir boliimii kemigi olusturan osteoblastlara doniisiir. Osteogenez (kemik yapimi)

durdugunda osteoblastlar da ostooprogenitor hiicrelere doniisebilir (5).

2.1.2 Osteoblastlar:

Kemik olusumundan sorumlu hiicrelerdir (Sekil-7, Sekil-8) (5,18). Osteoblastlar
genellikle endoplasmik retikulum ile gevrelenmis ¢ekirdegi olan kiiboit hiicrelerdir (17).
Osteoprogenitor hiicrelerin farklilagsmasi sonucu olusurlar. Kemik matrisini sentezlerler.
Yuksek metabolik aktiviteye sahip hucrelerdir. Histokimyasal olarak osteoblastlar alkalin
fosfataza duyarl hiicrelerdir. Bu da kemik matrisinde kalsiyum depolanmasini osteoblastlarin
diizenledigini gosterir. Bu hiicreler kemik matrisinin organik kismini yani kollajen fibrilleri,
protoglikanlari, glikozaminoglikan ve glikoproteinleri salgilar. Heniiz kire¢lesmemis olan bu
tiir organik maddeye osteoit denir. Osteoblastlar salgiladiklar1 osteosit i¢inde gomiilii kalir.
Yeni aktif kemik olusumu durdugunda, osteoblastlarin aktiviteleri 6nce yavaslar sonra durur.
Sekilleri yavas yavas degismeye baglar ve ig seklinde hiicrelere doniisiirler. Sonunda da

osteosit haline gecerler (5,18).


http://ocw.mit.edu/OcwWeb/Health-Sciences-and-

2.1.3 Osteoklastlar:

Osteoklast hiicreleri 100pum ¢apinda, elli ¢ekirdekli, kemik iligi kokenli dev hiicrelerdir
(Sekil-7, Sekil-8) (17). Histokimyasal olarak yiiksek lizozim igeriginden anlasilacag gibi asit
fosfataza duyarhidirlar. Kemik rezorbsiyonundan sorumludurlar. Kemigin yeniden bigimlenme
stresince ¢Ozinip cevre dokularca emilmesinden sorumlu bu hicreler, kalsiyumun kemik
dokusundan kana salinmasinda aktif rol oynar. Bu hiicrelerin mekanik olarak yikici ve hatta

yiiksek derecede fagositoz 6zellige sahip olduklari bilinmektedir (5,18).

2.1.4 Osteositler:

Ana kemik hiicresidir ve osteoblasttan gelisirler. Kalsiyaum tuzlarinin birikmesiyle
kireglesmis kemik matrisi i¢inde hapsolan osteoblastlara osteosit denir (Sekil-7, Sekil-8)
(18). Dolayisiyla osteositler, tamamen olusmus kemikte esas hiicrelerdir. Yassi sekilde bir
yapiya sahip bu hiicreler ince stoplazmik uzantilara sahiptirler. Osteositlerin, kemigin diger
hiicre tiplerine doniisebilme 6zelligi vardir. Kemik yikimi sirasinda osteoprogenitor hiicreler

bunlarda osteoblastlara doniisebilir (5).

Sekil-7 Kemik hucreleri (http://www.baileybio.com).


http://www.baileybio.com).
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Sekil-8 Kemik hiicreleri ve dnci hiicreler

(http://www.roche.com/pages/facets/11/ostedefe.htm)

2.2 Yap Iskeleti:

Caligmalarin biiylik bir kismi, biyolojik olarak pargalanabilen kemik doku yap1 iskeleti
ve hidrojeller kullanan, kikirdak doku miihendisligi lizerine yogunlasmistir (19). Bunlar,
kollajen, glikozaminoglikan, hiyalurunik asit, agros, jelatin ve alginat asitlere dayanan, gok
cesitli tabii jeller ve hidrojellerdir (5,15,20,21). Polilaktik, poliglikolit ve bunlarin
kopolimerleri gibi polihidroksiasitler de ¢esitli geometrilerde ii¢ boyutlu yapi iskeletleri
olarak kullanilmaktadir (15). Bunlara ilave alternatif olarak elastomerik poliliretanlar
biyomedikal miihendisliginde idealdir. Yap1 iskeletinde kimyasal kompozisyonlarin {iretimi,
mekanik Ozellikleri, elastikligi, dayanikliligi belirlemede ©nemli bir faktordiir. Son
zamanlarda yapilan arastirmalar (5,22), kalsiyum fosfat kemik doku yap1 iskeletlerinin doku
mithendisligi i¢in daha faydali olabilecegini ve polimer-alginat kompozitlerin kikirdak ve
doku miihendisliklerinin her ikisi i¢in de hibrid jel/kemik doku yapi iskeletleri olarak
Onerilebilecegine isaret etmektedir.

Genellikle osteoblast kiiltiiriindeki PLLA substratlar1 yogun ve diiz ylizey morfolojisine
sahiptirler (10). PLLA, toksitesi olmayan ve biyobozulabilen 6zelliginden dolayi, kemik
rejenerasyonunda ve iyilesiminde, hiicre adhezyonunda ve biiyiimesinde tercih edilebilir
ozellige sahiptir (Sekil-9). Yinede hizli bozunmasi, bozunurken asidik 6zellik gostermesi ve
hidrofobik olmasi zayif 6zelliklerindendir (5,23). Iki gesit biyobozulabilen polimer vardir:
natiirel tabanli nigasta, aljinat, chitin/chitosan, hyaluronik asit tiirevleri gibi polisakkaritler ve

lignoselulozik gibi takviye elemanlar olan biyofiberler (5,24,25). Hidroksiapatit/kollajen
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kompozit kemik doku yap1 iskeleti genis 6l¢iide ¢aligma alanina sahiptir. Cilinkii hidroksiapatit
ve kollajen kemikte bulunan dogal komponentlerdir (23). Fakat mekanik 6zellikleri normal
kemikten daha disiiktiir. Ayrica, kemik doku yap1 iskeleti bozunumu stiresince kompresif
yiiklerde hizli bir diistis gosterir. Dolayisiyla bu tiir kemik doku yap1 iskeleti 40 mm tistiindeki
bozunmalari tamir etmekte olduk¢a zorlanir (5).

Caligmalar, ii¢ boyutlu kemik doku yapi iskeleti ile iki boyutlu hiicre kiiltiirii
aragtirmalarimin farkli oldugunu gostermistir. Osteoblast hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 igin ii¢
boyutlu tip I kollajen matrisi iyi bir biyolojik yap1 olabilmektedir (17). Ciinkii tip I kollajen,
kemikteki ekstraseliiler matrisin 6nemli bir organik komponenti olup osteoblast fenotip
ekspresyonunda etkin bir rol oynamaktadir. Ayrica osteogenik farklilasma ve
mineralizasyonunda tesvik edicidir (26,27). Bozunma orani, patojen iletimi ve mekanik
ozelliklerin kontrolii agisindan, tip I kollajen, doku yapilanmasinda kilit bir rol oynamaktadir
(5,12).

