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OZET:

OSTEOBLAST HUCRELERININ CESITLIi MEKANIK
UYARILARA YANITININ ARASTIRILMASI

Kemik hiicresine biyolojik etkenlerin yaninda mekanik etkenlerin etkisi oldugu
bilinmektedir. Ancak mekanik etkiye hiicresel tepkinin mekanizmast tam olarak
belirlenememistir. Daha tabii bir yapida in vivo da olusan durumun taklit edilmesi i¢in hiicre
kiiltiirleri kollajen jel icine ekilir. Ciinkii kollajenli yapay birlesim mekanik olarak uyarim
yapilabilen, ti¢ boyutlu, ags1 bir yapida olusur.

In vivo ortamm taklit edecek polilaktik asit kapli (PLLA) kollajen jel yap iskeleti icine
ekilmis hiicrelere tek yonlii ve devirli mekanik germe uygulayarak hiicrelerin uyarim
sonucunda hiicre morfolojisi, hiicre sayisi, hiicrelerin yapi iskeleti i¢inde uyarima karsi
dagilim1 ve biyolojik etkenlerin degisikligini saptamak amacglanmistir. Ticari olarak satilan
kollajen jel yap1 iskeletine bir dizi kimyasal islem sonrast PLLA ile kaplanarak yeni bir
biyomalzeme iiretildi.

Hiicre ekilmis kollajen jel yapr iskeletine uyarim yapabilmek i¢in tek yonlii ve devirli
germe uygulayan bir mekanik hiicre uyarim aygiti gelistirildi. Aygitin donaniminda bir adim
motoru ve motorun miline dogrudan baglanmis bir kramayer disli dogrusal hareketi
saglamaktadir. Digliye dikey yerlestirilmis ¢ubuklarin uglarindaki ignelere yapi iskeletimiz
baglanarak uyarrm motor aracilifi ile uygulanabilir. Insan kemik iliginden elde edilmis
osteoblast hiicreleri yapr iskeletine ekildikten sonra 1,5 Hz frekansinda 1 giin boyunca 10,000
mikro-strain devirli germe uygulandi. DNA, protein, alkalin fosfataz (ALP) diizeyleri
hiicrelerin matriks sentez aktivitesini ve hiicre sayisin1 belirlemek icin 6l¢iildii. Yapr iskeleti
lizerinde osteoblast kemik hiicresinin uyarim sonrasi kontrol gruplar ile karsilastiriimasi
gozenekler icindeki yerlesimi degerlendirilerek taramali elektron mikroskop ile

gergeklestirildi.

Anahtar sozciikler: Osteoblast, Mekanik uyarim, kollajen jel



SUMMARY:

THE INVESTIGATION OF RESPONSE OF OSTEOBLAST CELLSTO
SEVERAL MECHANICAL STIMULATION

It is well known that not only biologic factors, but also mechanical factors affect bone
cells. However the mechanism of cell response to mechanical effects couldn’t be completely
determined. Cell cultures cultivated into collagen gel are designed to imitate natural in vivo
situation. Because artificial synthesis with collagen has capability of being mechanically
stimulated, 3-dimension and web structural.

It is purposed to determine cell morphology, cell proliferation, cell alignment in scaffold
after stimulation and alterations of biologic factors while applying uniaxial and cyclic strain
resulting from stimulation to cells to be imitated in vivo situation and cultivated in collagen
gel coated polylactic acid (PLLA).

After several chemical processes a new biomaterial was manufactured with the help of
polylactic acid for coating the collagen gel scaffold which is commercially being sold.A
mechanical cell stimulator device operating uniaxial and cyclic strain was developed to
stimulate cells cultivated into collagen gel scaffold. A stepper motor and rock gear assembled
directly motor shaft in hardware of the device provides linear movement. The stimulation can
be applied by stepper motor via assembling scaffold to pins located on edge of rods oriented
perpendicular to gear. After osteoblast cells obtained from human bone marrow cultivated
into scaffold, dynamic strain applied at 10.000 micro-strain and a frequency of 1,5 Hz, for 24
hours. DNA, protein and alkaline phosphates levels was measured to determine cell
proliferation and activities of matrix synthesis of cells. Comparison with control groups
osteoblast bone cells on scaffold after stimulation performed by evaluating alignment in the
pores by using SEM.

Keywords: Osteoblast, mechanical stimulation, collagen gel
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1.0ZET:

OSTEOBLAST HUCRELERININ CESITLI MEKANIK
UYARILARA YANITININ ARASTIRILMASI

Kemik hiicresine biyolojik etkenlerin yaninda mekanik etkenlerin etkisi oldugu
bilinmektedir. Ancak mekanik etkiye hiicresel tepkinin mekanizmasi tam olarak
belirlenememistir. Daha tabii bir yapida in vivo da olusan durumun taklit edilmesi i¢in hiicre
kiiltiirleri kollajen jel i¢ine ekilir. Ciinkii kollajenli yapay birlesim mekanik olarak uyarim
yapilabilen, ti¢ boyutlu, ags1 bir yapida olusur.

In vivo ortamn taklit edecek polilaktik asit kapli (PLLA) kollajen jel yap1 iskeleti icine
ekilmis hiicrelere tek yonlii ve devirli mekanik germe uygulayarak hiicrelerin uyarim
sonucunda hiicre morfolojisi, hiicre sayisi, hiicrelerin yapr iskeleti i¢inde uyarima karsi
dagilimi ve biyolojik etkenlerin degisikligini saptamak amaclanmistir. Ticari olarak satilan
kollajen jel yap1 iskeletine bir dizi kimyasal islem sonrasi PLLA ile kaplanarak yeni bir
biyomalzeme iiretildi.

