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ONSOz

“Kemik ve kikirdak dokusu onarimina ybnelik olarak yag dokusundan farklilandiriimis
hiicre ve seramik/polimer kompozit iceren yapay dokularin gelistiriimesi” baslikli proje Orta
Dogu Teknik Universitesi’nin (ODTU) Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Boélimi, Kimya
Bolimi ve Saglik ve Rehberlik Merkezi, istanbul Memorial Hastanesi Yardimci Ureme
Teknikler (YUT) Merkezi ve Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
AbD’nin isbirliginde gerceklestiriimistir. Disiplinlerarasi nitelikteki bu projeye Gamet Medikal
Hizmetler AS ve Fame-Med AS ayni destek, TUBITAK maddi destek saglamistir.

Eklem ici kikirdak defektlerinin onarimina yoénelik her yil ABD’de 1.000.000’un
tizerinde cerrahi girisim gerceklestirimektedir. Ulkemizde basta spor yaralanmalari olmak
Uzere kikirdak defekti olgusunun yilda 220.000 civarinda olacadi éngoérilmektedir. Son
yillarda kikirdak defektlerinin  onarimina yonelik otolog/kék hlicre aktarimi, sinyal
molekdllerinin uygulanmasi ve yapay ag kombinasyonlarinin klinik ¢alismalarinda kullanimi
gitikgce artan oranlarda kullaniimaya basladigi goériimektedir. Otolog kondrosit
implantasyonu (ACI) veya transplantasyonu (ACT) olarak adlandirilan ve sadece kisiden
alinan kondrositlerin tekrar ayni kisiye uygulandigi girisime ait yurt disinda kisa ve orta
dénem sonuglari yakin gecmiste yayinlanmistir. ACI ile yapay agin birlikte uygulandigi
(MACI) teknigi Ulkemizde de tanitiimaktadir. Cogunlugu yurt disi kaynakli olan kikirdak doku
muhendisligi Grlinleri basta pahali olmalarinin yanisira dokunun yurt disina gidip gelmesi gibi
kanuni zorluklari da beraberinde getirmektedir.

Gergeklestirilen projede yag dokusundan kikirdak hticresine farklandirilan hiicreler ile
seramik/polimer kompozit biyomalzeme birlestirilmistir. Eklem kikirdagini érnekleyen boélgede
polimer ve subkondral kemigi érnekleyen bélgede biyoseramik kullaniimistir. implantin eklem
ylzeyine bakan bdlgesinde yad dokusundan kikirdak hiicresine farklandirilan hicreler
polimerle birlestiriimistir. Bu hicrelerin gelisimi incelenmis ve malzeme ile uyumlu oldugu
gOsterilmistir. Kondral/subkondral bolge bileskesi gecirgenligi olmayan UHMWP ile
ayrilmistir. Boylece kemik iliginden eklem araligina bag dokusu gecisi Onlenmeye
calisiimistir. Projede ayrica subkondral kemigi drnekleyen seramige makro kanallar agilarak
ve sinyal molekdlleri kullanilarak kan damarlarinin ilerlemesi saglanmistir. Proje kapsaminda
yapilan arastirmalar sonucunda 3 fazli yapay kikirdak elde edilmesi dogrultusunda énemli
bulgular derlenmistir.

Toplumumuzda kikirdak yaralanmalari ve hastaliklarinin tedavisine ¢ézim getirecek
doku miuihendisligi kavraminin 6ne ¢iktigi projenin sonuglarindan yeni bilgi Gretmesinin
yanisira yiksek teknolojik dederi olan ve Ullkemizin uluslararasi alanda rekabet guclni
arttiracak Urlin eldesi beklenmektedir. Yukarida belirtilen sanayi destegi de bu potansiyelin
gbstergesidir. Bu baglamda TUBITAK’a verdigi nakdi destekten dolayi tesekkiir ediyorum.
Ayrica, projenin yuritilmesinde, basariyla sonuglandiriimasinda emegi gegcen basta projenin
arastirma ekibini olusturan Prof. Dr. Muharrem Timugin, Prof. Dr. Erdal Bayramli, Prof. Dr.
Semra Kahraman, Prof. Dr. Feza Korkusuz, Dog. Dr. Petek Korkusuz, Y. Dog¢. Dr. Caner
Durucan ve Zafer Nihat Candan olmak Uzere isimlerini bu satirlarda yazamadigim fakat
onlarin katkisi olmadan bu arastirmanin tamamlanmasinin mamkuin olamayacagi tum kisi,
kurulus ve kurumlara da tesekkira borg biliyorum.

Blyuk bir titizlik ve 6zveriyle yuritilen bu arastirmanin sonuglarinin, baska arastirma
gelistirme c¢alismalarina 1sik tutmasini ve c¢ok islevli yapay dokularin Gretiminin
yayginlastiriimasina vesile olmasini diliyorum.

Saygilarimla,

Prof. Dr. Abdullah OZTURK
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OZET

Kemik ve kikirdak dokularinin hastalik veya travmaya badgli hastaliklari tlkemizin
o6nemli sorunlari arasinda yer almaktadir. Hastallk veya travma sonucu doku veya organ
kayiplarinin tedavisinde doku muhendisligi yaklasimiyla yapay dokularin Uretilmesine yonelik
deneysel c¢alismalar ve sinirli sayida da olsa klinik uygulamalar bilimsel alanda yer almaya
baslamistir. Doku miuhendisliginin her Ug¢ yapi tasinin (biyomalzeme, hilicre ve blyme
faktorl) disiplinlerarasi yaklasimla ¢ok merkezli bir ¢galisma kapsaminda ele alinarak kemik
ve kikirdak dokusu esdegerinin yapay ortamda o6rneklenmesi bu calismanin temel
konusudur.

Bu calismanin ilk asamada sinterlenmis hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat (HA/TCP)
karisimi, eser element destekli, damar gecisine uygun badglantili, gézenek boyutlari ortalama
700 um dolayinda gbézenekli seramikler Uretilmistir. Daha sonra bu seramiklere mekanik
islemlerle makrokanallar agilmistir. Gézenekler arasi kanallarin ¢aplari 100 um ile 400 pm
arasinda degismektedir. Seramiklerin mekanik dayanikliigini arttirmak igin biylime faktérleri
ile kombine edilmis biyobozunur/biyouyumlu polimerlerle guglendirilmistir. Biyobozunur ve
biyouyumlu polimerlerin gézenekli seramigin soguk basma mukavemetini goéreceli olarak 3
kati arttirdigi saptanmistir. Ag yapili malzemelerin 2,24 MPa vyuk altinda egildikleri
g6zlemlenmistir. Malzemelerin yik altindaki deformasyonunun ortalama olarak %16 oldugu
belirlenmistir. ikinci asamada polimerden sinyal molekiiliiniin kontrollii salimi basariimis ve
kikirdagi érnekleyecek polikaprolakton gelistirilmistir. Son olarak, biyomalzemelerle birlikte
yag dokusundan farklandiriimis kemik ve kikirdak hticrelerinin (ADKK) kullaniimasiyla doku
muhendisligi son Grind gelistirilmis ve bunun in vitro kosullarda uygun yontemlerle
biyouyumlulugu test edilerek doku uyumlulugu kanitlanmistir.



ABSTRACT

Bone and cartilage diseases and/or traouma are among the most important health
issues of Turkey. Recently limited clinical practices and some experimental studies are
observed in the literature on tissue engineering approach to treat tissue and organ loss. The
main scope of this project is to combine the three corner stones of tissue engineering
concept; the biomaterial, the cells and growth factors, to generate bone and cartilage-like
tissues by an interdisciplinary and multicenter study.

At the first step of this study; sintered, interconnected-porous,
hydroxyapatite/tricalcium phosphate (HA/TCP) ceramics doped with trace elements were
developed. The size of the prosities was 700 um on the average. Then, macrochannels were
opened in these ceramics by mechanical processes. Diameter of the macrochannels among
the porosities ranged from 100 ym to 400 um. Mechanical manipulation aided tissue
ingrowth to these ceramics. Biocompatible and biodegradable polymers were used to
improve the mechanical strength of the bioceramics. Biocompatible and biodegradable
polymers improved cold compressive strength of the porous ceramics by a factor of 3. Net
structured biomaterials were bent at 2.24 MPa. Deformation under loading was 16% on the
average. At the second step, a growth factor was added to the polymer to enhance tissue
interaction and biocompatibility. A controlled release of signal molecules was managed and
cartilage-like polycaprolacton tissues were developed. At the final step, bone and cartilage
cells derived from adipocytes were combined with the composites. Cell and growth factor
containing composites were tested in vitro and tissue harmoniousness was evidenced.



GIRIS

Kikirdagin Yapisi ve islevi

Eklem kikirdagi insanda hareket iglevini yerine getirmek Uzere ileri derecede
farklanmis bir dokudur. Sekil 1’de normal insan ekleminin bilesenleri gortlmektedir.
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Sekil 1. Normal insan ekleminin bilesenleri.

Hiyalin kikirdak yapisindaki eklem kikirdagi agirlikli olarak tip 2 kollajenden olusan
hicrelerarasi ag (ekstraselliiler matriks) ve kondrositlerden olusur. Ekstraselliler matriksteki
proteoglikanlar fibriller ile hicreleri Sekil 2'de goéruldugu gibi birlestirir. Hucrelerarasi agin -~ %
60-85'i su ve elektrolitleri, %10-30'u kollajen ve % 3-10'u proteoglikanlari igerir.
Proteoglikanlar, hiyaluronan, keratan silfat (KS), kondroitin stlfat (CS) ve bunlari birbirine
baglayan baglanti proteinlerinden olusur. Proteoglikanlarin molekiler yapisi Sekil 3'de
gorulmektedir. Bu yapisiyla eklem kikirdagi buyldk oranda su tutar ve bu suyu kontrolll
vererek ekleme gelen vyikleri sodurur. Ayni zamanda Ustlin ylzey sdrtinmesi 6zelligi
gosteren eklem kikirdagi uzun yillar boyu harekete izin verir.
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Sekil 2. Hiyalin eklem kikirdagini olusturan hicrelerarasi ag ve kondrositler.
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Sekil 3. Proteoglikanlarin molekiler yapisi.

Eklem kikirdagi, hicreler arasi agdi sentezleyen, mezenkimal kondroblastlardan
farklanan kondrosit adi verilen hdcreleri igerir. LakuUnalarinin igine yerlesik kondrositler
yukarida da belirtildigi gibi hlicrelerarasi agin icinde seyrek olarak bulunur. Hlcre/ag orani
katmanlarina gére farklilik géstermekle birlikte 1/30 ile 1/100 dolayindadir. Kikirdak dokusu
damar ve sinir icermediginden perikondriyum denen dizensiz siki bag dokusundan beslenir.
Ancak eklem kikirdagi perikondriyum icermez. Bunun yerine eklem kapsulunin i¢ kisminda
yerlesik, dinamik bir doku olan sinovyum tarafindan desteklenir. Sinovyositler sinovyal siviyi
sentezleyip salgilar. Eklem kikirdagindaki kondrositler diger ¢ogu dokudan farkh olarak
eklem i¢i (sinovyal) sividan beslenir ve agirlikli olarak anaerobik metabolik yolu kullanir (Sekil
4 ve Sekil 5). Bu nedenle kikirdak yaralandiginda kondrositler sinirli onarim guicu sergiler.

Sinovyal Eklem Fizyolojisi
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Sekil 4. Sinovyal eklem fizyolojisi.
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Fibrilogenez | | Heparin ko faktér 2 Tip II’nin ¢ekirdegi
TGFB Makromolekuller

Sekil 5. Kikirdagin temel yapi taglari.

Kikirdak Onarimi

Ozellikle gocukluk veya genglik ¢aginda spora bagl kikirdak yaralanmalarinin
tedavisi kikirdagin kendini onaramamasi nedeniyle sorun olusturmaktadir. Amerika Birlesik
Devletler’nde (ABD) bu tir kikirdak yaralanmalarinin tedavisine ydnelik yilda 1.000.000
cerrahi girisim gerceklestiriimektedir (Lynn ve ark., 2004). Nufusa oranlandiginda ulkemizde
basta spor yaralanmalari olmak Uzere defektle sonlanan ve cerrahi gerektiren kikirdak
yaralanmasi olgusunun yilda 220.000 dolayinda oldugu distnulmektedir. Zamaninda ve
dogru tedavi edilmeyen kikirdak defektinin gelecekte bulylk olasilikla halk arasinda
kireglenme olarak adlandirilan osteoartrit (OA) ile sonlanmasi s6z konusudur. Osteoartrit 65
yas Uzeri toplumda iki kisiden birisinde goérilmekte olup hekime bagvuruyu gerektiren kronik
hastaliklarin en baginda gelmektedir. Osteoartritin  dnlenmesi, tanisi ve tedauvisi
(Musculoskeletal conditions) i¢in ve yine bu hastalia bagli morbiditenin yillik butcesel
boyutu birkag milyar USD’1 bulmaktadir. Yaglanan toplumla birlikte osteoartrite yakalanma ve
bu hastaliga bagh komplikasyonlarin yasanma olasiliginin énimuizdeki 10 yilda katlanarak
artmasi s6z konusu oldugundan kikirdak defektlerinin zamaninda ve dogru onarimi ikincil
OA'in geligimini 6nlemede buyuk 6nem kazanmaktadir.

GUnuimuzde kikirdak defektlerinin  onariminda  degisik cerrahi  teknikleri
kullaniimaktadir. Hiyalin kikirdak yerine bag dokusu (fibréz kikirdak) gelisimini tetikleyen
mikrokirik olusturulmasi gibi yontemler gelismis Ulkelerde yerini ileri teknolojik yéntemlere
birakmaktadir. Cerrahi girisim sonucu geligen fibréz veya hiyalin kikirdak gelisimi Sekil 6’da
gOriulmektedir. Subkondral boélgeden kemik iligine delik agilmasi veya mikrokiriklarin
olusturulmasiyla defekt bélgesinde fibréz doku gelismekte ve bu doku normal kikirdagin yapi
ve iglevini yerine getirememektedir. Mozaikplasti adi verilen ve ayni eklemin yik tagsimayan
bir bélgesinden alinan normal kikirdagin defekt bdlgesine transplantasyonu basarili sonuglar
vermekle birlikte blylk defektlerde kullanilamamasi ve dokunun alindi§i yerde olusan hasar
bu girisimin uygulanbilirligini sinirlamaktadir. Bu nedenle son yillarda kikirdak defektlerinin
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onariminda (a) otolog/kék hicre aktarimi, (b) sinyal molekdllerinin uygulanmasi ve (c) yapay
ag kombinasyonlari klinik uygulamalarinda artan oranlarda kullaniimaya baslanmistir. Sekil 7
kikirdak doku mihendisliginde glincel yaklasimi géstermektedir.

« Lavaj e
: FIBROZ |

« Debritman | KIKIRDAK
- Abrazyon kondroplastisi | |GELISIMI
* Drilleme
« Mikrokirik
« Mozaikplasti

—Osteokondral otogreft HYALIN (?)

+ KIKIRDAK

—Osteokondral allogreft GELISIMI

» Osteotomi

Sekil 6. Cerrahi girisim sonucu gelisen fibréz veya hiyalin kikirdak gelisimi.

Hucreler
{(Kondrositler)

Hiicre Kalturd w

—_—
Ottaa Hasarli Dokuya
/‘ Uygulama

\ O 2

infeksiyon ve Genetik Kinlmanin
Taranmasi

Yapay Aglar
(Polimer,
Kollagen v.b.)