Kollajen, bir¢ok dokunun, temel ECM bilesenidir ve lifli yapisinin hiicre
baglanmasindaki 6nemi uzunca bir siiredir bilinmektedir (28,29). Yiizeyi muamele gérmiis bir
kemik doku yap1 iskeletinin elde edilmesi iki adimda gergeklesir: iiretim ve yiizey degistirme
(5,28). Bununla birlikte, mevcut yiizey degistirme metotlarinin biiyiikk bir bdliimiiniin {ig-
boyutlu kalin yapr iskeletlerine uygulanmasi oldukga zordur. Bu durum, hem verimde diisme
hem de istenmeyen mekanik Ozellik degisimlerine sebebiyet verebilir. Bu yizden, tip |
kollajenin, kemik doku miihendisliginde kemik doku yap1 iskeleti olarak kullanimi tercih
edilmektedir (30). Kemikteki kollajen, bag dokusundakine benzer. Yaklasik 500-700 A
¢apmnda ve 670 A’ da bir gizgilenme gosteren fibrillerdir. Diger dokulardan kolayca ekstrakte
edilmede kullanmilan c¢oziiciilerde ¢6ziinmez; sulu asit ¢Ozeltilerinde sismez. Bu durum,
molekiiller aras1 baglanmanin olduk¢a kuvvetli oldugunu gosterir. Cok sert olmasina karsin,
kemiklerin kolay kirilmasini saglayan o6geler, bu kollajen fibrillerdir. Kollajen fibriller
hidroksiapatit kristallerinin olusumu i¢in organik bir g¢ergeve gorevi goriir. Bu kristaller,
kollajen fibriller lizerinde minik tabakalar ve gubukguklar olusturacak sekilde birikir. Protein-
kristal kombinasyonu kemigin gii¢lii, yerine gore esnek ve kirilmaya ¢ok dayanikli saglam bir

doku olmasina yol agar (5,18).
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Yap Iskeleti (Osteohlast Veni Kemik Rejenere Edilis Kemik

—b _b
Defekt
Kemik
Biyoaynisabilen Bozunma
(3.) (b) Poliner (C)

Sekil-9 Biyobozunabilen gézenekli yapi iskeletinin kemik rejenerasyonundaki islemi.

(Adachi ve ark., 2006, p. 3965.)
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3.GEREC VE YONTEM:

3.1 Arastirmanin Tipi

Arastirmanin tipi tanimlayici niteliktedir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamam
Aragtirma Dokuz Eyliil Universitesi Biyomekanik Anabilim Dali’nda Ekim 2011-

Kasmm 2011 tarihleri arasinda yapilmistir.

3.3 Arastirmann Evreni ve Orneklemi
Bu arastirmada ortopedi alaninda kemik defektlerinde mevcut olan ve kullanilan yap1
iskelelerinin yapisal ve biyomekanik 6zellikleri karsilastirilmis ve yeni gelistirilen multi-layer

yap1 iskelelerinin Gistlinliikleri arastirilmistir.

3.4 Calisma Materyali

Arastirmada kullanilacak olan yap1 iskelesinin materyalleri PLLA, Chitin ve
Seliiloz’dur. Laboratuarimizda mevcut olan malzemelerdir. Calismanin in vitro boltiminde
kullanilacak olan hiicreler MG-63 ve SW-1353 hiicre hatt1 seklindedir. Laboratuarimizda

mevcuttur.

3.5 Arastirmanin Degiskenleri
Arastirmada bagimsiz iki grup olacaktir. Bagimsiz gruplardan biri kontrol grubu, digeri

de yapr iskeleti grubudur.

3.6 Veri Toplama Araclan

Projede Kullanilacak Mevcut Makine — Techizat Listesi (*)

Ady/Modeli Projede Kullanim Amaci
Inkiibator/ Heraus, Heracell | Hiicrelerin steril ortamda saklanmasinda kullanilacaktir.
150
Santrifuj/ Hettich, Universal | Hiicre stispansiyonlarinin ayristirilmasinda
32 kullanilacaktir.
Laminal flow/ Nive, MN | Hiicre kiiltirii deneylerinin steril ortamda yapilacagi
120 yerdir.
Su banyosu/ Memmert, WB | Kiiltiir i¢in gerekli olan kimyasallarin ¢oziilecegi ortam.
7
Inverted mikroskop, | Hiicrelerin yapisinin incelenmesi igin kullanilacaktir.
Olympus CKX41SF,
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Japonya

-40°C  derin  dondurucu/ | Kiltir igin gerekli olan kimyasal ve sarf malzemelerin
GLE30 saklanacagi ortam.

+4°C buzdolaby/ Indesit, T5 | Kiiltiir medyumlarin saklanacak.

Transmisyon elektron | Hicre igi gorintu elde edilecek.
mikroskobu (TEM)/ Zeiss

Libra 120

Taramall elektron | Ytzeysel hiicre morfolojisi goriinttlenecek.
mikroskobu (SEM)/ JEOL,

JSM-6060

3.7 Arastirma Plam

AKIS SEMASI
Literatur taramasi ve guncellenmesi

Malzeme temini
Hucre ekimi ve proliferasyonu
Yapi iskelesi uretimi
Huocrelerin yap iskelelerine ekimi
SEM analizi
TEM analizi
Histolojik incelemeler
PCR analizi

MTT testi
Biyomekanik testler
ALP testi

Sonuclarin degerlendirilmesi

3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Veriler istatistiksel olarak SPSS programinda degerlendirilecektir.

3.9 Arastirmanin Simrhhiklar

MG-63 ve SW-1353 hiicrelerinin PLLA/Seliiloz/Chitin yap1 iskelesine ekimi sonucunda,
hiicrelerin yapi iskelesine tutunup proliferasyonunun saglanmasi ve sandvi¢ seklinde tabakali
bir yap1 olusmasi durumunda projemiz tam anlamiyla basariya ulagsmis sayilacaktir. Kemik
dokusunun epifiz plagindan diyafiz plagina gegiste olusan doku hasarlariin tamiri igin, bu
gecis sathasini taklit edebilen yapi iskeleleri olusturulmasi, s6z konusu projenin basariya

ulagtigin ortaya koyan en 6nemli 6lgiit olacaktir.

14



Projenin oOnerildigi sekilde yiritiilmesini onemli Olgiide aksatacak Ongdriilmemis

geligsmelerle karsilasiimasi durumunda, yap1 iskelesi tipinde degisiklik yoluna gidilecektir.

3.10 Etik Kurul Onay:

Dokuz Eylul Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
29.09.2011 tarih ve 338-GOA protokol numarali 2011/ 32-09 karar numarasi ile etik kurul

onay1 verilmistir.