Hiicre ekilmis kollajen jel yap1 iskeletine uyarim yapabilmek icin tek yonli ve devirli
germe uygulayan bir mekanik hiicre uyarim aygit1 gelistirildi. Aygitin donaniminda bir adim
motoru ve motorun miline dogrudan baglanmig bir kramayer disli dogrusal hareketi
saglamaktadir. Disliye dikey yerlestirilmis ¢ubuklarin uglarindaki ignelere yapi iskeletimiz
baglanarak uyarrm motor araciligi ile uygulanabilir. insan kemik iliginden elde edilmis
osteoblast hiicreleri yapr iskeletine ekildikten sonra 1,5 Hz frekansinda 1 giin boyunca 10,000
mikro-strain devirli germe uygulandi. DNA, protein, alkalin fosfataz (ALP) diizeyleri
hiicrelerin matriks sentez aktivitesini ve hiicre sayisin1 belirlemek icin dlgiildii. Yapr iskeleti
iizerinde osteoblast kemik hiicresinin uyarim sonrasi kontrol gruplari ile karsilastiriimasi
gozenekler icindeki yerlesimi degerlendirilerek taramali elektron mikroskop ile

gergeklestirildi.

Anahtar sozciikler: Osteoblast, Mekanik uyarim, kollajen jel



2.SUMMARY:

THE INVESTIGATION OF RESPONSE OF OSTEOBLAST CELLS TO
SEVERAL MECHANICAL STIMULATION

It is well known that not only biologic factors, but also mechanical factors affect bone
cells. However the mechanism of cell response to mechanical effects couldn’t be completely
determined. Cell cultures cultivated into collagen gel are designed to imitate natural in vivo
situation. Because artificial synthesis with collagen has capability of being mechanically
stimulated, 3-dimension and web structural.

It is purposed to determine cell morphology, cell proliferation, cell alignment in scaffold
after stimulation and alterations of biologic factors while applying uniaxial and cyclic strain
resulting from stimulation to cells to be imitated in vivo situation and cultivated in collagen
gel coated polylactic acid (PLLA).

After several chemical processes a new biomaterial was manufactured with the help of
polylactic acid for coating the collagen gel scaffold which is commercially being sold.A
mechanical cell stimulator device operating uniaxial and cyclic strain was developed to
stimulate cells cultivated into collagen gel scaffold. A stepper motor and rock gear assembled
directly motor shaft in hardware of the device provides linear movement. The stimulation can
be applied by stepper motor via assembling scaffold to pins located on edge of rods oriented
perpendicular to gear. After osteoblast cells obtained from human bone marrow cultivated into
scaffold, dynamic strain applied at 10.000 micro-strain and a frequency of 1,5 Hz, for 24
hours. DNA, protein and alkaline phosphates levels was measured to determine cell
proliferation and activities of matrix synthesis of cells. Comparison with control groups
osteoblast bone cells on scaffold after stimulation performed by evaluating alignment in the

pores by using SEM.

Keywords: Osteoblast, mechanical stimulation, collagen gel



3.GIRIS ve AMAC:
Doku miihendisligi son yillarda hizli ilerleme kat etmis biyomalzeme alanindaki son

gelismelerden bir tanesidir. Doku miihendisligi arastirmalarinda insan hiicrelerinin, 6zellikle
kemik hiicrelerinin, biiylimesini kolaylastirmak i¢in “yapr iskeleti”nin kullanimim
kapsamaktadir. Genellikle dogal maddelerden ya da ¢ok iyi huylu hidrokarbonlardan yapilan
yapt iskeletleri metal protezlerin yerine gecen iyi bir yedek malzeme olarak taninmaya
bagladilar. Biyomalzeme hasar gormiis doku ve organlarin minimum cerrahi miidahaleyle
islevlerini yeniden yapabilmeleri i¢in regenerasyonu ya da tamiri amaciyla kullanilir. Kemik
doku miihendisliginin amaci daha islevsel hiicre-malzeme yapisi elde etmektir. Bunu yapmak
icin hiicrelerin farklilasmasin1 ve ii¢ boyutlu yapi1 iskeletlerinde islevsel ekstrasellular
matriksin gelisimini optimize etmek igin teknikler gereklidir®. Kemikler bedenimizin iskelet
yapisini olusturmaktadir. Bu nedenle fiziksel olaylarla kemik hiicreleri gesitli etkilere maruz
kalmaktadir. Fiziksel olaylarin kemik hiicreleri lizerine farkli etkisi oldugu ve bu fiziksel
olaylara kars1 tepki verdigi bilinmektedir'.

Kemik hiicreleri kemik hasar1 olusan, kemik defektinin oldugu yerde onarim ve yeni
olusum i¢in bir ara¢ olarak kullanilmak istenmektedir. Bu hedef icin birgok arastirma
yapllmaktadlrz’3 43 Aragtirmalarin bir cesidi de in vitro ortamda kemik hiicrelerine mekanik

1,2,4,5,7-9,11 . g
S0 Mekanik uyarima kemik tlirevi

12,13

uyarim yaparak uyarim etkisini belirlemektir
hiicrelerin tepkisi ¢esitli in vitro ¢aligmalar tarafindan onaylanmigtir = °. Cerrahi onarimda var
olan altin standart yontemi otograftlarin kullanimidir. Otografltlarin cogu kez yeterli olmadigi
durumlarda, allograft veya biyomalzeme kullanilmasi s6zkonusudur. Ancak yapay ve yabanci
bir dokunun halen eksiklikleri vardir. Bunun yani sira metal protez ve implantlarin da bir¢cok
sakincalart stirmekte ve bu sorunlarin listesinden gelmek i¢in ¢alismalar yapilmaktadir. Bahsi
gegen tiim Ozelliklerin diizeltilmesi, istenen 6zelliklerde biyomalzeme tiretilip tamir ve onarim

tekniginin bulunabilmesi i¢in 6ncelikle 6zgiil malzeme olarak kemigin genel olarak yapisi iyi

bilinmelidir.