Sinyal Molekulleri
(TGF-b, IGF v.b.)

Sekil 7. Kikirdak doku miihendisliginde glincel yaklasim.

Otolog Kondrosit implantasyonu/Transplantasyonu

Otolog kondrosit implantasyonu (ACI) veya transplantasyonu (ACT) ayni kisiden
alinan kondrositlerin hiicre kultirinde cogaltilarak geriye, kikirdak defektine uygulandigi
girisimlerdir. Otolog kondrosit implantasyonunun ABD’deki uygulama fiyati 10.000 USD ve
Avrupa Birligindeki uygulama fiyati da 4.750 EURO dolayindadir. Eger defekt bliylk ve ¢cok
hicre kullaniimasini gerektiriyorsa fiyat katlanarak artmaktadir. Bu fiyat sadece ACI/ACTyi
kapsamakta olup hekim, hastane ve rehabilitasyon giderlerinin buna eklenmesi
gerekmektedir. Otolog kondrosit implantasyonunun o6nemli dezavantajlarinin basinda
kikirdak alinirken ve defekte hlicre uygulanirken iki kez ayni ekleme cerrahi girisim
gerektirmesi gelmektedir. Hucrelerin uygulanacagi kikirdak defekti temizlendikten sonra
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kemigi saran periosttan alinan zar defektin eklem ylziine bakan bélgesine dikilmektedir.
Kondrojenik ve osteojenik potansiyeli oldugu bilinen (Gallay ve ark., 1994; Nakahara, 1991)
periostun kendisi de kikirdak yapabilmektedir. Periost dokusu kikirdaga dikildikten sonra
cevresinden hiicrelerin disari sizmamasi igin fibrin yapistirici kullaniimaktadir. Agik eklem
cerrahisi gerektiren ve olduk¢a karmasik olan ACI girisiminin diger 6nemli dezavantaijlari

(a) fazla sayida hiicre gerektirmesi,

(b) pahali olmasi ve

(c) eklem digi periost dokusunun kullaniimasi (bu nedenle baska bir viicut boélgesinde
de cerrahi yapilmasi) gelmektedir.

Otolog kondrosit implantasyonunun uygulanmasinin sakincali oldugu kosullari

(a) Osteoartrit,

(b) Bipolar kondral yaralanmalar,

(c) Eklem araliginda daralma,

(d) Osteofit formasyonu,

(e) Subkondral kemikte skleroz ve

(f) Kist formasyonu olusturmaktadir. Otolog kikirdak implantasyonundan Gg¢ ay sonra
implantasyon bolgesinde hiyalin kikirdak olusumunun iki kat arttigi, ancak bu artisin periost
dokusu implantasyonu veya kontrol grubuna oranla anlaml farkli géstermedigini belirten bir
calisma (Breinan, 2001) bulunmaktadir. Peterson ve arkadaslari, 2002 ACl'ye ait orta ve
uzun dénem sonuglarini yayinlamistir. Patella veya femoral kikirdak yaralanma bolgesine
ACI uygulanan hastalar ortalama 7,4 yil (5-11) takip edilmistir. iki yilin sonunda 61 hastanin
50’sinde basarili sonug elde edildigi, ikinci bakis artroskopide elektromekanik indentasyon
probuyla muayenede normal kikirdagin % 90’ina ulagsan mekanik saglamhgin olustugu, 12
biyopsi 6rneginden sekizinde Safranin-O ile boyanmanin gergeklestigi ve sekiz hiyalin
biyopsi érneginin 3’Unde tip 2 kollagen gelistigi saptanmistir. Browne ve arkadaslarinin, 2005
gerceklestirdigi ¢cok merkezli kohort calismada hastalar 5 yil sure ile takip edilmis ve
Cincinnati skorlamasina gére degerlendirilmistir. Yas ortalamasi 39, defekt boyutu ortalamasi
4.9 cm? olan ve dnceden gecirilmis en az bir basarisiz kikirdak onarimi bulunan 87 hastada
ortalama 2,6 puan iyilesme goérulmustir. 62 hastada iyilesme goérilirken 19 hastada
kotilesme gdzlenmistir. lyilesme gozlenen grupta puan artisi 4,1 olarak kaydedilmistir.
Mithofer ve arkadaslari, 2005 ACI uyguladiklari 45 futbolcuyu 41+4 ay takip etmis ve % 72
basarili sonug¢ ile % 83 oraninda futbola doénus bildirmiglerdir. Otolog kondrosit
implantasyonu kullanilan kikirdak onarimi sureglerinde karsilagilan sorunlar

(a) Farklanmada yetersizlik,

(b) Hicre kaybi,

(c) Matriks ¢dzlinmesi ve

(d) integrasyon eksikligi
olarak nitelendirilmistir (Steinert ve ark., 2007).

Yapay Adlar

Kikirdak defektlerinin onariminda yapay aglar (matriks) tek basina nadiren
kullaniimaktadir. Buna karsin hicrenin tasinmasi ve defekt bdlgesinde tutulmasi igin
kullanilacak yapay aglarin

(a) gbzenekli,

(b) hicre ile uyumlu,

(c) kendiliginden eriyebilen (biyobozunur),

(d) esnek,

(e) ucuz ve

(f) cerrahi sirasinda kolay uygulanabilir olmasi
beklenmektedir (Hunziker, 1999; Yaylaoglu ve ark., 1999; Boland ve ark., 2007). Hucreler
arasl agl ve subkondral kemigi 6rnekleyen yapay aglar ve yapay aglarda aranan ozellikler
siraslyla Sekil 8 ve Sekil 9'da verilmektedir.
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Yapay Aglar*

+ Kalsiyum Fosfat
- HA/TCP
+ Biyolojik Polimerler
— Kollagen/GAG; Aljinat; Hyaluronan; Kitosan
+ Sentetik Polimerler
— PLA; PGA; PCL; PHBV
* Digerleri
— Demineralize kemik matriks: Devitalize kikirdak:
Periost; Biyocam

*Hiicerelerarasi (Ekstraseliiler) agi ornekler.

Sekil 8. Hicreler arasi agi ve subkondral kemigi 6rnekleyen yapay aglar.

Yapay Aglar

+ Biyolojik olarak uyumlu {(normal fizyolojik stregleri olumsuz
etkilemiyen),

» Normal hicre blylumesine ve farklanmasina izin veren,

» Ug boyutlu yapisini yeterli stre koruyan,

+ Biyolojik olarak ¢ézunebilen (degredasyon-abzorbsiyon-
integrasyon),

+ Toksisitesi ve immunijenitesi disik,

+ Uretim sureci belirlenmis, ucuz ve kolay,

» Cerrahi sirasinda boyutu ve gekli kolay uyarlanabilir.

+ Ug boyutlu hiicrelerarasi ag ve hiicreler arasinda dinamik
etkilesimin (integrinler) yanisira i¢ ve dis etmenlerin karsisinda
denge korunmaktadir.

+  Kikirdagin ve altindaki subkondral kemidin yapisini ayn ayri
drnekleyebilen iki fazlh malzemeler.

Sekil 9. Yapay aglarda aranan 6zellikler.
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Yapay aglarin Uretiminde farkli teknikler kullaniimakta olup baslica yéntemler
a) Fibril baglama,
b) Sivi kaliplama ve partikil ugurma,
¢) Membran laminasyonu,
d) Eriterek dokme,
e) Ekstriizyon,
f) Dondurup kurutma,
g) Faz ayristirma,
h) Dogal polimerler,
1) Bag doku kapsdild,
i) Hizli prototipleme ve
j) Electrospining
olarak belirtilmistir.

Sinyal Molekdlleri

Sinyal molekiilleri kikirdak defektlerinin onariminda tek basina kullaniimamaktadir.
Bunlar ¢ogunlukla yapay aglarla birlikte kikirdak defektine uygulanmaktadir (Lee ve Shin,
2007). Sinyal molekdillerinin en 6nemli dezavantajlari doz ve zamana bagh farkh etki
gOstermeleridir. Bu durum $ekil 10’da gorilmektedir.

Cogalma

Bayume hormonu

IGF-1

PTH

PTHrP Farklanma
TGF-b

Hiicrelerarasi
@ T QO BMP'ler

@ A Yapimi

Farklanmamig Blylme harmonu

kondrosit énciilii @‘e\ @ & ekanikuan
<>

hiicre © q
Kondrosit -- <

énclld
hiicre Keondresit

Kikirdak

Sekil 10. Kikirdak onariminda sinyal molekdillerinin doza ve zamana bagh olasi
etkileri (O’Driscoll, 1999°dan degistirilerek kullaniimistir).

Bu nedenle hangi sinyal molekulinun hucre/doku olusumunun hangi asamasina
hangi dozda etki ettiginin iyi bilinmesi gerekmektedir.

Kikirdak Doku Muhendisligi

Yukarida deginilen ¢alismalar ve Martin ve arkadaslarinin, 2007 kikirdak doku
muahendisliginde olasi yapay ag ve hucre stratejileri Sekil 11°de 6zetlenmistir. Bu galismaya
g6re hlcre ve yapay aglarin farkli kombinasyonlari s6z konusudur. Stratejinin en dnemli
eksikligi sinyal molekullerine yer verilmemis olmasidir.

14



1 2 3 4
Hiicre |:| |:| [ ] Hucre yok
[} Kondrosit
u . I ‘ B Osteosit
|

Kansik
A B Cc D
Yapay Ag -
(Matriks) .

Sekil 11. Farkh hiicre ve yapay ag uygulamalari (Martin ve arkadaslari, 2007°den
ornek alinmistir).

Ag yok
Kemigi érnekleyen ag

Kikirdagi ornekleyen ag

EENE[

Kansik

Yapay aglarin kullanildidi calismalarda kikirdak ve kemik dokunun ayri ayri
orneklenmesi 6nem arz etmektedir. Kikirdak ve kemigin ayri 6rneklendigi doku muhendisligi
c¢alismalari Tablo 1’de 6zetlenmistir.

ACI ile yapay agin birlikte uygulandigi MACI teknigi Ulkemizde Kklinik alana yeni
tanitiimaktadir. Koyunlarda gergeklestirilen deneylerde MACI teknigi ile iyi sonuglar alindigi
bildiriimektedir (Jones ve ark., 2008). Yéntemin uygulandi§i 12 insanda da ylUz guldirtcu
sonuglar alinmistir (Gigante ve ark., 2007). Baska bir ¢calismada bes yil sire ile takip edilen
25 hastanin biyik ¢cogunlugunda eklem iglevi normale dénmustir (Behrens ve ark., 2006).
Cogunlugu yurt disi kaynakh ve pahali olan kikirdak doku muhendisligi drtnleri ayrica
dokunun yurt disina gidip gelmesi gibi kanuni zorluklari da beraberinde getirmektedir.
GUnumuzde ticari olarak bulunabilen kikirdak doku muhendisligi Grtnleri ve uyguladiklar
stratejiler Tablo 2'de verilmektedir.
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Tablo 1. Kikirdak ve kemigin ayri 6rneklendigi doku muhendisligi caligmalari.

Kikirdak Kemik Uygulama Uygulama Hucre turl Mediator Kaynakca

kompartman| kompartman yontemi bolgesi

PLGA Biyocam Coziclyle Femoral medial] Otolog kondrosit - Nideraurer ve ark., 2000
kaynastirma | kondil/Patella

PLGA Kalsiyum sulfat Cozicuyle Femoral medial] Otolog kondrosit - Nideraurer ve ark., 2000
kaynastirma | kondil/Patella

Hyaluronan | Kalsiyum fosfat infiltrasyon Femoral medial] Ki kdkenli - Gao ve ark., 2002

kondil progenitdr hiicre
PGA Kollagen/HA/TCP | Dikis Femoral kondil{ Allojen kondrosit/ - Schaeffer ve ark., 2002
patellar ylz Otojen Ki
hicresi
PGA PLGA/PEG Dikis Hucre kiltard Kondrosit - Schaeffer ve ark., 2000
/Periosteal hlcre

PLA/PLGA | PLA/PLGA/TCP Cozicuyle Kondrosit kiltlrd| Kondrosit - Scherwood ve ark., 2002
kaynastirma

Hyaluronan | HA/TCP Doku Cilt alti dokusu Mezengimal kdk TGF-beta Gao ve ark., 2001
yapistiricisi hicre

Agaroz Deselllarize Infiltrasyon Otolog kondrosit | Otolog kondrosit - Hung ve ark., 2003

kemik
Jelatin/fibrin | Jelatin/fibrin - Femoral kondil - TGF-beta/IGF- Hunziker ve Diresang, 2003
1/suramin
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Tablo 2. Gunimuzde klinikte kulanim alani bulan kikirdak doku muhendisligi Grdnleri.

Uriin Malzeme Hiicre | Kiiltiir/Giin| Uriin boyutu| Yiikseklik
Kaynagi (D) (mm) (mm)
CaReS Kollagen Tip 1 10-14 (3D) | 35 (¢ap) Degisken
MACI Kollagen Tip 1 14 (2D) 40x50 1
7 (3D)
Hyalogaft-C | HA 14 (2D) 100 mm* 1
15 (3D)
Bioseed C Polimer/Fibrin 10 (2D) 30x20 1,5
5-7 (3D)
Novocart Kollagen Tip 1+ CS 8-9 (2D) 30x50 1,5
8-9 (3D)
Arthromatrix | Kollagen Tip 1 28-56 (2D) [ 70x30 1

Varsayimlar

Gergeklestirilen literatlr taramasi ve daha dnceki arastirmalarin 1511 altinda projenin
baslangicindaki varsayimlari maddeler halinde asagida verilmigtir:

a)
b)
c)
d)

e)

f)

Cam fazi egliginde sinterlenmis HA/TCP (60/40) gbzenekli seramikler subkondral
kemigi drnekleyecektir,

Seramiklerin mikro mekanik manipulasyonu yapay aga hucre girigini arttiracaktir,
Seramigin gobzeneklerinin polimerle kaplanmasi subkondral kemigin organik
yapisi olan kollajeni drnekleyecek ve yapay agin torsiyonel yiklerde mekanik
dayaniklihigini arttiracaktir,

Polimere blyume faktorlerinin eklenmesi osteointegrasyonu hizlandiracaktir,
Kikirdagin ekleme bakan yizeyini érneklemek icin adipdéz doku kaynakl kok
hucre (ADKK) polimer ag ile birlestirecektir ve

Geligtirilecek  mdhendislik  GrinG  yapay kikirdak eklem onariminda
kullanilabilecektir.
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GENEL BILGILER

Kas-iskelet sisteminin temel islevi yasamin en énemli belirleyicilerinden olan hareketi
saglamaktir. Sinovyal eklem bu sistemin hareketle ilgili en 6nemli bilesenidir. Eklem
orneklenirken ¢ogu guncel yaklasim sadece kikirdaga odaklanmaktadir. Son zamanlarda
kikirdagin ekleme bakan yuzl kadar subkondral kemigin de 6nemli olduguna ve doku
muhendisliginde bu bilesenin de o6rneklenmesinin gerektigi belirtiimektedir. Subkondral
kemigin orneklenmesinde kalsiyum fosfat bazli seramikler kullaniimaktadir. Hidroksiapatit
(HA) ve ftrikalsiyum fosfat (TCP) olarak adlandirilan seramiklerin kemigin mineral yapisini
ornekledigi bilinmektedir. Hidroksiapatit ve TCP seramikler tek basina kullanilabilecedi gibi
polimerlerle birlestirilerek kompozit seklinde de kullanilabilmektedir.