3.11 Osteokondral Defektler ve Yapi iskeleleri

Eklem kikirdagi, diatrodial eklemlerin elastik yapida ylik tasiyan materyalleridir
(5,31,32). Iskelet iizerine gelen sarsmtilar1 ve darbeleri emerek kemikleri erozyonlardan
korurlar ve ekleme kayma hareketini saglarlar (31,33). Normal erigkin eklem kikirdag1 beyaz,
diiz, parlak ve saydamdir. Kan damarlarindan, lenf damarlarindan ve sinir agindan yoksundur.
Beslenmesi sinovial sivi ile olur (33). Bu nedenle sinovial bir reaksiyon olusmadik¢a mekanik
ya da kimyasal bir eklem yaralanmasindan s6z edilemez (33,34,35). Kikirdak ve subkondral
kemigin ikisini birden iceren yaralanmalar, osteokondral defekt olarak isimlendirilmektedir
(33,35,36,37). Osteokondral defektler ¢ogunlukla travma, osteokondritis veya osteonekroz
sonucu meydana gelirler (5,31,33,34,37,38,39). Diz eklemindeki kikirdak yaralanmalari,
kikirdak dokusu ile sinirli lezyonlara (kondral) neden olabilecegi gibi kikirdak ve subkondral
kemigin (osteokondral) ikisini birden igeren osteoartritlere de yol agabilirler (31,35,37).
Osteokondral defektlerin tedavi edilmezlerse lezyonlarin iyilesmesinde yetersizlik gorulir.
Eklem ylizeyinin biiyliik bir kismini igeren defekt olgularinda ise eklemde dejenerasyona
kadar varan hasarlar olusabilir (5,31,34,35,37). Osteokondral defektlerin tedavisinde ¢ok
degisik sirurjikal ve biyolojik kaynakli tedavi yontemleri mevcuttur. Bunlardan eklem
yiizeyini yenileme teknikleri (debritman ve lavaj, subkondral kemigin oyulmasi, mikro kirik
ve asindirma artroplastisi) kikirdak onarimina yardim etmek i¢in kullanilmaktadir. Ancak bu
yontemler hasarli bolgelerdeki kikirdagin tam olarak onarilmasinda yetersiz kalirlar. Ayrica
bu teknikler dejenaratif artropatinin gelisimini 6nleyemedigi gibi hiyalin kikirdagin onarimini
da saglayamazlar (31,34,35,37). Kallo-osseoz greftler (39), heterolog ve otolog kondrositler
(32,35,40), perikondrium, periosteum (41,42,43) otojen kanselloz grefler (38,44) ve farkli
polimer igeriklerinden olugan yap1 iskeleleri osteokondral defektler i¢in uygun sagaltim

materyalleri olarak gorilmektedir (5).
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Doku muhendisliginde temel prensip, hastadan veya baska bir vericiden alinan

hucrelerin “biyouyumlu/biyobozunur” polimerik bir yap1 iskelesi tizerinde uygun hiicre/doku

kiiltir ortaminda gelistirilip ii¢ boyutlu dokularin vucuttaki dogal ve en yakin formda

iiretilmesi, bu dokularm hasarli dokular1 onarmak icin kullanilmasidir. Doku miihendisligi

alaninda alinan patentler incelendiginde 1990 yilinda diinyada toplam 20 patent alinmis iken

bu sayinin 2001 yilinda 100’u astig1 goriilmektedir (45). Bu hizli artig, bu bilim dalinin biiyiik

bir ivme ile endiistriyellestigini gostermektedir. Giiniimiiz doku miihendisligi klinikte

kullanilabilecek ¢esitli iirinlerin gelistirilebilecegi asamaya gelmistir. Kikirdak, kemik,

damar, kalp kapakcigi, gecici karaciger destek sistemleri ve pankreas konusunda klinik

¢alismalar halen devam etmektedir (46).

Table 1. Methods used to process biomaterials into tissue engineering scaffolds.

Fabrication Requirement for Scaffold

technique materials Reproducibility architecture Biomaterials Problems Reference

Impregnate Withstand high  Sensitive to Pore size: HA, TCP Brittle (Lee and Kim, 1996;
sintering temperature sintering 200 ~ 1000 pm; Liu, 1997; Meenan

porosity: >50% et al., 2000;

foam dependent Meenen et al.,
1992; Wells et al.,
1996),

Solvent casting  Soluble in cell User and Pore size: PLA, PLGA, Solvent toxicity  (Chen et al., 2001;
and non-toxic materials 50 ~ 1000 pm; collagen and so Particulate Miko et al., 1994)
particulate solvent dependent porosity: on remanet
leaching 30 ~ 90%

Phase Soluble in cell Emulsion Pore size <200 um; PLGA, PLA, PLLA  Solvent toxicity = (Whang et al., 1995;
separation/ non-toxic formation Porosity: and collagen Pore size Zhao et al., 2002)
emulsion in solvent sensitive to 70 ~ 95% difficult to
combination stirring control
with
freezing
drying/critical
point drying

Fiber knitting/ Fiber Machine control Interconnected PVA, PLA, PLGA Lack of rigidity ~ (Cooper et al., 2005;
non-woven/ Solvent channels, Cooper et al., 2005
bonding sensitive 20 ~ 100 pm in 2000; Ouyang

diameter et al., 2003)
Solid free form  Low melting Computer Interconnected PEG, PLA, PLGA Costly (Calvert et al., 1998;
point and control channels Collagen, starch, Chu et al., 2002;
thermoplastic Complex shape HA, TCP Das et al., 2003;
and structure Hollister et al.,
>150 pm 2002; Hoque et al.,

Customer based

2005; Hutmacher
et al., 2004; Khalil
et al., 2005; Lin
et al., 2004;
Sachlos and
Czemuszka 2003;
Taboas et al.,
2003; Woodfield
et al., 2004)

Tablo-1 Doku Miihendisliginde Kullamlan Yapi Iskelelerine Biyomalzemeleri Islemek I¢in
Uygulanan Yontemler (Liu ve ark., 2007, p. 1055.)
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Materials

PLGAcollagenchitosan
PLA apattecollagen
Ccomposite
PCLfibrin giue
PLGA/Dioactive glass
macrosphere
Pohvipropylene fumaratel”
PLGA—PEG microparticles
PLA/B-dicalcium silicate
PLAcalcium metaphosphate
polyll dactic acid) (PLLALHA
collagen = chitin fibres
PLGA/HA

Lower: PLGASTCP Upper: S0%9%
porous PLGASPLA

PLGA collagen
PLGEAcollagen hybrid sponge
PGA fiberfibrin
PLGA meshscollagen gel
PLLA braid-collagen coating
PCL fiber/crosslinked

PHEMA gel
PLGAChitin
PGA mesh-bioactive glass

PLGA/Bioglass®™ tubular foam

PLGA HA collagen

brication meethod

Solvent castingsalt-
leachmg method
Phase-separation technigues

Lay-down pattern (honey
combHike porel)

Microsphere, heating mold,
porous scaffold

Salt leaching

Particle leachmg

Sintering method

Ultrasonication and yophilized

Gas formmmgsparticle leaching

TheriForm™ 2D-printing process

Knitted mesh (PLGA), forming
microsponge collagen
Solvent castingsalt leaching,

Emmersing in collagen solution

Conventional freeze-drying
meethod

Collagen sponge or gel into the

PLGA knitbed mesh
Coflagen solution contasning

braids, freeze drymng
Fiber-filled polymerization,

etched acetone
Electrospinning

Bioglass particle in distilled
water (DW), smmersed
PGA mesh

Dispersion, freeze drying

Phase separaton

Tarmget organ

Bone
Bone
O stecchondral
{cartdage)
Bone
Bone
Bone
Bone
Bone

Bone

Ostecchondral
defect

Carulage

Carulage

Skim

Urinary bladder
waall

Ligament

MNeural tissue
enginesrmg

Keratinocyte,”

fibroblasts
Soft Gssue

Intestine,
rachea, and
blood wessel

Guided tissuse
regeneration

Pore sire

125 500

100220

280 > A3 >

540
250500

100—Ss00
100—200
— 200
100—250
A0—150

2554425

S50—100

100—200
{channel)

~— 100

Cheng et al.
(2005)

Jung et al.
(2005}

Li et al.
(2005}

Kim et al.
(2006)

Sherwood

(2001
Hokugo et al.
(20063
MNakanishi et al.