4.GENEL BILGILER:
4.1 Kemik:

Kemikler, kemik dokudan olusmus sert yapilardir. Sekil ve boyut yoniinden 6 tip kemik
tanimlanmustir. Kemikler kompakt ve spongioz kemik dokusundan yapilmstir'®. Kemik
dokusunun esas maddesi, islev gorevi belirli yonlerde uzanan kollajen liflerden ve bu liflerin
arasini dolduran ve bunlar1 birbirine baglayan ara maddeden olusur. Bu ara maddede, cesitli
anorganik tuzlar bulunur.

Kemik dokusunun en 6nemli yapi1 elementlerini teskil eden organik malzeme olan
kollajen liflerin durumuna gore, yapr bakimindan kemik dokusu, fibrilli ve lamelli olmak
tizere iki esas gruba ayrilir. Fibrilli kemik dokusunda kollajen lifler kalin huzmeler halinde
cesitli yonlerde, bazen birbirini ¢aprazlayarak, bazen paralel olarak uzanirlar. Lamelli kemik
dokusunda esas madde, yeni kollajen lifler ve bunlarin birbirine baglayan ara madde, 4,5-11
mikron kalinliginda ince lameller meydana getirirler. Bu lameller igerisinde kollajen lifler

birbirine paralel olarak egik durumda uzanirlar.

4.1.1 Kemik dokusunun yapisi ve ozellikleri:
Kemik dokusunun ¢esitli gorevleri vardir. En dikkat ¢ekeni ise viicudun bir yerden

baska bir yere hareketi ve hayati organlarin korunmasi i¢in gii¢lii yap1 destegi saglamasidir.
Bununla birlikte kemik kalsiyum ve diger mineraller i¢in 6nemli depo kaynagidir. Cesitli
hiicre tipleri kemik olusumundan ve muhafazasindan sorumludur. Yeni kemik olusumundan
sorumlu ilk hiicre tipi osteoblastlardir. Bu osteoblast hiicreleri kemik matrisi i¢inde kendilerini
sonunda paketlerler, bu noktada onlar osteosit olarak adlandirilir ve onlar aslinda yeni kemik
olusumundan ¢ok kendilerini ¢evreleyen matrisi korumak icin gérev yaparlar. Ugiincii hiicre
tipi ¢cok ¢ekirdekli biiyiik hiicre olan osteoklastlardir. Osteoklastlar par¢alanmis ya da hasar
gormiis kemigin yeni kemik tarafindan yer degisiminden sorumludur. Bu hiicrelerin timii
kemigin korunmasi, olusumu ve yikimi siireci igerisinde siirekli aktiftir. Kemigin yapimi ve
yikimi arasinda hiicre aktivitelerin fazlaligi ve dengesi, mekanik gerilme ve kan kalsiyum
diizeyine hormonal tepki dahil ¢esitli etkenler tarafindan diizenlenir.

Kemik dokusu makroskopik ve mikroskopik diizeylerde tanimlanabilir. Hem goriiniir
hem de molekiiler diizeyde farkli yapilar vardir. I¢ katman siingerimsi kemik olarak
adlandirilan ¢ok daha fazla gézenekli dokudan olusurken makroskopik olarak kemigin dis
katman1 kompakt kemik olarak bilinen yogun dokudan olusur (sekil 1). Kompakt kemik
icinde hiicreler aras1 matrisin katmanlar1 ve osteositler merkezi kanallar ¢evresinde osteon

olarak adlandirilan esmerkezli dairesel desen i¢inde yerlesirler. Osteositler lakuna olarak



adlandirilan kemikte kiigiik bosluklar i¢inde bulunur. Bu osteonlar kemigin uzun eksenine
paralel yerleserek kemige gelen baski kuvvetlerine karst kemigin dayanimini artirir(sekil 1).
Osteonlarin merkezinden boylu boyuna gecen haversian kanali, damarlar1 ve sinirleri
icinde barindirir. Haversian kanallar1 daha genis damar ve sinirleri igeren Volkmann kanallar
tarafindan birbirlerine yatay baglanir. Kan damarlarin1 ve sinirleri i¢eren bu ara baglant1 kanal
sistemlerinin hepsi Haversian sistemi olarak adlandirilir.  Osteon igerisindeki hiicreler
kanalikuli olarak bilinen kemikteki kiiclik acikliklar vasitasiyla birbirleri ve haversian

sistemleri ile iletisim kurarlar (Sekil 1 ve 2).

Lacunae containing osteocytes Osteon of compact bone

e : Trabeculae aof spongy
Canalicull —=aete AT AR I bone

.‘-’L { _; ’-_- 1 \ ‘.’.‘f = ~‘.-?_. »
Osteon \ G 7 T ‘gu = Hawersian
- Y v

Periosteum

Yolkmann's canal

Sekil 1. Kemik igyapisi

http://www.training.seer.cancer.gov/module _anatomy/unit3 2 bone_tissue.html

Kanseloz ya da siingerimsi kemik osteositler icerirken dogal gézenekli yapisinda ara
baglant1 kanal sistemleri bulunmaz. Kompakt kemikte kat1 yapidan daha ¢ok kansele6z kemik
daha fazla gozenekli yapr barindirir. Bu oriimcek ag1 gibi agik yapi slingere benzer. Agi
olusturan kii¢iik ayr1 parca ve kusaklar kemik mineral, proteinler ve osteositlerden olusur ve
trabeculer olarak bilinir (Sekil.1).