ODTU Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Boliimiinde kemik yerine kullanilabilecek
HA ve TCP seramiklerin gelistiriimesi izerinde son 10 yildir arastirmalar strduarilmektedir.
Arastirmalarin sonucunda goézenekli HA ve HA/TCP (60/40) seramikler elde edilmistir (Tas
ve ark., 1997; Ko¢ ve ark., 2004; Kog¢ ve ark., 2004). Bu seramikler deneysel amaglarla
kullaniimis ve doku etkilesimleri agisindan basarili sonuglar alinmistir (Cenk, 2007).

Gozenekli HA ve HA/TCP (60/40) seramik bloklar deneysel calismalarda kemige
uygulandiginda gozeneklerin icine dokunun periferden merkeze dogru ilerledigi ve seramigin
merkezinde kalan alanlarda kemiklesmenin ge¢ ve gl¢ oldugu goérulmustir. Bu baglamda
seramiklerin mekanik 6zelliklerini bozmadan mikro mekanik manipulasyonla hicre girigini
arttiracak yaklasimin basta seramik icerisinde kan dolasimini arttiracagi buna paralel olarak
da kemik dokuya entegrasyonun hizlanacagi 6n gortlmuastar.

HA ve HA/TCP (60/40) seramiklere aktif madde ve biylime hormonlari eklenerek
osteointegrasyonun hizlandiriimasi énemlidir. TUBITAK SBAG-2521 “Segmenter kemik
defektlerinde endotelin 1 iceren hidroksiapatit seramiklerin kullaniimasi.” baslikli projede HA
ve HA/TCP (60/40) seramiklerle endotelin-1 tasinmasina yonelik calismalar
gerceklestiriimistir (Kerman ve ark, 2007). Bu ¢calismada seramiklerin bliylime hormonlarinin
tasinmasinda kullanilabilecedi ve bunun osteointegrasyonu hizlandiracagi belirlenmisgtir.

Kemikte bulunan bazi eser elementlerin yapisal islevde énemli goérev alabilecegi
bilinmektedir (Aras ve ark., 1999). Kemigin uzaysal diziliminde yapiyr korumakla goérevli
oldugu duslnulen eser elementlerin seramigin yapisina katilmasina yodnelik ¢cok az calisma
bulunmaktadir (Aras ve ark., 2000).

Kikirdak ve subkondral kemigin hastaligi/kaybi da kemik hastaliklari ve kayiplari gibi
onemli saglik sorunlarina neden olmaktadir. Osteoartritle sonlanan hastaliklarin gogu travma,
osteokondritis dissekans veya subkondral bodlgede osteonekroz sonucu olusmaktadir. Bu
defektlerin onariminda farkli cerrahi ve biyolojik temelli tedavi yéntemi bulunsa da iyilesme
cogunlukla fibroz kikirdakla olmaktadir. Sinirli olguda kullanilan ve oldukc¢a pahali bir yontem
olan otolog kikirdak onariminin erken sonuglari basarili bulunmakla birlikte bu yaklasimda
kikirdak dokusundan hicre eldesine gidildiginden cerrahi ve teknik zorluklari vardir. Otolog
kikirdak transplantasyonunda hicreleri destekleyecek yapay ag ve blylime faktori
kullanilamamaktadir.

Yetiskin kaynakli kdk hicreler dlinyada ve ullkemizde otolog veya heterolog olarak
yillardir kan hastaliklarinin tedavisinde kullaniimakta, son yillarda da o6zellikle dlumcul ve
yasami olumsuz yonde etkileyen, tibben kesin ve etkili tedavi olanagi bulunmayan
hastaliklarda tedavi amach denenmektedir. Bununla birlikte kok hicrelerin  doku
muhendisliginde kullaniminda iki énemli 6zellik dikkate alinmaktadir: i) Huicrelerin ylksek
sayida ve kolay elde edilebilmesi, ii) Uygun in vitro ve in vivo sartlarda istenilen hicre ve
doku yapisina kolayca ve yuksek oranda donusebilmeleri. Kemik iligi ve kordon kanindan
elde edilen hicreler her ne kadar ikinci 6zelligi verimli olarak saglayabilse de elde edilme ve
alindiktan sonra sayica c¢ogaltma konusunda zorluklar yasanmaktadir. Gamet Saglik
Hizmetleri A.S. ve istanbul Memorial Hastanesi isbirligi ile istanbul Memorial Hastanesi YUT
ve Genetik Merkezi biinyesinde 2003 yilinda koék hiicre galismalari baslatiimistir. ilk
asamada elde edilen embriyonik kok hicreler kas, sinir, endotel gibi ¢cok farkl hiicrelere in
vitro olarak farklilastinlabilmistir (Findikli ve ark., 2005). Benzer sekilde 2004 yilinda
baslatilan cgalismalarda insan yag dokusundan elde edilen stromal hucrelerin kok hucre
Ozellikleri tasidi§i ve uygun sartlarda sorunsuz olarak dondurulup saklanabildigi gosterilmistir
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(Akcin ve ark., 2005). Calismamizda yag dokusundan elde edilerek kemik ve kikirdaga
farklandirilan hicreler doku mihendisligi uygulamalarinda yukarida deginilen o6zellikleri
tasidiklarindan dnemli bir avantaj saglamaktadir.

Adipoz doku kaynakli kok (ADKK) hicreler lipoaspirasyon sonrasinda veya
abdominal subkutan vyolla alinmigs yag dokusunun mekanik ve enzimatik yollar ile
ayrigstirimasi ile elde edilen ve in vitro sartlarda farklanmadan buylime 6zelligine sahip
hicrelerdir. ADKK hicrelerinin  sahip olduklari yiksek in vitro kultir ve farklanma
potansiyelleri ancak yeni anlasiimaya baslanmistir. Diger yandan, ADKK hiicrelerin tedavi ve
arastirma amacli  kullanim potansiyelleri bu hicrelerin  diger hicrelere farklanma
mekanizmalarinin ¢ézilmesi ile daha iyi anlasiimaktadir. Bu nedenle ADKK hcrelerinin
uygun biyomateryal destek ile kombine olarak buyutilmesi, kemik/kikirdak dokusuna
farklanmasi ve uygun havyan modellerinde tedavi edici 6zelliklerinin belirlenmesi yakin
gelecekte benzer uygulamalarin insan c¢alismalarinda kullanilabilmesi igin gerekli teknik
gereksinimler ve mekanizmalarinin hazirlanmasi agisindan énem arzetmektedir.

insanda ilk kez 2001 yilinda Zuk ve arkadaslari, 2001 tarafindan ayristirilarak
tanimlanan ADKK hiicreleri, diger yetiskin kdk hicre kaynaklariyla karsilastirildiginda distk
verici morbiditesi ve ylksek oranda elde edilebilme 6zellikleri nedeniyle doku muihendisligi
uygulamalari icin uygun hicre kaynagi olarak goérilmektedir. Ginimize kadar farkl gruplar
tarafindan gerceklestirilen birgok calismada bu hticrelerin in vitro gelisimleri ve farkli hiicre ve
dokulara doéntsumleri incelenmis, uygun sartlarda ADKK hicrelerin mezoderm kaynakh
kemik, kikirdak, kas, kalp kasi, hicrelerine dénusebildigi gosterilmistir. (Zuk ve ark., 2002;
Planat-Benard ve ark., 2004; Rodriguez ve ark., 2005; Lendenckel ve ark., 2004). ADKK
hicrelerinin kemik/kikirdak defektlerinin tamirinde kullanimi konusunda sinirli in vivo ¢alisma
bulunmaktadir. HA-TCP ile kombine edilerek SCID fare modeline nakledilen insan ADKK
hicrelerinin osteoid olusturduklari saptanmistir (Hicok ve ark., 2004). Cowan ve arkadaslari
yakin zaman once fareler Uzerinde gergeklestirdikleri bir diger calismada farelerin karin
bolgesinden elde edilen ADKK hiicrelerinin uygun biyomateryal (PLGA) ile birlestirildikten
sonra ciddi kalvaryal defektlerin tamirinde efektif olarak kullanilabileceg@ini gdstermistir.
Benzer sekilde Vetstem adli sirketin adipoz kaynakli kok hicreler ile atlar tUzerinde Cornell
Universitesi ile birlikte gerceklestirdikleri calismalarinda subkondral kemik ve kikirdak
defektlerinde ve tendon yaralanmalarinda nakledilen otolog ADKK hicreleri ile tedavi
saglandigi bildirilmektedir (www.vet-stem.com/Enhanced/). Ancak verilere gére, ADKK
hicreleri in vitro kosullarda heniz tam anlamiyla kemik ve kikirdak projenitér hicrelerine
yodun olarak doénustirilememekte, genetik olarak degistirilerek belirli biylime faktorleri
salgilamasi saglanan hiicrelerde bu oran yukseltilebilmektedir (Peterson ve ark., 2005; Yang
ve ark., 2005).

Projenin Baslangicindaki Amaglar:

1. Cam fazi egliginde sinterlemis goézenekli HA/TCP seramikleri eser elementlerle
birlestirerek kemigin inorganik yapisina bir adim daha yaklasan yapay aglar elde
etmek ve dolayisiyla doku uyumunu arttirmak,

2. Seramiklerin mekanik manipulasyonuyla igine uzunlamasina doku ve damar
yapilarinin ilerlemesine olanak saglayacak mikro kolonlar agmak,

3. Olusturulacak kolonlarin ve gézeneklerin bir blimind polimerle kaplayarak kemigin
organik komponenti olan kolajeni érneklemek,

4. Kullanilacak polimerin normal doku olusumunu hizlandiracak ve kontrol edecek
blyUume faktdrleri ile birlestiriimesi,

5. Uygun laboratuar sartlarinda ADKK hucrelerinin elde edilerek tanimlanmasi ve
farklanma potansiyellerinin belirlenmesi,

6. Polimer/seramik kompozit ile ADKK hucrelerini birlestirerek doku muhendisligi
yaklasimiyla yapay doku olusturmak - bu dokuyu in vitro ortamlarda denemek,

7. Elde edilen muhendislik trinu yapay dokunun biyouyumlulugunu sinamakir.
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Projenin Ozgiin Degeri

Proje doku muhendisligi teknolojisinin bilimsel olarak gelistirilerek kas-iskelet sistemi
hastaliklari veya hasarlarinda kullanilabilmesi amaciyla gelistiriimesine yoneliktir. Proje yeni
gelismekte olan doku muhendisligi biliminin

a) ileri malzemeler,

b) hicre teknolojisi ve

c) blyume faktérleri yapi taslarina disiplinerarasi yaklagim getirmektedir. ileri
malzemeler baglaminda kemik ve kikirdak dokusunun temel yapi taglari olan inorganik ve
organik fazlarinin érneklenmesi yapilmistir. inorganik fazi érneklemek igin gézenekli ve
g6zenekleri birbiriyle baglantii olan ve cam fazi esliginde sinterlenen HA/TCP (60/40)
seramikler Uretilmigtir. Bu seramikler ODTU Metalurji ve Malzeme Miihendisligi boliminde
gelistiriimis, malzeme &zellikleri belirlenmis ve deneysel ¢calismalarla etkinlikleri gosterilmistir.
Gergeklestirilen projede HA/TCP (60/40) seramiklerin iki dnemli yenilikle ele alinmasi
saglanmigtir. Bunlardan birincisi Uretilen seramiklerin dokuya entegrasyonunun arttiracak
mekanik iglemlerin yapilmasidir. Seramik malzemenin kirilgan yapisi nedeniyle Uzerlerinde
mekanik islem yapilmasi glgctir. Bu nedenle seramiklere zarar vermeden siki bir sekilde
tutabilmek icin 6zel tutma ve baglama aparatlar yapiimistir. Bu aparatlar kullanilarak
seramiklere mikro CNC’de cesitli ¢caplarda ve farkli yerlesim geometrilerinde uzun kolonlar
acilimigtir. Kolonlarin olusturulmasinda amag¢ normal kemik dokusunda oldugu gibi iginde
damarsal yapinin gelismesine izin verecek havers kanal sisteminin 6rneklenmesidir.

Ikinci 6Gnemli yaklagim sinterlenmis HA/TCP (60/40) seramiklere kemik dokuda varhigi
ve etkisi bilinen bazi eser elementlerin eklenmesidir. Bu yaklasimla kemigin inorganik
yapisina bir adim daha yaklasilarak doku uyumu artmigs yapay aglar elde etmektir.

Projeye 6zgun deger katan diger bir malzeme yaklasimi polimer kullanilarak kemigin
organik fazi olan tip 1 kollagenin érneklenmesidir. Tek basina polimerin seramik kompozitin
gozeneklerine ve kolonlarina eklenmesinin yapay agin 6zellikle torsiyonel dayanikliligini
arttirmasi beklenmektedir.

Projenin hicre baglaminda 6zgunligu bu ¢alismada ADKK hicrelerinin kullaniimis
olmasidir. Uluslararasi literatirde ADKK’'nin doku muhendisligi yaklasimina yonelik
kullanimina ait sinirli sayida kaynaga ulasilimigtir.

Projenin 6zgin son yaklasimi da polimerin normal doku olusumunu hizlandiran ve
kontrol eden blyume faktorleri ile birlestiriimesidir.

Proje bitiminde elde edilen bilgi birikiminin ve doku muhendisligi Grinunin insanligin
kullanimina sunulmasi hedeflenmektedir. Cok merkezli (ODTU, Memorial, Hacettepe) ve ¢ok
disiplinli (Malzeme Muhendisligi, Tip, Kimya, Biyoloji) bir yaklagimla ele alinan projenin
sonuglarindan birden fazla uluslararasi yayinin saygin derilerde ¢ikmasi beklenmektedir.
Elde edilen doku muihendisligi Grininin yani sira Uretim teknikleri, malzeme
karakterizasyonu, eser elementlerin entegrasyonu, hicre calismalari ve blyume faktori
calismalarina yonelik yeni yaklagimlarin ulusal ve uluslararasi Olgeklerde patentlenmesi
dusunulmektedir. Alinacak patentlerden yurt icinde veya yurt disinda lisans veya PR olarak
gelire donusme olasihgi yuksektir.

Kok hiicre arastirmalari TUBITAK ve TUBA gibi ulusal kurumlarimizin hazirlamis
oldugu 6ngoéri ve strateji raporlarinda o6ncelikli arastirma alanlarinda yer almaktadir.
Rejeneratif tipta genis tedavi olanaklar vaat eden ADKK hicrelerinin, biyomateryal bazli
tedavi protokollerinin ve hlcre ekilmis biyomateryal kullanilarak elde edilecek yapay
dokularin Ulkemizde de gelistiriimesi bu konudaki teknolojik birikimi saglayarak ve adi gegen
alanda uzmanlagsmis arastirmacilar yetistirerek Ulkemizin bilimsel arenada rekabet glcunu
yukseltecektir.
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GEREG VE YONTEM

Arastirmada hedeflenen doku miuhendisligi Grini kikirdagin sematik cizimi Sekil
12’de gosterilmistir.