(2003)
Id= et al.
(2001)
Flynn et al.
(2Z001)
Min et al.
2004y
Day et al.
(20043

Boccaccini

(2005)

Tablo-2 Poly (a-hydroxyester) ailesi i¢in biyoseramikler ve dogal polimerlerden olusan hibrit

yap1 iskelelerinin listesi (G. Khang et. al. 2007)

Calcium phosphate “fibrin

Keratim A

HA Collagen

HAchitosangeltsn = M3Cs

Chitosan/collagen

BTCPcollagen

Gelatin/ A

PCLACAD

HAstarch

Calcium phosphateschitosan

Bone like hydroxycarbonate
apatitePLA

PLA—PEG-HA = BMP

Collagenscalcium phosphate

lawer
TCP matrioe'HA nanofiber

PDLLA Dicglass
HApolyamide

HAPCL

PohyWA W CI—HA

PEEK./HA

Calcium phosphateDHEMA
HAChitosan—gelatin

BTCP chitosan

brication mmethrod,

Simple mixing
Carbosxyt sponge methods.

Ice crystal growth method

2D: solidtliquid phase separation

Gas formmgsfreeze drying

Suspension, GA crosslinking
freeze drying

Co-precipitation of HA within a
selatin sol, freere drying

Phase-inversion and saltleaching

technigue

Composite

Mannitol saklt leaching

Particle leaching combined witih
a biomimetic processing

Pohlymer solution dropped on the
IP—CHA

Laminating

Cel casting/polymer sponge
methhod

Thermally induced phase
separation

Simple mixing

Co-solutonco-precipitason

Coating

Spin coat, photo-patterning

Selective laser sintering rapid
prototyping system

Mineralization technigue

Phase separation

Solid—higuid phase separation

Bone

Bone
Bone
Bone
Bone
Hard tSissue
Bone
Bone
Bone
Bone
Bone
Fibroblast

Bone

Bone
Bonelung
Bone
BonesDDS
Hard tissue

enginesring
Bone

Bone

Bone

52.2 75.2%
S
Hydrogel
1040
&8
fthickness
2002400
{20 nm
diameter
fiber)
S0-100
10100
—300
150200

511
{tthickness)
O—S 00

{thickness)

300500

~—100

(2005}
Margues et al.
(2005}
Xu =t al.

Wei et al.
(2004

Verrier et al.
(20043

Jie et al.
(2004)

Kim et al.
(20043

Tsutsurmmi et al.

Tablo-3 Biyoseramikler i¢in polimerlerden olusan hibrit yap1 iskelelerinin listesi
(G. Khang et. al. 2007)
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Materials

Chitosan/alginate
HAalginate
Alginates/galactosylated
chitosan
G-chitin/collagen

Collagen—alginate, collagen—
hyaluronan

Collagen/elastin/ghy
cosaminoghycan
Chitosan/gelatin
Gelatin/siloxane
Collagen/FPRP
Fibroin/collagen
Collagen—GAG
Hyaluronic acid/PEG hydrogel
Collagenshyaluronic acid
Chitosanshyaluronic acid
Gelatin/chondromznfiyaluronic

acid
Hyaluronan/gelatin hydrogel

Fabrication methods

Freeze drying, crosslinked by
CaCl2

MNeutralization technigue

Freeze-drying technigue

Salt leaching/freeze drying

BoneSave®, Ostin®

EDC crosslinking
Freeze drying/ice microparticle

Sol-gel/'postgelation soaking”
freeze drying
Collagen scaffold (Lyostypt®)

Simple mixing/freeze-drying
method

Suspension, freere-drying,
crosslinking

Photopolymerization

EDC crosslinking-freezing drying
Wet spinning method
Powder mixing, crosshinking,

freeze drying
Centrifugal casting

Target organ

Bone
Bone
Liver
Fibroblast
Vocal fold
lamina

propria
Soft tissue

Bone

Bone

Liver

Skin

Protein delivery
Soft tissue
Cartilage
Cartilage

Vascular graft

Pore size

fm)
100200
120250
150200

2603230

20-100
20102
5-500
127833
95.0-150.5

A0-230

References

Li et al. (2005}

Tampieri et al.
(2005)

Seo et al.
(2006}

Lee =t al.
(2004}

Hahn et al.
(2006}

Daamen et al.
(2003}
Mao et al.
(2003}
Ren et al.
(2002}
Sarkar et al.
(2006}
Lw et al.
(2005}
OFBrien et al_
(2005)
Leach et al.
(2005}
Park et al.
(2002}
Yamane et al.
(2005}
Chang et al.
(2006}
Mironow et al.
(2005}

Tablo—4 Dogal polimerler i¢in diger biyomateryallerden olusan hibrit yap1 iskelelerinin listesi
(G. Khang et. al. 2007)

TiP | KOLLAJEN + GAG

TiP | KOLLAJEN + PLLA

TiP | KOLLAJEN + PLGA

TiP | KOLLAJEN + TiP Il KOLLAJEN

TiP | KOLLAJEN + HA

TiP | KOLLAJEN + CHITOSAN

TiP | KOLLAJEN + FiBROIN

TiP | KOLLAJEN + POLIKAPROLAKTON

13,91%

6,39%

12,05%

25,10%

17,70%

13,26%

3,76%

7,80%

TiP Il KOLLAJEN + GAG

TiP Il KOLLAJEN + PLLA

TiP Il KOLLAJEN + PLGA

TiP Il KOLLAJEN + HA

TiP I KOLLAJEN + TiP | KOLLAJEN

TiP Il KOLLAJEN + CHITOSAN

TiP Il KOLLAJEN + FIBROIN

TiP Il KOLLAJEN + POLIKAPROLAKTON

16.97%

8.24%

10,03%

25,10%

15,60%

15,45%

2,29%

6,52%

Tablo-5 Tip I Ve Tip Il Kollajen Igeren Skafoldlarin Farkli Kombinasyonlarmin

Istatistiksel Analizi
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Doku miihendisligi i¢cin 4 yaklasim mevcuttur (47). Birinci yaklasim yeni dokunun
olusumu icin yalnizca biyomalzeme kullanirken, “hucre nakli” olarak adlandirilan ikinci
yaklasim yalnizca hiicreleri kullanarak tedaviyi gerceklestirmeyi amaclamaktadir. Hucreler,
canli dokulardan yalitilan kok hiicreler olabilecegi gibi, genetik olarak islem gdrmiis hiicreler
de (bu durum gen tedavisi olarak adlandirilir) olabilir. Ugiincii yaklasim hiicre olmaksizin,
biyomalzeme ile biyosinyal molekiillerini kullanmaktadir. Dérdiincii yaklasimki, bu tizerinde
en cok calisilan ve en ¢ok kabul gormiis yaklasimdir. Biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal
molekiillerinin tiglinii bir arada kullanarak doku olusturmay1 hedefler. Hiicre liremesini yeni
doku veya organlar olusturacak sekilde yonlendirmek ve gerekli mekanik destegi saglamak

icin biyomalzemelerden 3-boyutlu doku iskeleleri tretilir.

pTGF-B1-activated TGF-f1 Protein Inducing
CG Scaffold Seeding MSCs Chondrogenic Differentiation
0.0-0 S0T0%0%
R @ 4> o & > :