Mikroskopik diizeyde kemik dokusunun iki tipi dogal olarak kompak kemikte meydana
gelir(Sekil 3). 1lki tiim saghkli yetiskin kemiklerde iiretilen katmanli (lamellar) kemiktir.
Lamellar kemik ¢ok diizenli paralel yap1 sekil iginde organize olmus kollajen fiberlerden
olusan olgun kemiktir. Bu paralel yap1 kemige bir hayli giiclii bir dayamim kazandirir. Ipliksi
kemik (woven bone) genellikle baz1 hasarlarin kemik dokusunda olusumundan sonra hizlica
bicimlenir.(kirik iyilesmesi esnasinda callus dokunun olugmasi gibi). Bu kemik yap1 farkh
dogrultularda yerlesen kollajen fiberlerden olusur ve lamellar kemigin paralel yapist kadar
kuvvetli degildir. Sonug olarak bu yiinsii kemik lamellar kemigin olusumu i¢in degistirilerek

tyilestirilir. Bu silire¢ remodelling (yeniden bigimlenmek) olarak adlandirilir.


http://www.training.seer.cancer.gov/module_anatomy/unit3_2_bone_tissue.html

Sekil 2 .Bir osteonun histolojik kesiti
(http://www .lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/ )

Sekil 3. Yiinsii ve Lamellar kemigin histolojik
kesiti

http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/

4.1.2. Kemik iligi kok hiicrelerinin farklilasmasi
Kemik iligi kemik igerisindeki kovuklarda(lakuna) yer alir ve iki biiyiik hiicre sistemini

barindirir. Bunlardan ilki hematopoitik hiicreler ve ilik dokusudur. Hematopoitik hiicreler kan
hiicrelerinin ve osteoklastlarm {iretiminden sorumlu hiicrelerdir. ilik dokusu hematopoitik
hiicreleri yapisal ve fizyolojik olarak destekleyen fibroblast, adipositler ve osteoblastlar
kapsayan hiicre gruplaridir ki ayrica digerleri arasinda fibroblastlar, adipositler, kondrositler
ve osteocitlere doniigsebilecek kok hiicre benzeri 6zellikte hiicreleri iceren dokuyu barmdirir’.
Osteojenik, adipojenik ve kondrojenik hiicreleri kapsayan bu hiicre hatlar1 yaygin progenitor
hiicrelerden dogarlar’®*’. Benzersiz bir sekilde bu stromal kok hiicreleri doku kiiltiir plastigine
yapisacagindan ve ilik i¢inde kalan hematopoitic hiicreler yapismayacagindan bu hiicreler
kolayca biiyiik miktardaki ilikten izole edilir’’.

Osteojenik hatlarda mezensimal kok hiicrelerin farklilasmasi morfolojik degisiklikler ile
tanimlanan pek c¢ok &6zgiil asamalar boyunca gerceklesir®™*!. Mezensimal kok hiicrelerin
farklilasmasinda etkenlerden biri bile onemlidir. Hormonal etkiler, vaskiiler tedarik ve
mekanik c¢evre kosullarinin hepsi bu hiicrelerin farklilagsma siirecinde rol alirlar. Kemik
kiriklart ve embriyonik gelismede doku farklilasmasinda amaglanan teorilerden biri ¢evresel
faktorlerle ilgilidir; Mezensimal kok hiicreleri hem hidrostatik kuvvetler hem de c¢evresinde
olusan uzama etkenlerinden oldukca etkilenir* (Sekil 4). Kemik igerisine yerlestirilen yeni
aygitlar kirik iyilesmesinin benzersiz olusum siirecinde hesaba katilabildigi ve yeni implant

etrafinda hiicre farklilasmasinin ayni ilkelerinin kullanilabilecegi dikkate alinmalidir.


http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/
http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/
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Sekil 4. Doku farklilagmas teorisi*?

Osteoblasta farklilagmadaki ilk adim osteoprogenitor hiicrelerin olusumudur. Kendi
kendini yenilemede temel olarak yetenekleri olmasa da in vitro da bu hiicreler ¢ogalmaya
muazzam egilim gosteriler™. Olgun ve olgunlasmamus osteoprogenitor hiicrelerin arasindaki
fark osteoblastlara doniismek icin kendi i¢inde barindirdigr yeteneginden kaynaklanir.
Olgunlasmamis hiicreler osteoblastlara donlismek igin 0zgiil tetikleyici etkenlere ihtiyag
duyarken, olgun hiicrelerin tetikleyicilerin yardimi olmadan kendiliginden osteoblast olusumu

gosterebilirler™*. Bu tetikleyiciler 1,25-dihydroxy vitamin D, (1-25-OH D)), kemik

morfojenik protein-2 (BMP-2), deksametazon gibi bazi glukokortizoidsleri, temel fibroblast
biliytime faktorii (bFGF) ve doniistiiriicii biiylime faktorii gibi temel steroid hormon olan
glukokortikoidsleri igerir.