Yag Dokudan Poli{l-laktid) (PLL),
Farklandirims —————@®» T Poli(l-laktit-ko-glikolit) (PLGA)

Kondrositler ve
. Poli(l-laktit-ko-e-kaprolakton)

HA/TCP Biyocam ——+

Sl Kikirdak/Subkondral Kemik

Baglantisini Engelleyen

Vaskuler Yapinin Polimer

ilerleyebilmesi igin
Makrokanallar

Yerel Dlzenleyici iceren
Polimer

Sekil 12. Doku muhendisligi Grlinl yapay kikirdak.

A) Hidroksiapatit (HAP) ve Trikalsiyum fosfat (TCP) Seramiklerin Hazirlanmasi

Kemik dokusunun inorganik bileseni blyldk oranda kalsiyum ve fosfat'tan
olusmaktadir. Kemigin inorganik yapisini 6rneklemede TCP ve HAP kullaniimaktadir.
Trikalsiyum fosfat bilegisinin kimyasal bilesimi Caz(PO,).’dir. Hidroksiapatit bilesiginin
kimyasal formullu ise Caqo(PO4)s(OH);'dir. Kimyasal formillerden de anlagilacagi gibi sézu
edilen fosfat bilesiklerinin blinyelerindeki Ca/P atom oranlari farkhdir; TCP igindeki Ca/P
orani 1,5 ve HAP icindeki Ca/P orani ise 1,67 dir.

Kemik dokusunun temelini HAP olusturur. Dokunun fiziksel dayanikh@i blytk oranda
bu mineralden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle genel olarak yapay kemikler veya kemikle
birlesmesi beklenen implantlar HAP igerir veya ylUzeyi HAP ile kaplanir. HAP biyouyumlu
olmasina karsin vicutta ge¢ ¢6zinlr ve uzun sure varligini implante edildigi kemik doku
icerisinde slrdurtr. Buna karsin TCP bilesigi HAP’a oranla daha hizh ¢ozlnerek yerini
iyilesen kemik dokusunda birakir. Bu nedenle mekanik saglamlik gerektiren kemik
bolgelerinde HAP tercih edilirken kisa slirede ¢éziinme arzulanan boélgede TCP bilesiginden
yararlanilir.

Bu projenin ilk asamasinda metabolik yonden aktif subkondral kemigin érneklenmesi
s6z konusu oldugundan sinterlenmis HAP+TCP seramiklerinden yararlaniimistir. Son yillarda
HAP bileseninin igine eser elementler katilarak basta biyouyum olmak Uzere yeni islevler
kazandiriimaktadir. Eser element olarak stronsiyum (Sr) kullanimi 6ngoérilmustir.
Glnlimuzde osteoprozun tedavisinde ilag olarak kullanilan Sr katkisinin doku uyumunu
arttirmasi  beklenmektedir. NIST standartlarina goére Sr katki diizeyi projede 200 ppm
dolayinda tutulmustur. Subkondral kemigin mekanik ylik almasi nedeniyle dayanikhgi
arttirmak HAP+TCP kompozitinde HAP bilesigine SiO, katilmistir. Silisyum (Si) katki dizeyi
500 ppm’dir. Seramik tozlarin hazirlanmasi ve seramik Uretimine ait ¢calismalarin ayrintilari
asagida verilmektedir.
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Seramik Toz Hazirlama Sureci

Literatirde kalsiyum fosfat bilesiklerinin Uretimi igin degisik yontemler tanimlanmistir.
Termal sentezleme, hidrotermal sentezleme, kimyasal c¢oOktirme, kati hal reaksiyonlari,
kristalizasyon, sol-jel, sabit kompozisyon oranlari kullanilarak ¢oktirme gibi yontemlerin
yaygin olarak kullanildigi goriimektedir. ilk kez Hayek ve Newesely, 1963 tarafindan 1963
yilinda gelistirilen ve sonraki yillarda da pek ¢ok arastirmaci tarafindan kosullara goére
geligtirilerek kullanilan (Correia ve ark., 1996; Tas ve ark., 1997) homojen ¢oktirme yontemi
gereksinim duyulan seramik tozlarinin Gretilmesi i¢in uygun yontem olarak secilmistir.

Baslangi¢c malzemeleri olarak ylksek safliktaki diamonyum fosfat ve kalsiyum nitrat
tozlarindan 0,5 M stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Si katkilari TEOS olarak Sr katkilari ise 0,1M
derisimli Sr nitrat ¢dzeltisi olarak uygulanmistir. Si yer degistirme dizeyi 500 ppm
mertebesindedir. Uretiimek istenen kalsiyum apatitteki Ca/P orani baz alinarak stok ¢dzeltiler
hazirlanmistir. 750 ml'lik sivi karisim geri sogutucu takilmis dort boyunlu balon igerisinde
karistirilarak 50 °C kadar isitilmistir. Reaksiyon sisteminin sicakhgi 0,5 derece hassasiyetle
kontrol edilmistir. Bunun icin sisteme kontakt termometre takilmis ve isitici ile ¢dzeltinin
sicakligi kontrol altinda tutulmustur. Balonun malzeme ilavesi igin kullanilan agzindan fosfat
¢cozeltisi 5 ml/dakika hizla ilave edilmis ve fosfat ilavesi sirasinda sistemin pH" retiimek
istenen kalsiyum fosfat bilesigine gére 5 ila 11 arasinda tutulmustur. Fosfat ilavesinin
bitiminden itibaren 24 saat sureyle karistirilarak olgunlastirilan ¢okeltiler 8000 rpm'lik santriflj
kullanilarak kati-sivi ayrimi yapiimistir.

Santrfiijleme stireci sonunda elde edilen kati ¢okelti de-iyonize su kullanilarak iki kez
yikanmistir. 24 saat 80 °C’de kurutulan bu tozlar 800 °C’de kalsine edilmistir. Bu stire¢ amorf
nitelikteki kalsiyum fosfat tozunun kristallenmesi icin gereklidir. Kalsine tozlarin faz analizleri
X-1gini  difraksiyon yoéntemi kullanilarak yapilmistir. Cekimlerde monokromatik Cu-Ka
radyasyonu kullaniimis ve ¢ekimler 0,05° (28) araliklarinda 2 saniye beklenerek yapilmistir.
Cal/P orani 1,5 olan ¢okeltinin Diferansiyel Termal Analiz (DTA) grafigi ¢ikarilmis ve uygun
kalsinasyon sicakliklari bu grafik kullanilarak belirlenmigtir. DTA vakumlanmis ortama 100
mi/dak ile N, gazi altinda oda sicakligindan 1400 °C’ye 10 °C/dak isitma hiziyla isitmak
suretiyle gergeklestirildi.

Sinterleme Calismalari

Proje ekibi tarafindan daha 6nce yapilan bir ¢alismanin bulgularina dayanilarak
(Cenk, 2007) bu projede Uuretilmesi planlanan yapay kemiklerdeki HAP+TCP oraninin 60+40
olmasi planlanmistir. Yukarida acgiklanan yéntemlerle Uretilen kalsine edilmis HAP ve TCP
tozlarindan molar bazda 60/40 oraninda karigimlar tartiimis ve bunlar agat bir havanda etil
alkol ortaminda 1 saat slreyle karistirilarak homojenize edilmistir. Alkol tamamen
buharlastiktan sonra elde edilen karisimdan 10 mm cap ve 10 mm yUksekliginde silindir
numuneler preslenmistir. Presleme islemi paslanmaz celik kalipta 700 kg/cm® yik altinda
yapilmistir. Peletler 1200 °C sicaklikta 2 saat sureyle sinterlenmistir. Sinterlenmis peletlerin
kirik yizeyleri Taramali Elektron Mikroskobunda (SEM)’'de incelenerek pisirme slirecinin yapi
Uzerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Gozenekli Yapay Kemik Uretimi

HAP+TCP karigsimlarindan gézenekli kemik Gretmek Gizere siingere emdirme yéntemi
uygulanmistir. Surecte kullanilan siinger yanma sonrasinda artik birakmayan polimerden
secilmistir. Uygun oranlarda tartilan HAP+TCP tozlari kapakli cam kavanoz igine alinarak etil
alkol ve polivinil alkol (PVA) karisimi altinda yarim saat slireyle homojenize edilmis ve
seramik asilti (slip) haline getirilmistir. Zimba yardimiyla kesilen silindir veya dikdértgen
prizma slngerlere seramik asiltt emdirilmis, bunlar kurutulmus ve daha sonra da
sinterlenmistir. Sinterleme sirasinda stinger buharlasma ve yanma sonucu uzaklastigi icin
geride gozenekli seramik kalmistir. Aciklanan yéntemle hazirlanan seramikler 1200 °C
sicaklikta 2 saat sureyle sinterlenmigtir.
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Biyomekanik Testler

Elde edilen seramiklerin ti¢ adedine soguk basma mukavemetini belirlemek amaciyla basma
deneyi uygulanmistir. Deneylerde ODTU Metalurji ve Malzeme Mihendisliginde bulunan
“Shimadzu AGS-J” mekanik test cihazi kullaniimistir. Basma deneylerinde kullanilan test
cihazi Sekil 13'te gosterilmistir. Ornekler cihaza yerlestirildikten sonra 0,5 mm/s hizda
mekanik ylkleme gerceklestiriimistir. Soguk basma mukavemeti kirilma aninda uygulanan
kuvvetin numunenin kesit alanina bélinerek (o = F/A) formuli ile hesaplandi.

Sekil 13. Soguk basma deneylerinde kullanilan test cihazi.

B) Seramik implantlara Mekanik islemlerin Gergeklestirilmesi

Seramiklere mekanik olarak mikro CNC dik isleme merkezinde (Microcut-Challenger
2412-Taiwan; Fagor 8040 CNC Unitesi) cesitli caplarda ve farkli yerlesim geometrilerinde
uzun mikronize kanallar aciimistir. Talagh imalatta kesmeyi kolaylastirmasi, ¢ikan talaglari
ortamdan uzaklastirmasi ve de isi kontrolli saglamasi amaciyla malzeme cinsine uygun
olarak kesme sivilari kullanilir. Ancak delinecek seramigin gdzenekli yapisi ve kimyasal
Ozellikleri nedeni ile delme islemi sirasinda malzemeye zarar vermemesi ve Kkirlilige yol
agmamasi icin sogutma sivisi yerine bu calismada kuru hava ile sodutma yapilmistir.
Malzemenin seramik olmasi kesme igslemi sirasinda kesici takimin asiri 1sinmasina neden
olacag icin yuksel i1siya dayanikli karbur kesici takimlar kullaniimistir. Isinmayi énlemek igin
surekli bir delme iglemi yerine, 0,1 mm’lik adimlarla delme islemi yapilmistir. Cikan seramik
tozlarinin rahat bir sekilde ortamdan atilabilmesini sadlamak igin her adimda takimin
malzeme yuzeyine geri kagmasi saglanmistir. Kesme islemi sirasinda ¢esitli donme hizlari
denenerek, 5000 rpm dénme hizinda optimasyon saglanmistir. Seramiklere makrokanallar
acilirken izlenen surecler Sekil 14’te verilen fotograflarda gosterilmistir.
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Sekil 14. Seramiklere makrokanallar agilirken izlenen sirecler.

C) Seramik/Polimer Kompozitlerin Gelistiriimesi

Subkondral kemigin organik bileseni 6rneklemesi igin seramigin ylzeyi polimer filim
ile kaplanmistir. Kaplama sirasinda gézenek ve acgilan mikronize kanallari kapatmayan bir
yaklasim sergilenmistir. Polimer kaplamanin kemigin tip 1 kollajen yapisini érneklemenin
yanisira bir gorevi de seramigin icine damar yapinin ilerlemesini saglayacak vaskuler
endotelial buylime faktorinin (VGEF) kontrolli salimini saglamaktir. Bu amagla biyolojik
uyumlu ve bozunur polilaktid bazli polimer ve kopolimerler poli(l-laktid) (PLL) ve poli(l-laktit-
ko-glikolit) (PLGA) kullanilmistir.
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Kloroform iginde % 3’luk poli(l-laktid) (PLL) ¢ozeltisine polimer komponentin 1/9’u
kadar dekzametazon eklenmistir. Bu ¢ozelti gdzenekli yapidaki seramik igine kapiler emis
yolu ile doldurulmustur. islemin ayrintilari asagida verilmektedir.

-Seramik numune dik olarak polimer ¢ozeltisine daldirilir ve st ylizey havada kalacak
sekilde bir siire beklenir.

- Numune tamamen ¢ozeltiye batirilir ve sivi ylizeyinin hareketsiz kalmasi beklenir.

- Numune dik olarak optimal bir hizda yukari ¢ekilir. Cekis hizi film kalinligini polimer
¢cozelti viskozitesine bagli olarak etkiler.

- Numune alt ylizeyinde olusan asili damla poroz kagita emdirilerek alinir.

Hazirlanan seramik/polimer kompoziti havada asili olarak tim ylzeylerden 37 °C’de
esit olarak buharlasmasi sonucu film kaplama islemi sonuglandirilir. Gézenekli yapidaki
seramigi ince polimer filim ile kaplama islemi % 5’lik poli(l-laktit-ko-glikolit) (PLGA)
kullanilarak tekrarlanmigtir. Yapilan kaplamalarda kullanilan polimerler biyouyumlu ve
biyobozunur polimerlerdir.

In vitro denemelerinde VGEF yerine deksametazon adi verilen ve blyime faktora
salim davranisini modelledigi bilinen glukokortikoid kullaniimistir. Deksametazon etanolde
tamamen suda ise kismen ¢ozulmektedir. Poli(L-laktik asit) (PLLA) ve Poli(l-laktit-ko-glikolit)
(PLGA) ile kapiler emis yolu ile kaplanmis HA/TCP gozenekli seramiklere de soguk basma
testi uygulanmistir.

Polikaprolakton Polimerinden Agd Yapili Sentetik Malzeme Uretimi

Kikirdak ylzeyi olusturacak ad vyapili sentetik malzeme gelistiriimesi igin
polikaprolaktondan elde edilmis ince polimerik elyaf malzeme eriyikten elyaf ¢ekim yontemi
ile hazirlanmistir. Elyafin teflon kalip igeriside preslenmesi ve alkol/aseton karisimi ile
yapistirilmasi sonucu olusan yapinin presleme basinci ve elyaf ¢capi ayarlanarak kikirdak kék
hlcre inokulasyonu igin uygun ortam olusturulmustur.