- 000 o o @ oYe e Hyaline
@@@@ o oo @ s @@@ ~ Cartilage

Integration Via 2Weeks © o o

Fibrin Glue @®®® < ‘O&UItEre AAAA

- 3 1l > @i®iei® o o o @ P = /5 AvYOYC
e === o ® @, @

- T A @ioioi® ®®®©®©® M, e, ks > SRS TRR Subchondrall
o am P - =0=0- o © D D Bone
S eleieieslalele ST el
A ] [eieisie] |slslele "0 20 00 @

e WL @i@i®i® o o o @ P

pBMP-2-activated ~ Seeding MSCs BMP-2 Protein Inducing Co-Culture Osteochondral Tissue
HCG Scaffold Osteogenic Differentiation

Sekil-10 Mezenkimal kok hiicreler kullanilarak pTGF-b1-aktif CG yapi iskelesi tabakasi ve
BMP-2-aktif HCG yap1 iskelesi tabakasindan olusan kompozit osteokodral greft yapiminin
prosediirlerinin sematik gosterimi MSC: mezenkimal kok hiicre, CG: kitosan-jelatin;
HCG: hidroksiapatit / kitosan-jelatin. (Chen J. ve ark. , 2011, p.4795)

Biyomalzemeler, insan vucudundaki canli dokularin islevlerini yerine getirmek ya da
desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik malzemeler olup, surekli olarak veya
belli araliklarla vucut akiskanlariyla (ornegin kan) temas ederler (48). Bu sebeple tipik bir
biyomalzemede aranan ozellikler biyouyumlu olmasi, toksik olmamasi, biyobozunur ise
biyobozunma urunlerinin toksik etkiler gostermemesi, gerekli fiziksel ozelliklere sahip
olmasidir. (mekanik dayanim, islanabilirlik, yogunluk, vb.). Yapi iskelesi uretiminde

kullanilan baslica biyomalzemeler ‘biyobozunur polimerik malzemeler’dir. Biyobozunur
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polimerler dogal ve sentetik olmak uzere iki cesittir. Dogal biyobozunur polimerler dogal
malzeme bazli polimerler olup; polisakkaritler/nisasta, alginat, kitin/kitosan veya proteinler
(soya, fibrin, ipek) ve guclendirici/destekleyici olarak kullanilan dogal fibriller olmak tizere
siralanabilir (49,50). Sentetik biyobozunur polimerler ise, kontrollu sartlarda uretilen ve bu
nedenle genel olarak sergileyecegi davranislar tahmin edilebilen; bozunma hizi, gerilme
dayanimi, elastik modul ve bunlar gibi fiziksel ve mekanik ozellikleri tekrarlanabilen
malzemelerdir. Doymus alifatik poliesterler doku muhendisliginde uc-boyutlu yap1 iskeleleri
icin en sik kullanilan biyobozunur sentetik polimerlerdir. Bu grubun iceriginde poli(laktik
asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA), ve poli(laktid-ko-glikolit) (PLGA) kopolimerleri

bulunur (51,52).
Table 2. Commonly used scaffolds and their biological performance.
Fabrication In vitro/In vivo
Scaffold technique Pores/porosity Cells time (week) Results Reference
Poly((lactic-co- Fiber knitting Fibrous bMSCs 12 weeks in Defect healed (Ouyang et al.,
glycolic acid) rabbit tendon 2003)
(PLGA) defects
PLGA Phase inversion 0.1 ~2mm Bone marrow 6 weeks static  Macropores facilitate
particulate cells in vitro cells penetration
leaching
Polylactic acid (PLA) 06~15mm; PC 2 weeks Enhances the stability  (Giurea et al.,
93% dynamic of the in seeded cells ~ 2003)
in vitro
Collagen-PLA Phase separation Porcine 15 weeks in Superior in viability (Wang et al.,
chondrocytes static 2004)
bioreactor
Polyhydroxybutyrate  Particulate <0.5mm Chondrocyte 20 weeks in PHBV had better (Kose et al.,
valerate (PHBV) leaching + freeze rabbits healing response 2005)
drying patellar than CaP-Gelfix™
groove
Galactosylated Freeze drying <200 pm Hepatocytes 5daysin PS sich Alginate (ALG)/GC (Chung et al.,
chitosan (GC) better than ALG 2002)
alone
Agar hydrogels SFF 0.5mm strand, Human Static 96-well Scaffold was entire (Landers et al.,
39% osteosarcoma  plates covered by cells 2002b)
porosity cell line and
fibroblast
Hydroxyapatite (HA) SFF 40%, with Mandibles 9 weeks in vivo  Bone penetrated (Chuet al., 2002)
channels 1.4 mm
Tricalcium phosphate Indirect SFF With channels bMSCs 6 weeks in nude Bone layer formed (Wilson et al.,
(TCP) mice 2004)
PLLA/TCP LDM 89%, with bBMP 24 weeks in vivo Goon bone conductivity (Xiong et al.,
channels 2002)
Collagen- Freeze drying 110 ~ 200 pm MC3T3-E1 48h 96 ~ 150 um pores are (O'Brien et al.,
glycosaminoglycan better 2005)
collagen Freeze drying 80~ 144 um  Fibroblasts 2 days in 24 well Cytocompatibility was  (Ma et al.,
plate retained 2004a)
Gelatin/hyaluronate  Impregnation 40 ~ 160 pm 3 weeks, dorsal  Enhancement of wound (Choi et al.,
skin of rat healing 1999)

Tablo-6 Yaygin Olarak Kullanilan Yap1 iskeleleri ve Biyolojik Performanslari
(Liu ve ark., 2007, p. 1057.)

Kompozit yapi iskelelerinde ise yapi iskelesi 6zelliklerinin iyilestirilmesi igin iki veya
daha fazla malzeme birlestirilerek dokunun fizyolojik ve mekanik ihtiyaci saglanabilir.
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Yapi iskeleleri, kendisini cevreleyen dokulardan gocen (migration) veya kendi {izerine ekilmis
hiicrelerin gelisimini yonlendiren (doku iletimi), hucrelerin uzerine rahatlikla tutunabildigi
(adhesion), burada ureyebildigi (proliferation) ve farklilasabildigi (differentiation) gecici
tastyict destek malzemeleridir. Bir yap1 iskelerinde olmasi gereken ozellikler su sekilde
siralanabilir:

* Biyouyumluluk: Kendisi ve bozunma urunleri inflamatuar, sitotoksik ve asir1 immunefektor
olmamali.

* Biyobozunurluk: Hidrolitik veya enzimatik olarak vucut icerisinde bozunmali, bozunma
urunleri zararsiz olmali. Bozunma kademeli olmali, ideal olarak bozunma hiz1 ile yeni doku
olusum hiz1 yakin olmal.

» Morfoloji: 3-D doku olusumu, metabolik artiklarin ve besin maddelerinin kolay difuzyonu,
buyuk tutunma alani saglamasi acisindan bosluklu (poroz) olmali (> %80). Por boyutlar1
gelistirilecek yapiya gore faklilik gostermektedir (1-300 mikron). Yuzeyleri hidrofilik olmal.
* Mekanik ozellikler: Doku olusumunun tamamlanmasi suresince saglam dokular arasinda
yuk transferini saglayacak saglamlikta olmali.

« Islenebilirlik: Kolay, ucuz, tekrarlanabilir, istenilen sekilde olmal.