Osteoprogenitorii izleyen farklilasmanin bir sonraki asamasi pre-osteoblastlardir. Bu
hiicreler tamamen son olusan osteoblastlarin 6zelliginde olmamalarina ragmen kiigiik
miktarlarda aktif matriks minerilizasyon gostergesi olan alkaline fosfataz {iretirler. Son
osteoblast kemik matriks bicimlenmesinde kullanilan tiim iriinleri meydana getiren
iireme/cogalma siireci sonrast olusan hiicredir. Bunlar kollajen tip 1, osteokalsin ve
osteopontini igerir. Bu hiicreler kendilerine 6zgii olan biiyiik miktarda alkaline fosfataz ya da
ALP iirettiklerinden ayrica bunlar kemik matriksini tamamen minerallestirme yetenegine

40,41

sahiptirler™"'". Bu enzim kemik kollajen matris i¢inde kalsiyum fosfataz kristallerinin

depolanmasini kolaylagtirir.
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4.1.3. Alkalin Fosfataz (ALP):
Kemikte osteoblastlarin hazirladigr gozenekler arasinda yer alan osteoid yapinin igine

Ca tuzlan ¢okerek bu organik matriksi sertlestirirler, bdylece mekanik zorlanmalar karsisinda
kalan kemigin dayanma giiciinli arttirirlar. Matriksteki ara madda i¢ine Ca tuzlar1 ¢g6kmeden
once osteoblastlar sitoplazmalari icinde bol miktarda alkalin fosfataz enzimi hazirlarlar ve bu
enzimi sitoplazmalar1 disina salarlar. Osteoblast hiicrelerinden salinan kabarciklar sonrasinda
in vitroda matrik mineralizasyonunu miimkiin kilan ALP igermektedirler’>. Boylece
ekstraselliiler olarak fosfataz enzimi de ara madde i¢inde birikmis olur. Bu sekilde
osteoblastlarin salgiladigi alkalin fosfataz enziminin kemik mineralizasyonunda 6nemli bir
islevi, bir aracilik rolii bulunmaktadir.

Kemik olusurken ya da ossifikasyon siireci ilerlerken alkalin fosfatazlarin agiga ¢ikmasi
oldukca 6nem kazanan bir durumu yansitmaktadir. Fosfatazlar yalnizca Ca tuzlarmin organik
matriks igerisine yerlestirilmesinde etkin bir rol oynamakla kalmazlar, ayrica kollajen
fibrillerin olugmasinda da bir islevlerinin oldugu agiklanmigtir'®'”. Tiim ALP aktivitesi
osteoblast islevinin giivenilir bir delili olarak tammlanir'>'®. Ayrica ALP kemik olusan

tiimorlerde osteoblastik aktivite i¢in bir isaretleyici olarak kullanilir.

4.2 Kemiklerde Mekanik Etki:
Kemikler baslica iki 6nemli kuvvetin etkisi altinda kalirlar. Bunlardan biri agirlik, digeri

de kemiklere yapisan kaslarin ¢ekme kuvvetidir. Bosluklar1 sinirlayan bolmelerin durumu,
basing ve ¢ekme kuvvetinin en ¢ok etki gosterdigi yonlere gore ayarlanmigtir. Bolmeler
arasinda uzanan ve bunlar birbirine baglayan ince kemik parcalari, bolmeleri destekler ve
durumlarini saglamlastirirlar.

Wolf kanununa gore kemigin genetik modele gore gelismesi veya kirillan kemigin
iyilesmesi ve yeniden sekillenmesi, kemigi uzun ekseni dogrultusunda etkileyen stres
kuvvetlerinin yarattigi elektromanyetik alan sayesinde olur”>. Kemik olusumu uygulanan
kuvvetlere karsilik doku boyunca gozlemlenebilir. Pek ¢ok calisma farkli yercekimi
kuvvetlerinden hiicre kiiltiir ¢aligmalarina dek degisen c¢evre kosullarinin etkisini

degerlendirmistir’>=°.

Bu calismalarin hepsi bir temel prensibi gostermektedir: Aktivite
arttiginda kemik kiitlesinde artiga, azaldiginda ise kemik kiitlesinde azalmaya neden olur. Bu
hipotez ideal diizeyde gerilmeyi koruyan 6zgiil biyomekanik ¢evre kosullarini saglayan kemik
genel anlayigina dayanir.

Ayn1 mekanik kuvveti veren mekanik uzamay1 azaltarak kendi kendine sertlesmesi i¢in

matriks yigimimin artmasiyla, kemik artan uzamaya tepki verir. Bu fikir belki de Rubin
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tarafindan gelistirilen ve yaygmn bir sekilde vurgulanan diyagram ile en iyi sekilde agiklanir*®
(Sekil 5). Bu varsayimin pekismesi hayvanlar1 6zgiil mekanik yiik etkisine maruz birakan ve
kemik olusumunda artma ya da azalma goézlenen pek ¢ok in vivo hayvan calismasi ile

46049 Kemigin uzama ortamin1 nicel olarak belirlemek icin ¢esitli caligmalar

saglandi
yiiriitiildii. Insanlarda kosma hareketi gibi yorucu hareketler esnasinda uzun kemiklerde
karsilagilan ortalama azami uzama yaklasik 850 mikro-strain, yiiriiyiis gibi daha az etkisiz

hareketlerde ise 400 mikro-strain’dir>".

Kemik
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Sekil 5. Kemik adaptasyonu hipotez diyagrami

Ayrica kemik kiriklarinda da mekanik yiiklenme caligmalart da yiiriitildi. Bazi
caligmalar harici sabitlenmis kirigin hem pasif hem de aktif yiliklenmenin yogunlugu ve bazi
durumlarda kirik ¢evresinde kallus olusumunun kalitesini artirdigini gésterdiﬂ. Bu c¢alismalar
yeni kemik olusumuna sebep olan mekanik kuvvetlerin etkileri ve 6zellikleri ile ilgili biiyiik
bir anlayis ve bilgi saglar. Ancak caligmalar daha kaliteli doku degil, daha ¢ok kemik dokunun
olusumuna dikkat c¢ekiyor. Bu durumdaki en iyi tedavi c¢ok kaliteli kemigin c¢ok g¢abuk

iiretilme ve boylece kirikta tamamen iyilesmenin olasi en kisa zamanda gerceklesmesidir.