D) Yag Dokusu Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre (KYDKMKH) Caligmalari

Projenin bu basamaginda koyun yad dokusu kaynakli mezenkimal kok htcrelerinin
(KYDKMKH) izolasyonunun gergeklestiriimesi, yeterli miktarda Uretilmesi, Uretilen hiicrelerin
bir miktarinin devam edecek olan karakterizasyon, farklilastirma ve biyo uyumlu ve biyo
bozunur polilaktid bazl polimer ile biyolojik uyumunun incelenmesi amaclandi. Calismanin ilk
asamasi olan KYDKMKH izolasyonu daha énce ekibizimizce de insan yad dokusu kaynakli
mezenkimal kok hiicre izolasyonunda denenen protokol kullanilarak gerceklestirildi (Akcin ve
ark., 2005; Zuk ve ark., 2001; Zuk ve ark., 2002). 3,5 aylik koyunun kuyruk kismindan steril
kosullarda alinan yaklasik 2,0 gram yag dokusu fizyolojik tampon icinde laboratuvarimiza
getirildikten hemen sonra kalsiyum ve magnezyum iceren fosfat tamponlu saline (DPBS)
soliisyonu ile birkac kez yikandi ve ortalama 1-1,5 mm®Iik kiicik parcalara béliinerek
mekanik yolla kicultildi. Yag dokulari daha sonra 1 saat 37 °C’deki cgalkalamali su
banyosunda kolajenaz tip Il (2mg/ml) ile enzimatik yolla ayristirildi. Enzimatik ayristirma
sonunda tiim 6rnek 100 um mesh’lik filirelerden gecirilerek pargcalanmamis dokularin ve
debrilerin hlcre sUspansiyonundan uzaklastiriimasi gercgeklestirildi. Filtrelenmis htcre
suspansiyonunda bulunan kollajenaz enzimi ve kontaminantlari uzaklastirmak igin
suspansiyon, 1500 rpm’de (~400 g) 10 dakika santrifuj edildi ve slpernatant atildi.
Kolejanazin ve kontaminantlarin tamamiyla uzaklastirilmasi igin hicre pelleti bir kez daha 5
ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ile yikandi ve 7 dk santrifuj edildi. Santrifuj
sonras! iki kez yikanmis olan KYDMKH iceren hilcre peleti, supernatant atildiktan sonra
yavas parmak darbeleriyle homojenize edildi ve 75 cm? lik kiiltiir kaplarina ekilerek DMEM,
FBS (20%), penisilin/streptomisin (1%) ve 2 mM L-glutamin (1%) igeren kultir ortaminda
bayatalda.

kYDKMK Hucrelerinin Karakterizasyonu
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Flow Cytometry (Akiskan Huiicre Teknigi)

Hucreler % 0,05'lik tripsin/0,53 mmol/L EDTA solusyonu ile kultir kabindan kaldirildi
ve 2 mmol/L EDTA ve % 0,5 BSA iceren PBS ile resuspanse edildi. Hucreler hiicre ylzey
belirteglerini gosteren antikorlar ile boyandi ve FACS calibur (BD science) flow sitometre ile
en az 5.000-10.000 hiicre sayilarak analizleri gerceklestirldi.

Histolojik inceleme

Kikirdak faklilagsmasi icin olusturulan pellet ve yapay ag histolojik inceleme igin
oncelikle % 4’luk paraformaldehitte tespit edildi ve parafine gémuldu. Proteoglikanlarin
varligi, % 0,1’lik Safranin 0 solusyonu ve alcian blue ile inkiibe edilerek gosterildi.
immunfluoresan isaretleme:

Kikirdak farklilastiriimasi igin, 35 mm’lik petriye 10 pl damla halinde 1x10° kYDKMK
hicresi pellet olarak ekildi (mikro-mass) ve 15-21 kondrojenik farklilasma medyasi ile kultire

edildi. Kultir sonrasi mikro-pelet petri lzerinde PBS ile yikanip soguk metanolde fikse
edilerek Tip Il kollajen igin isaretlendi.

kYDKMK Hucrelerinin Adipojenik and Osteojenik Farklilastiriimasi

Adipojenik indlUksiyon icin %10’luk FBS (Hyclone), 100 nmol/L Dexamethasone
(Sigma), 10 mmol/L B- gliserolfosfat (Sigma), 50 pymol/L askorbik asit (Sigma) ve % 1’lik
penisillin-streptomisin-glutamin (GIBCO) igceren dusik glukoz iceriki DMEM (GIBCO)
ortaminda ve 35 mm’lik petride % 90-% 95 konfluent olan hicreler kiltir edildi. Ortam 3-4
ginde bir degistirildi. Osteojenik farkhlastirma, % 10’luk FBS, 0,1 pyM dexamethasone
(Sigma) ve 50 pg/ml askorbik asit (Sigma) eklenmis DMEM ortaminda 4 hafta kultir
yapilarak saglandi. Mineralizasyon i¢in 3 mM NaH,PO, osteojenik ortama eklendi.

Osteojenik farkllasmayi degerlendirmek icin  kalsiyum ve Kkalsiyum iyon
mineralizasyonu gumus nitrat (Sigma) (von kossa) ile boyandi. Kultirler % 10’luk soguk
formalinde fikse edildi ve % 2,5’lik gimdis nitrat ile 60 W’k UV lambasi altinda 30 dakika
boyandi. Hiicreler distile suda 4 defa yikandi.

kYDKMK Hucrelerinin Kondrojenik Farklilastiriimasi

in vitro farklilastirma:

Kondrojenik farklilastirma, mikropelletin  (1x10°> hiicre) 10 ng/ml TGFbeta1
(transforming growth factor betal) (R&D Systems) iceren kondrojenik ortamda 21 gin
suresince kultur edilmesi ile induklendi.

kKYDKMK hicreleri, 1500 devirde 5 dakika santriflij edilerek mikropellet olusturuldu.
Bu mikropelletler, 15 ml’lik konik tabanl tiplerde (Sekil 15) (Falcon) ve histokimyasal ve
immunfloresan boyamalar icin 35 mm’lik tek-gozli petrilerde (Sekil 16) kultire edildi.
Kondrojenik induksiyon, % 1 ITS (insulin-transferin-selenyum) (Beckton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA), 100 nm dexamethasone, 50 mm askorbik asit 2-fosfat 35 mg/ml prolin
(Sigma) and 5 ng/ml TGFbeta1 (Sigma) iceren ylksek glikozlu DMEM’'de 21 guin kiltir edildi.
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Sekil 15. KYDKMK hicreleri, mikropellet yapildiktan sonra kultir ortami iceren 15
mllik konik tabanli tip icerisinde kondrojenik farkhlasma sonrasi
izlenmektedir.

Sekil 16. KYDKMK hiicreleri, mikropellet (micro-mass) yapildiktan sonra kiltir ortami
iceren 35 mm'lik petri icerisinde kondrojenik farklilasma sonrasi
izlenmektedir. Stereomikroskop, X1,2.

E) Doku Uyumlulugu GCaligmalan

Polimer ilaveli HA+TCP kompozit seramiklerin biyouyumluluk deneyleri igin
orneklerden bazilari sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Sterilizasyon islemi Gamma-Pak
Sterilizasyon Sanayii ve Ticaret A.S.Cerkezkdy-Tekirdag tesislerinde érneklerin Cobalt-60
gamma 1siginda yaklasik 13 saat tutulmasi suretiyle gerceklestiriimistir. Sterilizasyon
sirasinda érneklere uygulanan en az doz 25,7 kGy en yuksek doz ise 37,5 kGy olmustur.

Isik Mikroskobu Calismalari

Agara gomilen hucre pelletleri fosfat tamponu iginde hazirlanmig, oda isisindaki
% 10’luk nétral formalin ¢dzeltisine (pH 7,0) alindi. Ornekler sabit vakumlu doku takip cihazi
(Leica TP 1020, Almanya) ve parafin istasyonunda (Leica, EG1150 H, Almanya) sirasiyla
dereceli alkollerden gecirilerek rutin ydntemle parafine gémildi. Parafin bloklardan kizakh
mikrotomda (Leica, Almanya) 4 pm kalinhginda kesitler alindi. Kesitler genel hucre
morfolojisini degerlendirmek igin hematoksilen eozin, hicre ve ekstraseliler matriksin
farklanmasini degerlendirebilmek igin Masson trikrom ve safranin O yontemleriyle
boyandiktan sonra Leica DMR model 1g1k mikroskobunda degerlendirildi. Goéruntuler Leica
DC500 dijital kamera ile bilgisayar ortamina aktarilarak kaydedildi.
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Konfokal Mikroskobu Calismalari

Biyomalzeme arastirmalarindaki en 6nemli hedeflerinden biri sentezlenmis iskelet
yapilar Gzerinde canl hiicrelerin Uretilip idame edilmesidir. Bu calismalar sayesinde biyo-
muhendislik Grini doku ve organ yedeklerinin gelistiriimesi yolu acilacaktir. Alandaki
calismalarin ana kurgusu, sentetik iskelet ile hiicre uyumunun saglanmasidir. Glnimuzde
deri, kemik, kikirdak, retina, kornea doku yedekleri gelistiriimesi alaninda dnemli ilerlemeler
elde edilmis bazilari gindelik tedaviye girmis bulunmaktadir. Bu alandaki calismalarda
hicrelerin ekildikleri sentetik iskelet Gzerinde canh kaldiklarinin, prolifere olduklarinin iskelet
ile uyum sagladiklarinin takip edilmesi, ekilen hiicrenin istenen fonksiyonu yerine getirdiginin
tespiti hayati dneme sahiptir. Bilinen mikroskop yodntemlerinin bu alandaki calismalarda
kullaniimasi pek uygun degildir. Clinki sentetik doku matriksi derinlik ve katmanlar icerecek
sekilde tasarlanmak zorundadir. Hiicrelerin yerlesip prolifere olabileceg@i ortam katlar, delikler,
kanallar icermek zorundadir. Bu nedenle bildik yontemlerle yapilabilecek goézlemlerle organ
yedeginin sadece ylzeyi gorintilenebilir ve tglnci boyutla ilgili herhangi bir tespit yapmak
mumkin olmaz. Matriksi fiske edip dilimlemek onerilse de ortamdaki hlicrelerin canliligi
kalmayacagindan tercih edilmez. Bu tur arastirmalar igin dikey eksende kesin ¢ozunurligu
olan bir mikroskop yéntemi gereklidir. Ginimuzde kullanilan mikroskop teknikleri arasinda
sadece iki yontemle dikey eksende kesin ve guvenilebilir ¢ézinurlik elde etmek mimkin
olabilir; Konfokal Mikroskop ve Multifoton Mikroskop. Sekil 17°de konfokal mikroskobu
sematik olarak gosterilmistir.

LASER

pin hole

4 Objektif
Fokal plan

Sekil 17. Konfokal mikroskop.

Her iki yontem de fluoresan esasl laser taramali 1sik mikroskobu prensibine
dayanmaktadir. Ancak aralarinda bazi isleme prensibi farklari ve bazi avantaj ve
dezavantajlari vardir. Konfokal prensip, noktasal bir 1sik kaynagina ait gérintinin, bir delikli
levha ile suzllerek sadece odak duzlemindeki kisminin goéruntilenmesi esasina
dayanmaktadir. Yandaki resimde gosterildigi Uzere kullanilan nokta 1sik kaynagi bir lazerdir.
Sature 1sik kaynaklari bu amagla kullanilamaz. Kondensorden gecen isik dikroik aynadan
gecer objektif Gzerinden 6rnege yonelir. Laser 1511 fluoresan isaretli 6rnedi gecgerken yol
boyunca tim fluoresan molekulleri uyarir. Uyarilan tim molekdillerden her yonde yayilan
fluoresan emisyon ¢ikar. Odak planindaki fluoroforlardan kaynaklanan emisyon geometrik
optiginin kurallarina uygun olarak objektif tarafindan toplanir. Emisyon dalga boyu daha uzun
oldugundan dikroik aynadan yansiyacaktir. Yansiyan isigin karsisina ortasinda kuguk bir
delik (pin hole) olan bir plaka konur. Odaktan kaynaklanan emisyon yayilim geometrisi
nedeniyle tam delige denk geldiginden “foton ¢arpici tlipe (photomultipliertube, PMT)” ulasip
enerjisini verir ve emisyon bu sekilde kayit edilmis olur. Buna karsin odak planinin altindan
ve Ustinden kaynaklanan emisyon yayilimlari ise delie degil plaga carptigi icin kayit
olmazlar. Goéruldiglu Uzere nokta isik kaynadi (laser) ve pin hole kullanarak, fizik bir
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manipulasyonla ¢ok katmanli bir fluoresan cisimden, sadece odak planindan kaynaklanan
emisyon suzllip kayit edilmis olur. Bu prensibin mikroskopiye uygulanmasi ile konfokal
mikroskop gelistirilmistir. Pin hole ile fokal plandan gelen 1s1§1 stizdigumuzi ve aynalarla
tim alani taradigimizi disunirsek, Sekil 18’de gosterildigi gibi her pikselden gelen emisyonu
PMT ile voltaja gevirip sayisal bir veri halinde saklamak mimkuanddr.

6x16 piksel

Digital g&riintli
z
Y

X

Z-stack

Sekil 18. Konfokal mikroskopta goruntilemenin ilkeleri.

Bu durumda mikroskopik goruntl sayisal goruntu haline getirilmis olur. Bu gorunti
sadece odak planindan suzllen emisyona ait goruntu oldugundan noninvazif optik kesit
alinmis olur. Daha sonra objektif Az kadar kaydirilip optik plan tekrar taranir, bu islem ardigik
olarak tekrarlanarak z ekseninde hepsi belli araliklarla yerlegik “goruntu takimi (Z-stack)” elde
edilmis olur. xy planinda pikselleme yapildigindan ve z ekseninde iki fokal plan resmi
arasindaki mesafe mekanik olarak belirlendiginden her U¢ eksen bilgisi hatasiz olarak kayit
edilmis olur. Bu bilgiler digital ortamda bir araya getirilerek érnedin U¢ boyutlu géruntisu
olusturulur. Bu yéntem uygulanarak biyo-malzemenin derinliklerinde yerlesik hlicre veya
diger biyolojik molekullerin gergek goérluntileri elde edilebilir. Biz biyofizik anabilim dalinda
konuslu cihazla bu tir arastirmalari 2000 yilindan beri basari ile uyguluyoruz. Bagka higbir
yontemle bu bilgilerin elde edilmesi mumkun degildir. Bu yontem kullanilarak dokunun 50-
100 mikrometre derinliklerine ortama hasar vermeden (noninvassive) bakmak mumkundur.
Daha derinlere inebilmek igin uyari 1s1dinin enerjisinin arttirlmasi gerekir ancak, bu durumda
hlcrelere ylksek enerji uygulanmis olur ki bu da canli hlcrelere uygulanamadigindan en
blyUk dezavantaj olarak karsimiza gikar.

Daha derinlere inebilmek igin multifoton mikroskop gelistiriimistir. Burada amag,
fluoresan molekili maksimum uyaran dalga boyunun yarisi enerjiye sahip iki kati uzunlukta
dalga boyuna sahip bir 1g1k kullanarak uyariimasidir. Uyari 1sigindaki her bir foton uyarilama
icin gerekli enerjinin sadece yarisini igerdiginden, uyariima igin fluoresan molekule iki fotonun
es zamanli garpmasi ve enerjilerinin toplanarak molekiilii uyarmalari gerekir. iki fotonun es
zamanli olarak ayni noktada bulunma olasiligi en yliksek merkezi aydinlanma noktasinda
gerceklesecektir. Dolayisiyla sadece odak noktasindaki fluoresan molekiller spesifik olarak
uyarilacagi igin odak plani taranarak optik kesitler almak muimkin olacaktir. Multi-foton
sisteminde dusuk enerjili uyari 15131 kullanildigindan dokunun daha derinliklerine inmek
mumkun olur. Bu yontemle dokunun 0,5-1 mm derinlerine inmek mumkin olur. Bu mesafe,
hiicre boyutunun 10-20 pym civarinda oldugu distnildiginde gok énemlidir. Ornegin canli
bir hayvanda beyin, bdbrek gibi dokulara mikroskop yanastirilarak yizeyden 0,5-1 mm
derinlerdeki hicrelerin mikroskopik ¢ozundrlikte gorintilerinin olusturulmasi mimkin olur.
Multi-foton mikroskopi sistemi biyomuhendislikte ¢ok genis bir uygulama alanina sahiptir.
Sadece organ yedeklerinin canlilik tespiti icin degil, hasta hayvanlara verilen kdk hicrelerin
istenen organda birikip birikmediginin in situ tespiti igin de kullanilabilir. Ulkemizde heniiz
bdyle bir cihaz mevcut degildir. Eger imkan saglanirsa nano-teknoloji ve biyo-muhendislik
alaninda g¢alisan arastirmacilarin hedef hiicre ve molekillerini doku veya matriks icinde in
situ gorantileme imkanini olusturulabilir. Konfokal mikroskopide 3 boyutlu tarama sematik
olarak Sekil 19’da gosterilmigtir.
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Sekil 19. Konfokal mikroskopta 3 boyutlu tarama.