Ortopedik implant ara yiizeyleri gibi multi hiicre tipleri ile organize edilmis kompleks
doku ve organ olusturmak tek boyutlu yapr iskelesi olusturmanin yaninda hiicrelerin
metabolik ve morfolojik aktivitelerini desteklemekte idealdir (53,54,55). Farkli fiziksel ve
kimyasal ozellikdeki iki veya daha fazla katmanli yapi iskeleleri, her katmanda farkli
hiicrelerin gelisimini destekler,bud a farkli dokularin siimiiltane olarak rejenerasyonunu saglar
(53,56). Kompleks dokulara ornek olarak artikiiler kikirdak ve alt tabakasinda yer alan
subkondral kemik verilebilir. Bu kikirdak ve kemik yapilar farkli fizyolojik ozelliklere
sahiptirler fakat eklem hareket fonksiyonlar1 i¢in birbirleri ile iyi entegredirler (53,57).
Biyokimyasal olarak kikirdak doku sudan kondrositlerden,tip II kollojenden, protoglikandan
ve agrekandan olusur (53,58). Artikiiler osteokondral defektlerde hem kikirdak ylizeyde hem
de alt tabakadaki subkondral kemikde hasar olusmaktadir (53,59). Son zamanlarda kemik
kikirdak doku miihendisligi iizerine bir¢ok arastirma yapilmaktadir. En yeni ¢aligmalar kemik
ve kikirdak rejenerasyonu, osteokondral defektlerin onarimini igeren osteokondral doku

miihendisligi alaninda olmaktadir (53,60,61).
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4 BULGULAR

Kemik, kikirdak dokular1 gibi ¢oklu(multiple) doku rejenerasyonlari i¢in, birden fazla
hiicre tipine gereksinim duyulmaktadir. Bu farkli hiicre tipleri in vivo’ da farkli kiiltiir
ortamlarma,farkli yardimc1 faktorlere, farkl por ¢aplarina ve mekanik 6zelliklere sahip farkli
yap1 iskelelerine ihtiya¢ duymaktadirlar.Bu da doku miihendisligi ile iyi taslanmis yap1
iskeleleri ile miimkiin olmaktadir. Bu yap1 iskeleleri por ¢aplari, porozite miktars,hiicrelerin
cogalimi, tutunumu i¢in uygun yiizey Ozellikleri gibi bir ¢ok fonksiyon baz alinarak
tasarlanmaktadir(62). Tablo 3 ‘de farkli hiicre tipleri i¢in tercih edilen yap1 iskelelerinin por
boyutlar1 ve Tablo 4 ‘de coklu dokularda goézlenen farkli por caplar1 ve boyutlari

gosterilmektedir.

Tissue Cell size (um) FPreferred pore
regeneration diameter (um)
Vascular 60200 (Salem 5 [for neocvascularisation]

et al., 2002) (Tamaka et al., 2007)
Hepatocytes 2040 (Galameau 20 (Yang et al, 2001)
et al., 2007)
Fibroblast 20-50 (Salem et al., 90-360 (Wang et al., 2005)
2002)
Bone 20-30 (Cota et al., 100350 (Yang et al.,
2006) 2001)

Tablo-7 Farkli hiicre tipleri i¢in tercih edilen yapi iskelelernin por boyutlari
(Leong ve ark., 2008, p. 143)

a

Cartilage I 2mm, 20%, 106-150 pm
I'ransition e 1.2mum, 85,75,65%, 106-150 uym
Bone 4.4mm, 55%, 125-150 pum
Region Height, porosity, pore size

Tablo-8 Kemik kikirdak zonlarindaki farkli por miktarlarinin gosterimi
(Sherwood ve ark., 2002)
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Yapi1 iskelesi modelinde kullamlan PLLA’nin por boyutu,porozite yiizdesi,ylizey alani
ve mekanik 6zellikleri hesaplanmigtir. Tablo 5’de gosterilmektedir.Bununla birlikte insan
kemiginin mekanik 6zellikleri de karsilastirma yapilabilmesi agisindan Tablo 6°da

verilmektedir.

Ortalama por boyutu 92 um
Porozitesi %87
Yiizey alani 0.0371 m2/cm3
Young modulu 40.6 kPa

Tablo-9 PLLA’nin Yapisal ve Mekanik Ozellikleri (Luis A. Solchaga ve ark. 2005)

Tissues Tensile Compressive Young's
strength strength modulus
(MPa) (MPa) (GFa)
Cancellous bone Mfa 4-12 0.02-0.5
Cortical bone 60-100 130-180 3-30

Tablo-10 Insan Kemiginin Mekanik Ozellikleri (Yang ve ark., 2001)

Olusturulan PLLA yap1 iskelesinin SEM analizi yapilmistir ve osteokondral hasar
bolgesine implantasyonundan 4,12,20 hafta sonra 151k mikrskobu goriintiileri ¢ekilmistir(63).
(Sekil 11,12,13,14)

Sekil-11 PLLA yap1 iskelesinin SEM goriintiisii(Luis A. Solchaga ve ark. 2005)

23




Sekil-12 implantasyondan 4 hafta sonra osteokodral hasarin 11k mikroskobunda gériintiisii
(Luis A. Solchaga ve ark. 2005)

Sekil-13 implantasyondan 12 hafta sonra osteokodral hasarin 151k mikroskobunda gériintiisii
(Luis A. Solchaga ve ark. 2005)

Sekil-14 implantasyondan 20 hafta sonra osteokodral hasarin 151k mikroskobunda gériintiisii
(Luis A. Solchaga ve ark. 2005)
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PLLA yap: iskelesinin kikirdak ve kemik dokuda olusan defektlerdeki ,farkli doku
bolmelelerinin zamanla gelisiminin histomorfometrik analizleri yapilmistir. Sekil 15°de

gosterilmektedir.

PLLA PLLA

4 wegks
4 weeks

12 weeks
12 weeks

o

Kikirdak doku Kemik doku

20 weeks

o0 weeks

| Klklrdak. kemik B ilik/dokular arasi alan B fibrokartilaj Dbosluk

Sekil-15 Histomorfometrik analiz. PLLA yap1 iskelesinin kikirdak ve kemik dokuda
olusan defektlerdeki ,farkli doku bélmelelerinin zamanla gelisimi

(Luis A. Solchaga ve ark. 2005)
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PLLA yap1 iskelesi gibi B-kitin yapi1 iskelesi de olusturulmus, yiizey 6zelikleri ve por
¢aplarinin incelenmesi igin SEM goriintiileri alinmigtir. Ayrica yiizey morfolojisinde ve
mekanik 6zelliklerde olusan degisiklikleri gdozlemlemek amaci ile saf kitin yap1 iskelelerine

belirli oranlarda kollajen kaplanmistir(64).