4.2.1 In Vitro Mekanik Uyarim Calismalari:
In vitro ortam kosullarinda mekanik uyarima kemik hiicrelerinin yanitina iliskin birgok

aragtirma yapilmaktadir. Halen detaylar1 bilinmeyen bu konu iizerine ¢ok cesitli uyarim
teknikleri ile ¢aligilmaktadir. Bu arastirma yontemleri tendonlar, kemik hiicreleri, endotel

hiicreleri, kalp kas ve damar hiicreleri dahil kullanilan bir¢ok hiicre/doku ¢esitlerinde
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degisir™”'?. Ayrica proliferasyon, morfoloji, DNA sentezi, protein vb. birgok yanit ¢esidi de
arastirilir' .
4 nokta bilkme yontemi cok yaygindir'>?"**. Hiicrelere mekanik uyarimim in vitro da

12,13,28-31,33

diger bir yontemi ise uzunlamasina germe sistemleridir . Vakum sistemleri hiicre

ekilmis substrata etki ettirmek icin kullanilmaktadir’**

. Diger sistemler hidrostatik sikistirma
ozelligini kullanarak hiicrelere dogrudan esit dagilimli uyarimi kapsamaktadir. Stvi dibine
ekilen hiicreler cendere tiirii bir kapta basing yaratilarak uyarim saglanir™’. Akiskan
sistemleri ile ylizey ilizerinde kayma gerilmesi olusturulur. Kayma gerilmesini kullanarak

24,33

hiicrelere mekanik olarak uyarim yapilir™"". Bu akiskan modeller i¢in kayma gerilmeleri

tahmin edilir ya da teorik olarak hesaplanir.

4.2.2 Hiicrelere gelen mekanik kuvvetler:
Bedenimizdeki tiim hiicreler kendi kendine yarattiklar1 ya da ¢evreden kaynaklanan

mekanik kuvvetlere maruz kalirlar. Viicut icindeki yerine gore hiicreler basing, kayma
gerilmesi, sikistirma ve germe gibi c¢esitli kuvvetlere maruz kalabilirler. Bu harici uygulanan
mekanik kuvvetler normal doku dengesi ve yeniden yapilanmasinda 6nemli rol oynar.
Ornegin yergekimi kuvveti kemik olusumunu kontrol eder, iskelet kaslarma gelen mekanik
yuklenme kas kiitlesini belirler ve mekanik kuvvetle iligkili kan akimi vascular duvarlarin

5234 Hiicreler iizerinde etkisi olan tim dis kuvvetler temel

metabolik dengesini diizenler
hiicresel olaylar1 (hiicre boliinmesi, liremesi vb.) gergeklestirmek icin ¢esitli i¢sel kuvvetlere
doniistiiriilerek dinamik bir arka planda hiicrelere tesir eder. Hiicreler dis yiiklenmede
degisiklik algiladig1 zaman ¢abucak harici kuvvetlere karsilik vermek i¢in i¢sel kuvvetlerini
degistirirler. Icsel, doniistiiriilen kuvvetler ve harici kuvvetler arasindaki denge, hiicrenin
gelecegini belirleyen anahtar bir etkendir’'”.

Doku miihendisligi uygulamalarindaki mekanik kuvvetlerin 6nemi agiktir. Doku
mithendisliginin asil amaci hasar gormiis viicut parcalarinin yerini alacak yapay dokularin
iretimidir. Viicut disinda islevsel bir doku iiretebilmek icin fizyolojik kosullarin temel
parametrelerini yerine getiren in vitro kiiltiir gevre ortami olusturmak gereklidir. in vivo mikro
cevre kosullariin biyokimyasal yonlerini anlamak i¢in biiyliik adimlar atiliyor. Ancak ayni
diizeyde anlasilma durumu mekanik destek i¢cin olusmamistir. Viicuttaki memeli hiicrelerin
mekanik cevre kosullar1 harici yiikklenme ve hiicreler arasi gerilme arasindaki karmagik bir
denge tarafindan tanimlanir. Bu bolimiin amact mekanik mikro ¢evre kosullari ile her

bilesenin  6zelliklerini incelemek ve doku miihendislik uygulamalarinda onlarin

implikasyonlarina 1s1k tutmaktir.
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4.2.3 Hiicre islevinde harici uygulanan mekanik kuvvetlerin rolii:

Hiicreler yasamlar1 boyunca yaygin fizyolojik siire¢ sirasinda ¢esitli mekanik kuvvetlere
maruz kalirlar. Bu dis kuvvetleri algilayabilme kabiliyeti 6zellesmis duyu organlarinda
hiicrelerin benzersiz bir niteligi degildir fakat bu kabiliyet diger hiicre tipleri tarafindan da
kullanilmaktadir. Ayrica pekcok duyu organi olmayan hiicreler hiicre biiyiimesi, islevi ve
yeniden yapilanmasinin diizenlenmesi i¢in uygun mekanik giris uyarimi ile hareket eder.
Ornegin yercekimi basing kuvvetleri kemik olusumunu kontrol eder ve iskelet kaslarina gelen
mekanik yliklenme kas kiitlesini belirler; uzun siireli yatak istirahat1 ya da mikro yercekimi
gibi azalan mekanik yiiklenme kosullar1 altinda kemik ve kas kiitlesi ¢cabucak kaybolur’>>*,
Miihendislik agisindan normal kosullar altinda hiicrelerin dokuya etkiyen net harici
kuvvetlerde artis1 doku kiitlesinin ya da diger tepkilerin artmasiyla icsel gerilime
doniistirdigii goriiniiyor’™’. Bu sekildeki tepkiler daima yararli degiller ve kronik yiiksek
kan basincina neden olan kardiyak ve vaskiiler hipertropi gibi patolojik hallere katkida
bulunabilir. Genel olarak fizyolojik oranlar disindaki kuvvetlerin ters sonuglara yol
acabilecegi diisiiniiliiyor ",