So

Mevcut calismada konfokal mikroskopi teknigi sentetik doku matrikslerine implant
edilmis hucrelerin yerlesip ¢odalmasini takip amaciyla kullanildi. Biyomalzeme Uzerindeki
canh hicreler serumsuz alfa MEM Kkdiltir ortaminda 2 saat slireyle 37 °C’de lipofilik
dialkilokarbosiyanin fluoresan bir boya olan DiL (Invitrogen 10 ug /ml serumsuz alfa MEM
kultdr ortaminda) ile isaretlendi. 0,01 M fosfa tamponlu salin (PBS) ile yikandiktan sonra 60
dakika sireyle PBS iginde % 2,5'lik gluteraldehit ile tespit edildi. Orneklerin fluoresan
isaretlenmesi kontrol edildikten sonra birka¢c defa PBS ile yikanarak konfokal mikroskop
(LSM Pascal, Zeiss Germany) ile 543 nm laser cizgisi kullanilarak uyarildi, olusan emisyon
560 nm bariyer filtreden gecirilerek kayit edildi. Z-takim gorintilerinden 0° icin XY
projeksiyon goruntileri olusturuldu (Purali, 2008).

Taramali (Scanning) Elektron Mikroskobu Calismalari

Taramali elektron mikroskobunda incelenecek hilcre biyomalzeme kompozitleri 90
dakika slreyle oda i1sisinda % 2,5’luk gluteraldehit ile tespit edildi. Petriden gikarilan érnekler
oda isisinda kurutulduktan sonra ylzeyleri altinla kaplandi. Kaplanan o6rnekler NORAN
System 6 X-ray Microanalysis System & Semafore Digitizer - EDS destekli elektron
mikroskobunda (JSM-6400, JEOL, Japonya) goéruntilendi.

Gecirgen (Transmisyon) Elektron Mikroskobu Calismalari

Agar icine alinan hicre pelletleri PBS igindeki % 2,5’luk gluteraldehit ile iki saat oda
sicakliginda tespit edildikten sonra tampon sollisyonunda yikandi. Daha sonra doku parcalari
fosfat tamponlu %1’lik ozmiyum tetroksit igcinde 4 °C’de bir saat slreyle tekrar tespit edildi.
Sabit ajitasyon saglayan doku takip cihazinda (Leica, Almanya) dereceli etil alkollerden
gecirilerek dehidrate edilen hiicre 6rnekleri araldite (Cy 212, Agar) gomduldi. Yari ince
kesitler, metilen mavisi-Azur Il ile boyandiktan sonra Leica DMR model 1sik mikroskobu ve
baglantili dijital kamera ile incelenip kaydedildi. ince kesitler uranil asetat - kursun sitratla
boyandiktan sonra Jeol JEM1400 marka elektron mikroskobunda Orius marka dijital kamera
ile incelenerek kaydedildi.
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BULGULAR ve TARTISMA

Arastirmada elde edilen yapay kikirdak agin makroskopik goérintisu Sekil 20’de
sunulmustur.

Kikirdag: 6rnekleyen Kikirdak-
polimerik yapu. subkondral

kemik bileskesinde
hiicre ve sitokin
gecisini engelleyen
UHMWP

Makro ve mikro
kanallar iceren

ve subkondral
kemigi ornekleyen
seramik kompozit

Sekil 20. Elde edilen yapay kikirdak agin makroskopik gorinasu.

A) Hidroksiapatit (HAP) ve Trikalsiyum fosfat (TCP) Seramiklerin Uretimi

TCP ve HAP Tozlarinin Karakterizasyonu

TCP o6ncullu tozlarin sicaklik karsisindaki davranisini belirlemek amaciyla c¢ekilen
DTA egrisi Sekil 21°de verilmistir. Bu egri incelendiginde sistemde iki adet reaksiyon oldugu
g6zlenmektedir. 785 °C'deki birinci reaksiyon TCP oOnculi tozun TCP'ye donlsum
reaksiyonudur. Tri-kalsiyum fosfatin dért ayri kristal yapisi vardir (Tas ve ark., 1997). DisUk
sicaklikta kararli olan beta-TCP kristal yapi Uretim yontemine bagh olarak 1120 ila 1250 °C
arasinda alfa-TCP'ye donuistr. DTA egrisinden aldigimiz bilgiye goére bu projede Uretilen
TCP 6ncil tozunun beta-TCP«—alfa-TCP dénitsim sicakhig 1170 °C civarindadir. Amorf
tozlar DTA egrisi referans alinarak secilen degisik sicakliklarda kalsine edilmis ve daha sonra
bunlarin faz analizleri yapiimistir.

Sekil 22'de farkl sicakliklarda kalsine edilen TCP tozlarinin XRD kirinim diyagramlari
gorulmektedir. 1000 °C’de kalsine edilen tozlar saf beta-TCP dir. 1200 °C’de kalsine edilen
tozlar da genel olarak beta-TCP yapisindadir. Tozda az miktarda alfa-TCP olugsumunun yer
aldigi gértlmektedir. 1300 °C’de kalsine edilen numunede, vicut sivisinda ¢ézunurligu daha
fazla olan alfa-TCP fazi saptanmistir. DTA ve XRD analizi sonuclarina goére beta-TCP fazini
icermesi istenen kalsiyum fosfat seramiklerinin tretiminde kullanilacak tozlar icin 1000 °C
uygun bir kalsinasyon sicakligi olarak belirlenmistir.
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Sekil 21. TCP tipi kalsiyum fosfat bilesigini veren 6ncll tozun DTA egrisi.
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Sekil 22. Kalsinasyon sicakligina bagl olarak TCP 6ncul tozlarinda kristal faz olugumu.

HAP tozlarinin kalsinasyonu icin de TCP igin tanimlanan yontem uygulanmistir. 1000
°C sicakhkta kalsine edilen amorf haldeki éncul HAP tozunun tamamen kristalize oldugu
belirlenmigtir. Yukarida aciklanan yoéntemlerle dretilen TCP ve HAP tozlarina ait XRD
diyagramlari Sekil 23’de verilmistir. 200 ppm Sr ve 500 ppm mertebesindeki Si katkilari ile
uretilen HAP tozunun XRD diyagrami ile saf HAP bilegiginin XRD diyagrami arasinda fark
bulunmamaktadir.
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Sekil 23. TCP ve HAP tozlarina ait XRD kirinim diyagramlari.

Sinterleme Calismalari

HAP+TCP karisimlarindan meydana gelen kompozit seramiklerde sinterleme iglemi
sonucunda elde edilen drnek mikro yapilar Sekil 24’de goésterilmistir. SEM resimlerinden de
anlasilacagi gibi gdézenekg@i disik ve mukavemeti yiksek olan bir yapinin elde edilebilmesi
icin 1200 °C sicaklik optimum bir islem sicakligidir. Bu sicaklikta alinan SEM fotografinin
bayutme orani farkli olmakla birlikte sinterlenmig yapinin digerlerine oranla gigclendigi

gOrulmektedir.
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Sekil 24. Degisik sicakliklarda sinterlenen HAP/TCP karisimlarinin SEM fotograflari.

34



Gozenekli Yapay Kemik Uretimi

Asilti emdirilerek kurutulan ve sonra da 2 saat slreyle 1200 °C sicaklikta sinterlenerek
uretilen gézenekli seramikler Sekil 25’te gérilmektedir. Cam fazi esliginde sinterlenmis olan
bu seramikler makroskopik ve mikroskopik yapilari itiabiyle subkondral kemigi
orneklemektedir.

Sekil 25. Gozenekli kompozit seramik érnekleri.

Sekil 26 gbézenekli seramigin kirik yizeyinin SEM altindaki goruntisidir. Gézenek
boyutlari ortalama 700 pym dolayindadir. G6zenekler arasi kanallarin ¢aplari 100 um ile 400
pm arasinda degismektedir. Bu yapi kemige uygulandiginda hicrelerin kemik igerisine
ilerlemesi icin idealdir.

Sekil 26. Seramiklerin gézenek yapisini gosteren SEM fotografi.
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Biyomekanik Test Sonuclari

Mikroyapilari Sekil 26’da gorilen HAP+TCP kompozit seramiklerin 1200 °C sicaklikta
4 saat sUreyle sinterlenmis olan 6rnekleri Uzerinde gercgeklestirilien soguk basma deneyleri
sonucunda elde edilen basma dayanim degeri 104 MPa mertebesindedir. Si ve Sr katkil
kompozit seramiklerde bu deger 110 MPa kadar ylkselmistir. Stinger yontemi ile Uretilen
g6zenekli HAP+TCP seramiklerin basma mukavemeti ise 3,24 MPa olarak belirlenmistir.
Biyomekanik test sonuglari gragik olarak Sekil 27'de gosterilmistir. Si ve Sr katkilari ihtiva
eden ve cam fazi esliginde sinterlenmis olan bu seramiklerde gdzenek orani %70 dir.
Go6zenek oranindaki farkhliklar dikkate alindiginda elde edilen sonug literatlirdeki verilerle
oldukga uyumludur (Cenk, 2007).
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Sekil 27. Biyomekanik test sonuglari.

B) Seramik implantlara Mekanik iglemlerin Gergeklestirilmesi

Seramiklerin  yapisini bozmaksizin makrokanallarin agilmasi bu arastirmada
basariimistir. Seramiklerin makrokanallar acildiktan sonraki goérinimi Sekil 28'de
verilmektedir.

Sekil 28. Seramiklerin makrokanallar agildiktan sonraki gorunima.
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C) Seramik/Polimer Kompozitlerin Gelistiriimesi

Seramiklerin polimerle kaplanmasi agamasinda birinci kaplama sonucu agirlik¢a % 3,
ikinci kaplama sonucu yine arti % 3 civari agirlik artigi gézlenmistir.

Test sonuglari (3 numunenin ortalamasi), biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerin
gbzenekli seramigin soguk basmaya dayanikhidini arttirdigini ortaya ¢ikarmistir. Tablo 3'de
basma deneyleri sonucu elde edilen soguk basma dayanma degerleri verilmistir. Polimer
kaplamalar seramiklerin soguk basma dayanikhdini goreceli olarak 3 kati arttirdigi
saptanmistir.

Tablo 3. Soguk basma test sonuglari.

Ortalama Soguk Ortalama Soguk
Numune Basma Kuvveti Basma Mukavemeti
(Newton) (MPa)
Polimer kaplamasiz seramik 163 3,24 + 0,25
PLGA kapli seramik 524 10,42 + 0,25
PLLA kapli seramik 480 9,54 + 0,25

D) PLLA ve PLGA Kapl Gozenekli Seramiklerin in Vitro Salim Galismalari

In vitro salim calismalarinda, ODTU Metalurji ve Malzeme Mihendisligi bélimiinde
uretilen, deksametazon iceren poli(L-laktik asit) (PLLA) veya poli(l-laktit-ko-glikolit) (PLGA)
¢ozeltisi ile kapiler emis yolu ile kaplanan kup ve silindir seklindeki gozenekli seramikler
kullaniimistir  (deksametazon/polimer=0,1). Goézenekli seramik numunelerden salinan
dekzametazon miktari UV-VIS spektrometresi kullanilarak saptanmistir. in vitro salim
galismalarinda buUyume hormonu vyerine, yapisal ve igslevsel benzerligi nedeni ile
deksametazon kullaniimistir.

Silindir seklindeki PLGA kapli seramik numune toplamda % 75’lik deksametazonu 8
hafta boyunca, silindir seklindeki PLLA kapli seramik numune toplamda % 70’lik
deksametazonu 7 hafta boyunca, kip seklindeki PLGA kapli seramik numune toplamda
% 971’lik deksametazonu 12 hafta boyunca, kip seklindeki PLLA kapl seramik numune ise
toplamda % 87’lik deksametazonu 11 hafta boyunca salmistir. Polimer kapli numunelerin
salim grafikleri Sekil 29 ve Sekil 30°da verilmistir.
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Sekil 29. Silindir seklindeki gdézenekli seramiklerden salinan dekzametazon yuzdesi.
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Sekil 30. Kup seklindeki gézenekli seramiklerden salinan deksametazon yiizdesi.
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E) Polikaprolakton Polimerinden Elde Edilmis Ag Yapili Sentetik Malzemelerin Mekanik
Ozellikleri

Kikirdak doku onariminda kullanilan ve yad dokusundan elde edilen stromal
hdcrelerin kikirdak dokusuna farklilagsabilmeleri icin UG¢ boyutlu ve gbzenekli iskelelere
intiyaglari vardir. Ug boyutlu ve gdzenekli iskeleleri olusturmak igin cesitli sentetik polimerler
kullaniimaktadir. Kikirdak hcreleri disinda bulunan agd yapisi 6zellikle eklem kikirdak
dokusunun mekanik &zellikleri igin dnemlidir. Kikirdak doku onarimlarinda kullanilacak
iskelelerin orijinal eklem kikirdagi agini taklit etmesi gereklidir.

Kikirdak olugumunu saglayacak ag yapili sentetik malzeme gelistiriimesi igin
polikaprolaktondan elde edilmis ince polimerik elyaf malzeme hazirlanmistir. Elyafin teflon
kalip iceriside preslenmesi ve alkol/aseton karisimi ile yapistirilmasi sonucu olusan yapinin
presleme basinci ve elyaf capi ayarlanarak kikirdak kok hdcre inokulasyonu igin uygun ortam
olusturulmasi amaclanmaktadir. Hazirlanan malzemelerin mekanik 6zelliklerinin incelenmesi
icin, malzemelere “Shimadzu AGS-J” cihazinda soguk basma testi uygulanmigtir. Test
sonucu, ag yapii malzemelerin 2,24 MPa yuk altinda egildikleri gozlemlenmigtir.
Malzemelerin yuk altindaki deformasyonu ortalama olarak %16 dir.

Polikaprolakton Polimerinden Ag Yapili Sentetik Malzeme Uretimi

Hazirlanan polikaprolakton polimerik ag % 75 oraninda ve 100-300 pym boyutlarinda
g6zenekli yapiya sahip oldugu bulunmustur. Kullanilan polikaprolakton polimerinin erime
sicakhgi; DSC cihazinda birinci 1sitmada (1. run) 62 °C, ikinci isitmada ise (2. run) 55 °C
olarak tespit edilmistir. Olusturulan malzeme radyasyon sterilizasyonu yapildiktan sonra
hlcre ekim c¢alismalari igin hazirlanmistir.