Sekil-16 Kitin yap1 iskelesinin yiizey morfolojisinin SEM goriintiileri
(SangBongLee ve ark. 2004)

N ST P8
T AT N

=
AR SEA)

Sekil-17 0.1wt Kollajen kaplanmuis kitin yap1 iskelesinin yiizey morfolojisinin SEM
gorintuleri (SangBongLee ve ark. 2004)
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Sekil-18 Kultire edilditen 3 giin sonra h&e ile boyanmis fibroblast hiicreleri ekili yap1
iskelelerinin histolojik gorunttleri a)sadece kitin b)0.1wt Kollajen kaplanmis kitin yap1
iskelesi ¢) 0.5wt Kollajen kaplanmus kitin yap1 iskelesi (SangBongLee ve ark. 2004)

Bunlarin yami sira kemik, kikirdak dokular1 gibi ¢oklu(multiple) doku rejenerasyonlari
icin ¢ok tabakali yap1 iskeleleri gelistirilmistir. Bu sekilde farkli tip hiicrelerin ayn1 ortamda
bilyiimeleri saglanmistir. Ornegin hem kikirdak hiicrelerinin hem de kemik hiicrelerinin ayni
anda cogalip, tutunabilmesi i¢in farkli polimerlerden ve faktdrlerden olusan tek parca fakat
entegre iki tabakal1 yapi iskeleleri gelistirilmistir Sekil 19°de iki katmanli yap1 iskelesi tiretim
metodu sematize edilmigtir. Ayrica olusturulan iki katmanli yapi iskelesi kesiti SEM analizi le
incelenmisgtir(Sekil 20). Cekilen SEM goriintiisiinde tist kisim kikirdak dokuyu, alt kisim ise
kemik dokuyu taklit etmektedir (65).
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bi-layered construct

]/ v

cartilage side

7. borte-sids .
2% s Y

Sekil-19 Tiim bilesenler kat1 toz formuna getirilmistir(I). Kemik tarafi bilesenleri
sikigtirildiktan sonra iizerine kikirdak tarafi bilesenleri ilave edilmistir(I). Daha sonra bu
bilesenler bir kalip yardimu ile sikistirilmigtir(III). Sonugta da porlu, iki katmanl yapi iskelesi
olusturulmustur(IV). (S. Ghosh ve ark. 2008)

Sekil-20 iki katmanli yapi iskelesi kesitinin SEM gériintiisii (Ust kisim kikirdak dokuyu, alt
kisim kemik dokuyu gostermektedir.) (S. Ghosh ve ark. 2008)
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S5.TARTISMA:

Ozetle, doku miihendisligi bugiin en heyecan verici disiplinler aras1 ve multidisipliner
bir aragtirma alanidir ve her gegen giin doku miihendisligine olan ilgi katlanarak artmaktadir.
Iskele malzemeleri ve iiretim teknolojileri doku miihendisliginde 6nemli bir rol oynamaktadir
ve hizla gelisen bir arastirma alanidir. Malzeme ve iiretim teknolojileri, {i¢ boyutlu doku
olusumunu destekleyen yap1 iskelelerinin dizayninda biiyiilk Oneme sahiptir (66). Bu
caligmada da doku miihendisligi kavrami kisaca tanitilip, osteokodral defektlerin tedavisine
yonelik ¢ok tabakali doku iskelelerinin {istiinliikleri ve eksiklikleri tartigilmistir. Otojen
hiicre/doku nakli ile kemik kikirdak iiretimi ortopedik cerrahi ve biyomedikal miihendislik
icin umut verici tekniklerden biridir (67,68). Bu strateji ile yeni doku olusumuna kilavuzluk
edecek, transplante edilen hiicrelerin tutunumu icin gerekli matriks yapist gorevini
saglayabilecek, biyolojik olarak pargalanabilen, ii¢ boyutlu, gbézenekli yap1 iskeleri
tasarlanmaktadir (71). Yapr iskelesi veya ii¢ boyutlu yapi hiicre proliferasyonu i¢in gerekli
destegi saglar, yeni olusan kemik ve kikirdagin nihai seklini ve farklilasmis fonksiyomumu
korumasma yardimci olur (67). Hidroksiapatit (HA), poly (a -hidroksiester) ve chitin-kollajen
gibi dogal polimer dahil olmak {izere bircok yap1 iskelesi malzemesi kemik- kikirdak doku
miihensligi i¢in incelenmistir. Doku miihendisligi icin tasarlanan yap1 iskelelerinin
biyouyumlu, biyoayrisabilen ve biyoabsorbe olan polimerlerden ve malzemelerden elde
edilmesi gerektigi kanisina varimistir (67,69,70). Kikirdak icin en ideal yap1 iskelesi, iyi bir
hiicre afinitesine ve destek saglayabilmek icin iyi bir mekanik dayanima sahip olmalidir.
Kikirdak doku miihendisligi i¢in, dogal yollardan elde edilen polimerlerden ve sentetik
polimerlerden yapilmis yap1 iskeleleri gelistirilmistir. Dogal olarak elde edilen kollajen ve
hyaluronik asit gibi polimerler hidrofilik yiizeylere ve hiicre etkilesimli peptidlere sahiptirler
ve bu Ozellikleri hiicre biiyiimesi i¢in mitkemmel bir ortam olusturur (71). Ancak bu
polimerlerin zayif mekanik &zellikleri, bu polimerlerden yapilmis olan yapi iskelelerinin
kikirdak hasar1 olan yere implante edildikten sonra maruz kalacaklar1 kompresyon kuvvetine
dayanmalarint miimkiin kilmaz (71,78,79,80,81). Bir diger yandan PLA, PGA ve bunlarin
kopolimerleri gibi sentetik polimerlerden yapilmis yap1 iskeleleri kolay tasarlanabilir, sekil
alabilir, yliksek mukavemete sahip olmalarina ragmen, hidrofobik ylizeye sahip olmalar1
hiicre ekimine olanak saglamamaktadir (71,82,83,84,85). Bununla birlikte kikirdak
rejenerasyonu i¢in kullanilacak yapi iskelesinin kalinligi da dogal kikirdak yapisin taklit
edebilecek sekilde ayni kalinlikta olmalidir (71). Sandvig tipi yapi iskelesi tasarimi farkli

katmanlara farkli hiicre tiplerini ekmeye olanak saglar ve boylece daha karmasik dokularin
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yeniden yapilandirilabilmesine ortam olusturur (71,72,73,74). In vivo kondrosit olusumunun
biyokimyasal ve yapisal gelisim i¢in mekanik ve kimyasal ortamin son derece énemli oldugu
bildirilmistir. Hatta artikiiler kartilajin yapisinda ve kompozisyonunda meydana gelebilecek
cok Kkiiciik degisikliklerin, mekanik Ozellikler yoniinden ¢ok derin degisikliklere neden
olabilecegi rapor edilmistir (71,75,77). Bag dokusunun dogal bir bileseni olan tip I kollajen
mikemmel biyouyumlulugu sayesinde doku miihendisligi ig¢in en wumut verici
biyomalzemelerden biri olarak kanitlanmigtir (71).