Tablo 1. Hiicrelere ve dokulara uygulanan mekanik yiiklenme uygulamalari

Gelisen Aygitin
kuvvetlerin . . I¢ ve Dig
aygit/yontem Onciil Kuvvet Akiskan Yorumlar
ismi Akim

Koni ve Plaka Kayma gerilmesi Yok Ikinci derecede akimlar
olabilir.

Paralel Plaka ~ Kayma gerilmesi ~ Var Akiskanin aygita girdigi yerde

adim odacig1 tamamiyla laminar akim
olusturulmamus olabilir.
Basing, pozisyon fonksiyonu
olarak dogrusal bir sekilde
degisir. Fakat bu degisim ¢ok
kiigiik oldugundan ¢ogunlukla
g6z ard1 edilir.

Uniaxial Pozitif gerilme Yok Akiskana bagli olarak

gerilme hiicrelerin hizindan dolay1
kayma gerilmesi de olusabilir.

Biaxial Pozitif gerilme Yok Akiskana bagli olarak

gerilme hiicrelerin hizindan dolay1
kayma gerilmesi de olusabilir.

Gaz ilavesiyle Basing Yok Ideal olmayan akiskan oldugu

gaz fazinda icin ¢Oziinmemis gazlarin

sikistirma konsantrasyonu degisir.

S1v1 fazda Basing Yok Gaz faz1 yok.

direkt sikisma
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Hiicre biiylimesi ve islevini etkilemek i¢in mekanik kuvvetler geleneksel kimyasal
uyarimla aktive olan ayni sinyalizasyon yollarmi tetikleyebilir. Cok sayida c¢alisma,
kuvvetlere yanit olarak hiicreler tarafindan olusturulmus pek c¢ok biyokimyasal olaylarin
kimyasal uyarimin taninmasindan sonra meydana gelen olaylar ile benzer oldugunu

54,56,57

gostermektedir. Hiicrelere biyokimyasal sinyalizasyon yollar1 tesir eden belirli

mekanizmalar tam olarak agikliga kavusturulamamistir ve halen aktif arastirma konusudur.

4.2.4. In Vitro Hiicrelerin Mekanik Uyarim icin Kullanilan Aygitlar ve Yontemler:
Karmasik in vivo ¢evre kosullarinda, diger mekanik kuvvetlerin varligi ve ¢ok sayida

kimyasal faktorlerin karisimindan dolayr mekanik tesir iletim siirecinde 6zel sinyalizasyon
yollarinin rollerinin taslagin1 olusturmak ve 6zgiil kuvvetlerin kesin etkilerini agiklamak
zordur. Bu nedenle mekanik uyarima hiicresel yanitlar iizerindeki arastirmalar daha ¢ok in
vitro sistemleri kullanarak yapilir. Yukaridaki tabloda genel olarak kullanilan yontemlerin
ozeti yapilmistir’’. Bu aygitlar cok sayida hiicreye fizyolojik yiiklenmeyi ileten iyi
tanimlanmis mekanik uyarim uygularlar. Birbirinden ayri hiicrelere kuvvet uygulamak i¢in

teknikler gelistirilmistir.

1- Kayma gerilmesi
Dokular arasi ger¢eklesen akimdan dolay1 ¢ogu hiicre ¢esidinin akigkan gerilmesine

maruz kalmasi muhtemeldir. Ancak hiicre davranisinda kayma gerilmesinin etkileri sabit
olarak kan akimina maruz kaldig1 i¢in cogunlukla vaskiiler endotel hiicrelerde ¢alisilir. Kayma
gerilmesi in vitro c¢aligmalar1 i¢in kullanilan iki yaygin akim sistemi koni-ve plaka
viskometreleri ve paralel plaka akim odaciklaridir. Sekil 6.a’da gosterilen sekilde koni-ve
plaka viskometre aygitinda hiicreler tablanin {izerine yerlestirilir. Siv1 koni ve plaka arasindaki
bosluga doldurulur ve koniyi dondiirerek akigkan akimi elde edilir. Sekil 6.b’de resmedilmis
paralel diizlem akim odaciginda diktérgen akim kanalinin tabanini olusturan cam lam {izerine
hiicreler ekilir. Akim etkiyen basin¢ tarafindan hiicre ylizeyi iizerinden akitirrilarak
olusturulur. Her iki aygitta hiicrelerin ylizeyine etkiyen iiniform kayma gerilmesi olusturulur.
Hidrodinamik teori kullanarak A ve B siklarinda gdsterilen iki aygit i¢cin kayma gerilmesi ve
hiz profillerinin tanimlanmas1 icin farkli tipte tiireyen cihazlar bagka kaynaklarda da

tanimlanmstir™ .