F) Yag Dokusu Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre (KYDKMKH) Caligmalari

% 20 oraninda FBS (fetal bovine serum; Perbio Science France SAS, Brebieres,
France), % 1 oraninda penisilin/streptomisin ve 2 mM L-glutamin (%1) iceren DMEM kaltar
ortaminda buyutuldd. Sekil 31°de kYDMKH éncil koloniler, pasaj:0. Kultlr kabina tutunan ve
tutunmayan hicreler goérilmektedir. Blyutllen hicreler 5-7 glnde bir pasaj 3’e kadar
pasajlanarak yeterli sayida ve homojenlikte hlicre populasyonu elde edildi (Sekil 32) ve daha
sonraki karakterizasyon, farklilastirma ve doku uyumu testleri i¢cin donduruldu.

Sekil 31. KYDMKH oncul koloniler, pasaj:0. Kultlr kabina tutunan ve tutunmayan
hicreler. Inverte mikroskop, 4X.
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Sekil 32. KYDMKH ilerleyen kulturlerindeki gorintisu, pasaj: 3. Hucreler homojen
morfolojide ve fibroblastid tipte ve % 95 konfluent. Inverted mikroskop, X10.

kKYDKMK Houcrelerinin Karakterizasyonu

Flow Cytometry

Hucrelerin, hematopoetik marker olan CD34 eksprasyonu yoninden negatif, MKH
markerlarindan CD44 ve CD 105 ekspresyonu yonunden pozitif olduklar géruldu (Sekil 33
a,b,c).
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Sekil 33.
sitometrik analiz ile belirlenen hicre ylzey belirteg ekspresyonlari.

Histolojik inceleme

immunfluoresan isaretleme
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MKH karakterizasyonu igin ise farklismamamis (p:1) hicreler fikse edildikten sonra,
MHK isaretleyicilerinden ara filament olan vimentin ile immunfloresan isaretleme yapildi.
Mezenkimal kok hicrelere belirli isaretleyicilerden vimentin ile boyanmis KYDKMKH Sekil
34’de gorilmektedir.

Sekil 34. Mezenkimal kok hicrelere belirli isaretleyicilerden vimentin ile boyanmis
kYDKMKH. Yesil ile boyanan kisimlar sitoplazmik intermediyer filament
ekspresyonunu gostermektedir. Floresan mikroskop, X100.

kYDKMK Houicrelerinin Adipojenik ve Osteojenik Farklilastiriimasi

Lipid vakuolleri iceren hicreler, ilk olarak yaklasik olarak 1 hafta sonra goézlendi. 2
hafta sonra adipositler, oil-red O (Sigma) ile boyanmak Uzere %1’lik paraformaldehitte fikse
edildi. KYDKMK hicrelerinde adipojenik farkhlastirma sonrasinda Oil red-O boyanarak
hicrelerdeki lipid birikimi gézlendi (Sekil 35 ve 36).

Sekil 35. KYDKMK hiicrelerinde adipojenik farklilastirma sonrasinda Oil red-O boyanarak
hlcrelerdeki lipid birikimi gézlenmektedir. Inverted mikroskop, X100.
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Sekil 36. KYDKMK hucrelerinde adipojenik farklilastirma sonrasinda Oil red-O boyanarak
hicrelerdeki lipid birikimi gézlenmektedir. Inverted mikroskop, X400.

Osteojenik farklagsma hicrelerde immunohistolojik olarak goésterildi. Sekil 37 ve Sekil
38'de kYDKMK hicrelerinde osteojenik farklilastirma sonrasinda von Kosa boyasi ile
mineralizasyon gézlenmektedir.

Sekil 37. KYDKMK hiicrelerinde osteojenik farklilagtirma sonrasinda von Kosa
boyanarak mineralizasyon gézlenmektedir. Inverted mikroskop, X100.

43



Sekil 38. KYDKMK hucrelerinde osteojenik farklilagtirma sonrasinda von Kossa
boyasi ile mineralizasyon gézlenmektedir. Inverted mikroskop, X400.

kYDKMK Hucrelerinin Kondrojenik Farklilastiriimasi

Kondrojenik farklasmanin 21. glinde gergeklestigi saptandi. Mikropellet yapildiktan
sonra kultir ortami igceren 35 mm’lik petri icerisinde kondrojenik farklilasmanin sonunda
kKYDKMK hucreleri Sekil 39 ve Sekil 40’da gorulmektedir.

Sekil 39. KYDKMK hicreleri, mikropellet yapildiktan sonra kiltir ortami iceren 35
mm’lik petri igerisinde kondrojenik farklilasmanin sonunda. Inverted
mikroskop, X100.
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Sekil 40. KYDKMK ' hcreleri, mikropellet yapildiktan sonra kultir ortami iceren 35
mm’lik petri igerisinde kondrojenik farklilasmanin sonunda. Inverted
mikroskop, X400.

Daha sonra fikse edilip, 35 mm’lik petridekiler dogrudan boyanirken (Sekil 41); konik
tuptekiler ise % 2’lik agara gémulerek rutin histolojik takibe alinarak parafine gémuldi. 5-6
pm’lik kesitler alindiktan sonra Safranin O, alcian blue (pH 1.0) ve tip Il kollajen igin
immunfluoresan teknikle boyandi.

Sekil 41. 35 mm’'lik petri kabinda kondrojenik farklilastirma uygulanan kYDKMK
hicrelerinin - olusturdugu mikropellette Tip 1l kollajen immunfloresan
isaretleme. (—) Okla gosterilen bolgeler kollajen Tip 1l bulunun
ekstraselller matriks alanlaridir. Cekirdek boyasi DAPI uygulanmistir.
Fluoresan mikroskop, X100.
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Sekil 42. 35 mm’lik petri kabinda kondrojenik farklilastirma uygulanan kKYDKMK
hicrelerinin  olusturdugu mikropelette Tip I kollajen immunfloresan
isaretleme. (—) Okla gosterilen bolgeler kollejen Tip I bulunun
ekstraselller matrix alanlari. Cekirdek boyasi DAPI uygulandi. Fluoresan
mikroskop, X100.

G) Doku Uyumlulugu Galigmalari
Isik Mikroskobu

Hematoksilen eozinle oval, kismen uzantili hicreler izlendi. Masson trikromla
hdcrelerin arasindaki fibriller yapidaki ekstraselliler matriks g6zlendi. Masson trikrom ve
safranin o ile yesil boyanan kollagen fibriller ara madde icinde izlendi (Sekil 43-45).

Sekil 43. Kondrositlerin sitoplazmalari ve kollagen fibriller pembe, hicre ¢ekirdekleri
mor renkte boyanmistir. Hematoksilen eozin, X400
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Sekil 44. Kondrositlerin ¢ekirdekleri koyu mor-siyah, ara maddedeki kollagen fibriller
yesil renkte boyanmistir. Masson trikrom, X400.

Sekil 45. Kondrositler kirmizi, ekstraselller matriksteki kollagen fibriller gri-yesil
renkte boyanmistir. Safranin O, X400.

Konfokal mikroskobu

DiL boyasini alan canh hicreler, biyomalzeme ylizeyinde gruplar halinde sitoplazmik
uzantilariyla géruntulendi.

Fluoresan igaretli canli hicreler, polimer kompozit ylzeyinde ve gdzeneklerinde
izlendi. Sekil 46’da konfokal mikroskopta biyomalzemeye ait gdézeneklerde uzanan g¢ok
saylida hucre ve aralarindaki ekstraselller matriks gérulmektedir. Ayni biyomalzemenin daha
biylk buyutmede konfokal mikroskopta DiL ile isaretli ¢ hicre biyomalzeme yizeyinde
sitoplazmik uzantilari ile birbiriyle iligki halinde oldugu Sekil 47°de gortulmektedir.
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Sekil 46. Konfokal mikroskopta biyomalzemeye ait gézeneklerde uzanan ¢ok sayida
hiicre ve aralarindaki ekstraselller matriks izlenmektedir. X100, DiL

Sekil 47. Buylk blyutmede konfokal mikroskopta DiL ile isaretli (¢ hicre biyomalzeme
ylzeyinde sitoplazmik uzantilari ile birbiriyle iligki halindedir. X200
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Transmisyon elektron mikroskobu (TEM)

Transmisyon elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde kondrositlerin
sitoplazmalarinin vezikil ve vakuollerden zengin oldugu izlendi. Hiicrelerede yer yer glikojen
taneciklerinin depolandigi saptandi. Mitokondriyonlarin kristalari yer yer silinmisti. Cekirdek
kromatin dagilimi ¢ogunlukla normal gériinimdeydi. Bazi hiicrelerin olasilikla takip sirasinda
zar butlinliguana yitirdigi saptandi. Bu durum Sekil 48’de goriulmektedir.

Sekil 48. A, B: Transmisyon elektronmikrograflarda mitokondriyonlar yer yer sismis
g6rinimdedir. Takip prosedirine bagh olarak bazi kondrositlerde hiicre
zari erimigtir. Hucreler lizozomlar vezikil ve vakuollerden zengin
g6rinimdedir.
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Tarama elektron mikroskobu (SEM)

Go6zenekli biyomalzeme ylizeyinde gruplar halindeki kondrositler ve aralarini yer yer
dolduran ekstraselller matriks gozlendi (Sekil 49-52).

Sekil 49. Kiguk buyitmede biyomalzemenin ylzeyi boyunca tutunmus yuvarlak
hlcreler izlenmektedir. X150

METU ZBKLU

Sekil 50. Buyuk blyutmede malzeme ylzeyine sitoplazmik uzantilari ile tutunmus ve
matriks sentezlemis yuvarlak kondrositler izlenmektedir. X2000
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Sekil 51. Biyomalzemenin gbzeneklerine oturmus kondrositler ve ylzeye
salgiladiklari ara madde izlenmektedir. X3500

| METU 2aKU

Sekil 52. Malzemenin gézenekli mikroyapisi izlenmektedir, X2000.

GENEL SONUCLAR
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Calismanin varsayimlari, amaclari ve kapsami gézénine alindiginda

a) TCP ve HAP tozlarinin Uretilebildigi,

b) bunlarla Si ve Sr’nin birlestirilebildigi,

c) Si ve Sr katkisinin HAP+TCP bilesiginin XRD diyagraminda degisiklige neden olmadigi
saptanmistir.

HAP+TCP kompozitinin eldesinde ideal pisirme sicakhiginin 1200 °C ve sinterleme
suresinin 2-4 saat oldugu belirlenmistir. Geligtirilen Uretim yontemi ile cam fazi esliginde
sinterlenmis olan HAP+TCP seramikler makroskopik ve mikroskopik yapilari itiabiyle
subkondral kemigi 6rneklemektedir. Gézenek boyutlari ortalama 700 pm civarindadir.
Go6zenekler arasi kanallarin ¢aplari 100 um ile 400 um arasinda degismektedir. Seramiklerin
g6zenek orani % 70’dir. Bu yapi kemige uygulandiginda hicrelerin kemik icerisine ilerlemesi
icin idealdir. Biyomekanik test sonuclari incelendiginde HAP+TCP kompozitlerinin basma
dayanimlari 104 MPa iken Si ve Sr katkisinin basma dayanimini 110 MPa’a c¢ikarttigi
belirlenmigtir.

Glnimuzde Klinik uygulamada da yaygin kullanim alani bulan biyoseramiklerin en
onemli sorunlarindan birisi yerini hizla normal dokuya birakma oraninin disik olmasidir.
HAP seramikler gdézenek orani ve yapisina bagh olarak yilda % 3 oraninda yerini normal
dokuya birakirken bu oran gézenekli TCP de % 40-60 oranina c¢ikmaktadir. Cogunlukla
kemik ile temasta olan ylzeylerden seramigin icerisine hiicre girisi oldugundan seramigin
orta bolgeleri cok ge¢ donemde doku ile yer degistirmektedir. Bu slreci hizlandirmak igin bu
arastirmada seramiklerin igerisine makrokanallar acilmistir. Uretim teknolojisi olarak
kanallarin agilmasinda seramigin yapisinin bozulmamasi igin sogutma kuru hava ile
gerceklestiriimistir. YUksek isiya dayanikli karbir kesici takimlar kullanilarak 0,1 mm’lik
adimlarla delme gerceklestiriimistir. ideal démen hizi olarak 5000 rpm belirlenmistir.

Biyopolimerler a) seramigin kollajen bilesenini érneklemek ve b) kikirdak hiicrelerini
tasiyabilmek icin iki farkli amagla kullaniimistir. Kollajen bileseni érneklemek igin iki asamali
kaplama islemi gerceklestiriimistir. Polimer ile kaplama sonunda seramiklerin basma
dayanimlarinin 3 kati arttigi izlenmigtir.

Polimerden deksametazon salimi izlendiginde 8 haftada molekilin % 75’inin ortama
ciktigi gorilmektedir. VGEF’in seramik integrasyonunu tetikledigi disundldiginden bu
oranda salimin seramigin igerisine damar yapici hicrelerin hizla ilerlemesini saglayacagi ve
integrasyonu arttiracagi distintlmektedir.

Kikirdak doku muhendisliginde basarisizlik nedenleri Sekil 53’te géruldigu gibi
a) Aktarilan hicrelerin kaybi,

b) Apopitoz veya nekroz,

c) Farklanma eksikligi (Fibroblastik, Hipertrofik ve Osteojenik),
d) Ag hasari (Mekanik, Oksidatif, inflamatuvar stress) ve

e) integrasyon eksikligi olarak

bildiriimektedir (Steinert ve ark., 2007).

2005 yilinda yayimlanan bir calismada (Torun-Kése, 2005) integrasyon eksikligi
normal doku ile yapay kikirdak arasinda demarkasyon hatti seklinde tarafimizdan da
izlenmistir. Kikirdagin eklem yazuna orneklemek amaciyla bu calismada polikaprolakton
kullanilmistir. Hazirlanan polikaprolakton polimerik ag % 75 oraninda ve 100-300 pm
boyutlarinda gézenekli yapiya sahiptir.
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Sekil 53. Kikirdak doku muhendisliginde basarisizlik nedenleri.

Bu calismada yagd dokusundan basariyla hiicre izole edilmis ve kikirdak hicresine
farklandiriimistir. Elde edilen hicrelerin akigkan sitometresinde hematopoetik isaretleyici
olan CD34 ydninden negatif, mezengimal kok hicre isaretleyicilerinden CD44 ve CD 105
ekspresyonu ydninden pozitif olduklari gérilmuasttr. Bu hicreler ayrica vimentin ile basariyla
boyanmistir. Hiicrelerde kondrojenik farlanma 3. haftada gergeklesmistir. immiinofloresan
isaretlemede hucrelerin hicrelerarasi agda tip 2 kollajeni sentezledikleri gosterilmistir.

Hucre ile birlegtirilen biyomalzemelerin 151k, TEM, SEM ve konfokal mikroskopide
uyumlu olduklari izlenmistir. DIL boyasi ile biyomalzemelerin (izerinde biyiiyen hiicrelerin
canhliklarini koruduklari ve sitoplazmik uzantilarini olusturduklar saptanmigtir. Hicrelerin
ayrica biyomalzemenin derin gézeneklerine ilerledikleri belirlenmisgtir.

Ozet olarak gergeklestirilen bu calismada kikirdak doku miihendisliginde
kullanilabilecek Sr-Si-HAP+TCP seramik elde edilmis, bu seramige makrokanallar agiima
yéntemi belirlenmis, polimerle giglendiriimis, polimerden sinyal molekdlinin kontrolli salimi
basariimis, kikirdag:r érnekleyecek polikaprolakton gelistiriimis, yag dokusundan kikirdak
hdcreleri farklandiriimis ve doku uyumlulugu kanitlanmistir.