Osteoblast hiicre kiiltiirli ¢aligmalarinda ti¢ boyutlu tip I kollajen matris ¢ok gii¢lii bir
faktorddr. Tip | kollajen kemikte ekstraseliiler matrisin major bir komponenti olup osteoblast
fenotipinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ignatius ve ark. yaptiklar1 caligmaya gore in vitro da
doku formasyonunda tip I kollajen matris yap1 iskeletinde ki osteoblast hiicrelerin ¢ogaldigi
gozlemlenmistir. Yap1 iskeleti kemik rejenerasyonun da biyolojik, biyomekanik ve
biyomateryal 6zellikler olmak uzere ¢ 6nemli faktore sahiptir. I-besinlerin diflizyonu igin
porozite uygunlugu, II-hiicre yapisimi ve hiicrelerin normal fenotip agilimi i¢in materyal
ylzeyinin biyouyumlulugu, Ill-rejenerasyon islemi sirasinda yiikk tasima gibi mekanik
ozelliginin 6nemi, IV-yeni kemik formasyonu saglandiktan sonra biyoayrisabilme 6zelliginin
saglanimi i¢in bu kompleks fonksiyonlar dengelenmelidir. Yap1 iskeletinin mikro yapisinin
dizayn1 kemik rejenerasyonunu etkilemektedir. Rejeneresyon islemi sirasinda, yapi iskeletinin
bozunumu ve yeni kemik formasyonunun olusumu ayni zaman diliminde gerg¢eklesmektedir.
Yinede kemik rejenerasyon islemi in vivo da uzun bir siire¢ gerektirir. Biyoayrisabilen yap1
iskeletleri kullanilarak rejenerasyon islemi, mekanik ve biyolojik ¢evrenin degisiminden
etkilenen yeni kemik formasyonu ve yap1 iskeletinin bozunumu ile kompleks non-lineer bir
yap1 olusturur (5,13).

Bu c¢alismada olusturulan alt yapinin ardindan bir sonraki asamada hedeflenen;
osteokondral kemik defektlerinin tedavisinde ¢ok katli (plla/ seliiloz/ chitin) yap1 iskelelerinin
gelistirilmesidir. Gelistirecegimiz PLLA / Cellulose / Chitin sandvig yap1 iskelesi modeli ile
farklilik yaratip kemik dokusunun epifiz plagindan diyafiz plagina geciste, kikirdak dokudan
kemik dokusuna dogru gozlemlenen yapiyr taklit edebilmesini ve bu yapmin hastaya
nakledildiginde hasarli dokunun yerini uyumlu olarak alabilmesini saglayarak, kemik defekti
tedavisine henliz yeni eklenen bu metod i¢in daha saglikli alternatifler iiretmek ve literatire
katkida bulunmak amac1 giidiilmektir.

Projede MG-63 Osteosarkom insan hiicre hatti ve SW-1353 kondrosarkom insan hiicre
hatt1 kullanilmas1 planlanmistir. iki tip hiicre de kendilerine &zgii mediumlari ile kiiltiire

edilecek ve prolifere olmalar1 saglanacaktir. PLLA / Cellulose / Chitin yap1 iskelesi iiretimi
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yapilacaktir. Olusturulan PLLA / Cellulose / Chitin yap1 iskelesinin bir ylziine osteoblast
hiicreleri diger yiiziine kondrosit hiicreli ekilecek ve bu yapt multi-layer kiiltiir ortamma
alinacakir. Hiicrelerin proliferasyonunu desteklemek i¢in ortama tip | ve tip Il kollajen
eklenecektir. Hucrelerin PLLA / Cellulose / Chitin yap1 iskelesine tutunmalarina yardimci
olmak amaciyla da ara baglayici (fibrin glue) tabakalar arasina eklenecektir.

Sonugta elde ettigimiz PLLA / Cellulose / Chitin yapi1 iskelesinin SEM ve TEM
goriintiilerine bakilacaktir. PLLA / Cellulose / Chitin yapi iskelesinin hematoksilen - eosin ile
histolojik boyamalar1 yapilacak, ALP 6l¢iimlerine bakilacaktir.MTT hiicre canlilik testleri ve
PCR analizleri gergeklestirilecektir. Mekanik testleri ( ¢ekme-basma) D.E.U. Biyomekanik
Anabilim Dali laboratuarinda ekim yapilmadan 6nce ve ekim islemi yapildiktan sonra 1
mm/dk hiz ile SHIMADZU AG-I ¢ekme basma cihazi ile yapilacaktir. Sonucta tiim
analizlerin sonuglar1 degerlendirilecektir ve tartigilacaktir.

Hiicrelerin yapi iskelesine tutunup proliferasyonunun saglanmasi ve sandvi¢ seklinde
tabakal1 bir yap1 olugsmasi durumunda projemiz tam anlamiyla basariya ulasmis sayilacaktir.
Osteeokondral defekt bolgesindeki gecis sathasini taklit edebilen yapi iskeleleri (scaffold)
olusturulmasi, s6z konusu projenin basariya ulastigini ortaya koyan en 6nemli 6l¢iit olacaktir.

Projenin oOnerildigi sekilde yiiriitilmesini onemli Olglide aksatacak Ongoriilmemis
geligmelerle karsilasilmasi durumunda, hazir hiicre hatti alimi yerine kemik iliginden kok
hiicre izolasyonu yapilacaktir. Uretilen osteoblast ve kondrosit hiicrelerinin yap: iskelesi ile

uyum saglamamas1 durumunda ise yap1 iskelesi tipinde degisiklik yoluna gidilecektir.
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6.SONUC VE ONERILER:

Cesitli nedenlere bagli kemik doku defektlerin giderilmesinde otograft ve allograft
uygulamalarin yaninda kemik doku miihendislik teknikleri kullanilarak doku defektleri
giderilmeye calisilmaktadir. Otojen hiicre/doku nakli ile kemik kikirdak {iretimi ortopedik
cerrahi ve biyomedikal miihendislik i¢in umut verici tekniklerden biridir. Kikirdak doku
miihendisligi i¢cin, dogal yollardan elde edilen polimerlerden ve sentetik polimerlerden
yapilmig yap1 iskeleleri gelistirilmistir. Doku miihendisligi i¢in tasarlanan yapi iskelelerinin
biyouyumlu, biyoayrisabilen ve biyoabsorbe olan polimerlerden ve malzemelerden elde
edilmesi gerektigi kanisina varilmigtir. Bu 6zelliklere sahip yap1 iskelelerinin (scaffoldlarin)
kullanimiyla, deri, kikirdak, bag ve tendon, kemik, kii¢iik ¢capl vaskiiler greftler, mesane ve
cerrahi yamalar gibi c¢esitli dokularin gelistirilmesine yonelik uygulamalar ve kapsamli
denemeler yapilmaktadir. Yapi iskelesi mimarisinde yeni hibrit modellemelerinin
gelistirilmesiyle 6zellikle ortopedi alaninda ihtiya¢ duyulan doku modelleri olusturulmustur.
Yap: iskeleti kemik rejenerasyonun da biyolojik, biyomekanik ve biyomateryal 6zellikler
acisindan 6nemli faktorlere sahiptir.

Metal implantlar1 kemik doku fonksiyonlarina cevap olarak farkli tepkiler
gosterebilmektedir. Bu amagla yonelilen ekmik doku miihendisligi diinyada ve iilkemizde
yeni bir alandir. Bu alan sayesinde ¢esitli yenilikler de yol alinmaktadir. Bunlardan biri de,
farkl tabakalarin birbirine baglanmasi ile iiretilen sandvi¢ yapi iskeletleridir.

Bu projenin ger¢eklesmesi sonucunda, ortopedi alaninda karsilasilan osteokondral kemik
defektleri tedavisinde bu yap1 iskelesinden fayda saglanacaktir. Boylelikle hem cerrahi agidan
kolaylik, hem hastanin iyilesme siirecinde kisalma, hem de yapilan tedavinin basarisinda artig
saglanacaktir. Ayrica bu projenin ger¢eklesmesi sonucunda, ulusal ekonomiye Kkatki,

yurtdigina olan bagimlilikta azalma ve bilimsel birikim saglanacaktir.
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