Bu calismanin en énemli kisiti in vivo deneylerin gergeklesitirimemis olmasidir.
Gelecekte gerceklestirilecek calismada in vivo deneylerin yanisira hicre kiltirinde eser
element dozunun proliferasyon ve mineralizasyona etkisi arastiriimalidir.
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BUTCE RAPOR

: 106M063 Kemik ve Kikirdak Dokusu Onarimina Yénelik Olarak Yag Dokusundan Farklilandiriimis Hiicre ve Seramik/Polimer Kompozit iceren

Kurulug Ad Yapay Dokularin G
Cari Y1l : 2005
HESAP KODU GELIR HESAP ADI TUTAR HESAP KODU GIDER HESAP ADI TUTAR KALAN

800.03.2.9.90 Diger Tuketim Mal ve Malzemesi Alimlari 45.000,00 | 830.03.2.9.90 Diger Tuketim Mal ve Malzemesi Alimlari 41.449,08 3.550,92

800.03.3.1.01 Yurtici Gegici Gorev Yolluklari 2.000,00 | 830.03.3.1.01 Yurtici Gegici Gorev Yolluklari 2.000,00 0,00

800.03.3.3.01 Yurtdisi Gegici Gorev Yolluklari 2.000,00 | 830.03.3.3.01 Yurtdisi Gegici Gorev Yolluklari 2.000,00 0,00

800.03.5.9.90 Diger Hizmet Alimlari 15.000,00 | 830.03.5.9.90 Diger Hizmet Alimlari 15.000,00 0,00

800.05.4.1.01 Yurtici Burslar ve Har¢liklar 28.500,00 | 830.05.4.1.01 Yurtici Burslar ve Hargliklar 28.500,00 0,00

800.06.1.2.90 Diger Makine Techizat Alimlar 10.750,00 | 830.06.1.2.90 Diger Makine Techizat Alimlari 9.590,40 1.159,60

800.07.1.5.90 Diger 20.450,00 | 830.07.1.5.90 Diger 20.450,00 0,00
TOPLAM 123.700,00 TOPLAM 118.989,48 4.710,52

Sayfa:1/1




YARDIMCI DEFTER

: Kemik ve Kikirdak Dokusu Onarimina Yénelik Olarak Yag Dokusundan Farkllandiriimis Hiicre ve Seramik/Polimer Kompozit iceren Yapay

Kurulug Ad Dokularin Gelistirilmesi

Cari Yil : 2005

Baslangi¢c Hesap Kodu : 800 Baslangi¢ Tarihi :01.01.2005

Bitis Hesap Kodu :9 Bitis Tarihi :24.07.2008

800. BUTCE GELIR HESAPLARI 0,00 123.700,00

800.03. MAL VE HiZMET ALIM GIDERLERI 0,00 64.000,00

800.03.2. TUKETIME YONELIK MAL VE MALZEME ALIMLARI 0,00 45.000,00

800.03.2.9. Diger Tiiketim Mal ve Malzemesi Alimlari 0,00 45.000,00

800.03.2.9.90. Diger Tuketim Mal ve Malzemesi Alimlari 0,00 45.000,00
FiS NO YEVMIYE NO FiS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK

2 2006-2.donem Fisi Onayl 0,00 45.000,00

800.03.3. YOLLUKLAR 0,00 4.000,00

800.03.3.1. Yurtici Gegici Gorev Yolluklar 0,00 2.000,00

800.03.3.1.01. Yurtici Gegici Gérev Yolluklari 0,00 2.000,00
FiS NO YEVMIYE NO FiS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK

2 2006-2.donem Fisi Onayh 0,00 2.000,00

800.03.3.3. Yurtdisi Gegici Gorev Yolluklar 0,00 2.000,00

800.03.3.3.01. Yurtdigi Gegici Gorev Yolluklar 0,00 2.000,00
FiS NO YEVMIYE NO FiS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK

2 2006-2.donem Fisi Onayh 0,00 2.000,00

800.03.5. HiIZMET ALIMLARI 0,00 15.000,00

800.03.5.9. Diger Hizmet Alimlari 0,00 15.000,00

800.03.5.9.90. Diger Hizmet Alimlar 0,00 15.000,00
FiS NO YEVMIYE NO FiS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK

2 2006-2.donem Fisi Onayh 0,00 15.000,00

800.05.4. HANE HALKINA YAPILAN TRANSFERLER 0,00 28.500,00

800.05.4.1. Burslar ve Harcliklar 0,00 28.500,00

800.05.4.1.01. Yurtici Burslar ve Harcliklar 0,00 28.500,00
FiS NO YEVMIYE NO FIS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK

2 2006-2.donem Fisi Onayh 0,00 20.000,00

43 2007-1.donem Fisi Onayh 0,00 7.500,00

87 2007-2.donem Fisi Onayli 0,00 1.000,00

Sayfa:1/5




YARDIMCI DEFTER

: Kemik ve Kikirdak Dokusu Onarimina Yénelik Olarak Yag Dokusundan Farkllandiriimis Hiicre ve Seramik/Polimer Kompozit iceren Yapay

Kurulug Ad Dokularin Gelistirilmesi
Cari Yil : 2005
Baslangi¢ Hesap Kodu : 800 Baslangi¢ Tarihi : 01.01.2005
Bitis Hesap Kodu 19 Bitis Tarihi :24.07.2008
800.06. SERMAYE GIDERLERI 0,00 10.750,00
800.06.1. MAMUL MAL ALIMLARI 0,00 10.750,00
800.06.1.2. Biiro ve isyeri Makine Techizat Alimlari 0,00 10.750,00
800.06.1.2.90. Diger Makine Teghizat Alimlari 0,00 10.750,00
FiS NO YEVMIYE NO FiS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK
2 2006-2.donem Fisi Onayh 0,00 10.750,00
800.07. SERMAYE TRANSFERLERI 0,00 20.450,00
800.07.1. YURTiQi SERMAYE TRANSFERLERI 0,00 20.450,00
800.07.1.5. Diger Sermaye Transferleri 0,00 20.450,00
800.07.1.5.90. Diger 0,00 20.450,00
FiS NO YEVMIYE NO FIS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK
43 2007-1.donem Fisi Onayh 0,00 18.950,00
87 2007-2.donem Fisi Onayh 0,00 1.500,00
830. BUT(}E GIDER HESAPLARI 118.989,48 0,00
830.03. MAL VE HiZMET ALIM GIDERLERI 60.449,08 0,00
830.03.2. TUKETIME YONELIK MAL VE MALZEME ALIMLARI 41.449,08 0,00
830.03.2.9. Diger Tiketim Mal ve Malzemesi Alimlari 41.449,08 0,00
830.03.2.9.90. Diger Tiuketim Mal ve Malzemesi Alimlari 41.449,08 0,00
FIS NO YEVMIYE NO FIS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK
36 BETA LAB.FIRMASINDAN LAB.MALZEMESi ALIMI Onayl 1.263,78 0,00
27 AVANS MAHSUBU(789,42) Onayl 789,42 0,00
55 AVANS MAHSUBU Onayl 10.041,73 0,00
94 4 KALEM KIMYASAL MALZ. Onayli 21.664,80 0,00
99 sarf malzemesi Onayh 500,00 0,00
100 SARF MALZ.ALIMI VE BU SARFLAR iCiN NAKLIYE BEDELI Onayl 1.500,00 0,00
116 SARF MALZ. Onaysiz 5.689,35 0,00
830.03.3. YOLLUKLAR 4.000,00 0,00
830.03.3.1. Yurtici Gegici Gorev Yolluklari 2.000,00 0,00

Sayfa:2/5




YARDIMCI DEFTER

: Kemik ve Kikirdak Dokusu Onarimina Yénelik Olarak Yag Dokusundan Farkllandiriimis Hiicre ve Seramik/Polimer Kompozit iceren Yapay

Kurulug Ad Dokularin Gelistirilmesi
Cari Yil : 2005
Baslangi¢ Hesap Kodu : 800 Baslangi¢ Tarihi : 01.01.2005
Bitis Hesap Kodu 19 Bitis Tarihi :24.07.2008
830.03.3.1.01. Yurtici Gegici Gorev Yolluklari 2.000,00 0,00
FIS NO YEVMIYE NO FIS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK
123 AVANS MAHSUBU Onaysiz 1.000,00 0,00
124 AVANS MAHSUBU Onayl 1.000,00 0,00
830.03.3.3. Yurtdisi Gegici Gorev Yolluklari 2.000,00 0,00
830.03.3.3.01. Yurtdisi Gegici Gorev Yolluklari 2.000,00 0,00
FiS NO YEVMIYE NO FiS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK
97 PETEK KORKUSUZ YURTDISI KONGRE KATILIMI Onayl 1.000,00 0,00
98 FEZA KORKUSUZ YURTDISI KONGRE KATILIMI Onayli 1.000,00 0,00
830.03.5. HiZMET ALIMLARI 15.000,00 0,00
830.03.5.9. Diger Hizmet Alimlari 15.000,00 0,00
830.03.5.9.90. Diger Hizmet Alimlar 15.000,00 0,00
FiS NO YEVMIYE NO FiS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK
96 INKUBATOR KIRALANMASI Onayl 15.000,00 0,00
830.05.4. HANE HALKINA YAPILAN TRANSFERLER 28.500,00 0,00
830.05.4.1. Burslar ve Hargliklar 28.500,00 0,00
830.05.4.1.01. Yurtici Burslar ve Harcliklar 28.500,00 0,00
FiS NO YEVMIYE NO FiS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK
AYCAN GUNAY AGUSTOS-EYLUL Onayl 1.000,00 0,00
SIDAR CINAR EYLUL Onayli 500,00 0,00
AYCAN GUNAY EKiM Onayli 500,00 0,00
10 SIDAR CINAR Onayl 500,00 0,00
13 AYCAN GUNAY KASIM Onayl 500,00 0,00
14 OZAN CAN GAKAL AGUSTOS-EYLUL Onayli 1.000,00 0,00
18 SIDA CINAR ARALIK Onayl 500,00 0,00
23 SIDAR GINAR OCAK . Onayli 500,00 0,00
25 AYCAN GUNAY ARALIK OCAK Onayli 1.000,00 0,00
28 SIDAR CINAR SUBAT Onayl 500,00 0,00
30 SIDAR CINAR(T.C.594 253 689 129 Onayl 500,00 0,00
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YARDIMCI DEFTER

: Kemik ve Kikirdak Dokusu Onarimina Yénelik Olarak Yag Dokusundan Farkllandiriimis Hiicre ve Seramik/Polimer Kompozit iceren Yapay

Kurulug Ad Dokularin Gelistirilmesi
Cari Yil : 2005
Baslangi¢c Hesap Kodu : 800 Baslangi¢ Tarihi : 01.01.2005
Bitis Hesap Kodu 19 Bitis Tarihi :24.07.2008
31 AYCAN GUNAY(T.C.316 217 964 54) Onayli 1.000,00 0,00
37 SIDAR CINAR NiSAN 2007 594 253 689 12 Onayl 500,00 0,00
39 GOZDE KERMAN MART 2007-127 978 247 52 Onayli 1.000,00 0,00
41 AYCAN GUNAY NiSAN MAYIS 2007-316 217 964 54 Onayli 1.000,00 0,00
42 SIDAR GINAR MAYIS 2007-594 253 689 12 Onayli 500,00 0,00
46 GOZDE KERMAN nisan mayis 2007-127 978 247 52 Onayli 2.000,00 0,00
48 SIDAR CINAR HAZIRAN AYI BURS ODEMESI Onayl 500,00 0,00
49 AYCAN GUNAY HAZIRAN AYI BURS ODEMESI Onayli 500,00 0,00
50 GOZDE KERMAN HAZIRAN 127 978 247 52 Onayli 1.000,00 0,00
56 SIDAR GINAR TEMMUZ 2007-594 253 689 12 Onayli 500,00 0,00
58 AYCAN GUNAY TEMMUZ BURSU (31621796454) Onayli 500,00 0,00
60 SIDAR CINAR AGUSTOS 2007-594 253 689 12 Onayli 500,00 0,00
62 GOZDE KERMAN TEMMUZ AGUSTOS 2007-127 978 247 52 Onayli 2.000,00 0,00
68 SIDAR GINAR EYLUL 2007-594 253 689 12 Onayli 500,00 0,00
69 AYCAN GUNAY AGUSTOS EYLUL 2007-316 217 964 54 Onayli 1.000,00 0,00
74 GOZDE KERMAN EYLUL 2007-127 978 247 52 Onayli 1.000,00 0,00
80 SIDAR CINAR EKIM 2007-594 253 689 12 Onayl 500,00 0,00
84 AYCAN GUNAY EKIiM 2007-316 217 964 54 Onayli 500,00 0,00
91 GOZDE KERMAN EKiM 2007-127 978 247 52 Onayli 1.000,00 0,00
93 SIDAR GINAR KASIM 2007-594 253 689 12 Onayli 500,00 0,00
101 SIDAR CINAR ARALIK 2007-594 253 689 12 Onayli 500,00 0,00
102 GOZDE KERMAN KASIM 2007-127 978 247 52 Onayli 1.000,00 0,00
103 GOZDE KERMAN ARALIK 2007-127 978 247 52 Onayli 1.500,00 0,00
107 SIDAR CINAR OCAK 2008-594 253 689 12 Onayli 500,00 0,00
109 GOZDE KERMAN OCAK 2008-127 978 247 52 Onayli 1.500,00 0,00
830.06. SERMAYE GIDERLERI 9.590,40 0,00
830.06.1. MAMUL MAL ALIMLARI 9.590,40 0,00
830.06.1.2. Biiro ve isyeri Makine Techizat Alimlari 9.590,40 0,00
830.06.1.2.90. Diger Makine Teghizat Alimlar 9.590,40 0,00
FiS NO YEVMIYE NO FiS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK
77 TEKSERVIS LTD.STi.-SIVI AZOT TAKIMI ALIMI Onayli 6.900,00 0,00

Sayfa: 475




YARDIMCI DEFTER

: Kemik ve Kikirdak Dokusu Onarimina Yénelik Olarak Yag Dokusundan Farkllandiriimis Hiicre ve Seramik/Polimer Kompozit iceren Yapay

Kurulug Ad Dokularin Gelistirilmesi

Cari Yil : 2005

Baslangi¢c Hesap Kodu : 800 Baslangi¢ Tarihi : 01.01.2005

Bitis Hesap Kodu 19 Bitis Tarihi :24.07.2008

78 \ \ ALSER TEKNIK A.S.-SICAKLIK KONTROL SiST.ALIMI Onayli 2.690,40 \ 0,00

830.07. SERMAYE TRANSFERLERI 20.450,00 0,00

830.07.1. YURTICi SERMAYE TRANSFERLERI 20.450,00 0,00

830.07.1.5. Diger Sermaye Transferleri 20.450,00 0,00

830.07.1.5.90. Diger 20.450,00 0,00
FiS NO YEVMIYE NO FiS ACIKLAMA DURUM BORC ALACAK

73 ODAGEM A.S.-ASINMA PLAK.-KAZAN BOR.CAL.HIiZ.ALIMI Onayl 2.839,26 0,00

122 LABORATUAR TiPi SICAK iZOSTATIK PRES (HIP)CIHAZI MUAYENE VE BAKIMI Onaysiz 8.563,92 0,00

121 ODAGEM A.S.-KAZAN BOR GAL.HIZ.ALIMI Onayli 9.046,82 0,00

Sayfa:5/5
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