Hesaplanan kayma gerilmesi genellikle normal sinirlar igerisindedir.
Hiicresel diizeyde uzunluk 6lgeginde kayma gerilmesinin biiyiikliigii ve gradyani hiicre yiizey
topografyasi ile degisiklik gosterebilir’®'. Buna ek olarak akiskan sikistirilamayan newtonien

akiskan olarak farzedilir. Eger su arastirmada kullanilan biyolojik akigkanin baskin bileseni
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ise sikistirllamayan olarak kabul edilmesi gegerlidir. Ancak kan gibi diger biyolojik akigkanlar
Newtonian akigkan degillerdir ve bu nedenle tahmin dogrulugu kisitlanir’”,

(a) Cone-and-plate viscometer (b) Parallel-plate flow chamber

| Flow inlet Flow outlet
Vacuum

. & {

(] = = = = =
. B, g, B
Rotating cone Gasket o \\ =
Cells i
o

Glass slide
Stationary plate | %
Flow direction |::>

Sekil 6. a) Koni-ve plaka viskometre b) Paralel diizlem akim odacigi

2-Germe
Cok farkli hiicre tipleri normal fizyolojik siirecler esnasinda siirekli olarak germeye maruz

kalirlar. Ornegin Aort damar duvarindaki hiicreler kanm c¢arpmtisindan dolayr siklik
gerilmeye maruz kalirlar ve iskelet sistemindeki hiicreler hareket ya da yercekimi ya da her
iki etki nedeniyle siklik gerilmeye maruz kalirlar. Hiicreler {izerinde in vitro germe etkisinin
caligmalar i¢in yaygin bir yontem silikon membran benzeri esnek substratlar {izerinde hiicre
ekimini kapsar ve sonra kontrollii uzama biiyiikliigii frekansi ve siiresi ile birlikte membran
gerdirilir. Hiicreler tek tarafli ya da ¢ift tarafli gerdirilir(Sekil 7. a ve b). Bu tip hiicre
deformasyon aygitlarinin dogal sorunlar1 vardir. Bu sorunlardan bir tanesi hiicrelere iletilen
ylukiin hiicre ile yapistirildig1 substratlar arasindaki adezyon durumundan bagimsiz olmasidir.
Substrata tamamen yapistirilmayan hiicreler tamamen yapistiritlmis olanlar gibi ayni germe
miktarma maruz kalmazlar. Bunun sonucunda veriler yamltici olabilir'’. Diger bir problem
ise besin ortaminin hareket hizindan dolay1 akigkandan kaynaklanan kayma gerilmesinin
substrat deformasyonunun tesiri ile ayni anda olmasindandir’>’. Bu nedenle deneysel tasarim

ve yorum kayma gerilmesi ve germe uyarimlarinin bagil katkisini hesaba katmak gerekir.

(a) Uniaxial stretch device (b) Biaxial stretch device
2 -
@ 5 s
= ey Stretch direction
@ c 1 Sy
1 | — S —
E E — —
] ﬂ

Deformed by vacuum

Sekil 7. a) Tek yonlii germe aygit1 b) Cift yonlii germe aygiti
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3- Basing
Hidrostatik basing hiicre islevinde artirilan basmcin etkilerini arastirmak icin kullanilir

(Sekil 8. a). Bu yaklagim yontemi kolaydir ve devirli ve statik yiikleme iletilebilmeye imkan
saglar. Ancak gaz fazin artirilan basincindan dolay1 ¢6ziinmemis gazlarin konsantrasyonunda
meydana gelen artis hiicre islevlerini etkileyebilir, bu sistem de gdzlemlenen etkilerin gaz
konsantrasyonundaki degisiminde mi yoksa basingtan mi1 kaynaklandigin1 belirlemek
zordur’’. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in 2 yontem gelistirilmistir. Biri gaz fazin olmadig
bir ortamda direk olarak akiskani sikistirmak ve digeri de biyolojik olarak aktif gazlarin (O,
CO, vb.) etki ettikleri kismi basinglart korunurken tesiri olmayan gazlarin eklenmesiyle
(Helyum vb.) basinci artirmaktir®>’,

Sikistirma  gerilimine ulasmanin alternatif yaklasimi  dogrudan platin tabla
kullanmaktir(Sekil 8. b). Bu yaklasimda 3 boyutlu numune 6rnegi 2 tabla arasina yerlestirilir.
Alttaki tabla duragan kalirken, iistteki tabla etrafi tamamen kapatilmamis uniaxial sikistirma
ya da tamamen c¢evrelenmis sikistirma uygulayabilmek icin asagiya dogru bastirilir.
(Numuneler yan taraflardan serbestce genisleyebilmesi i¢in numunelerin dikey destekleri
yoktur.) Bu aygit statik ve siklik sikistirma gerilimi uygulayabilir. Direk platin tabla kullanimi
germe aygitlarda karsilasilan sorunlara benzer dogal sorunlar1 vardir: Hiicrelere uygulanan
yiiklenme hiicre-matriks adhezyonuna ile fazlasiyla iliskilidir. Buna ek olarak cok sayida
degisken sikistirma uzamasi ile birlikte meydana gelir’.(akim, uzama gerilmesi, numune
hacmindeki degisimler vb.) Bu etkiler deneyler i¢in kullanildigi zaman sikistirmadan
kaynaklanan etkilerden diger degiskenlerden kaynaklanan etkileri ayirabilmek i¢in dogru

kontrolii igermesi Onemlidir.

(a) Hydrostatic pressurization (b) Platen abutment
ﬂ Load ﬂ Load
% PR e I I
----------------- [ ]
XXX L l

Sekil 8. a) Hidrostatik basing b)Tabla
Son olarak daha dnce kullanilan tiim aparatlarda hiicreler statik kosullardan etki ettirilen
mekanik uyarima -geciste- genellikle aniden maruz birakilir. Ani mekanik baglangic
uyariminin hiicre yanitlarina neden olan bazi kuvvetler tizerinde derinsel (¢cok biiyiik) etkisi

oldugu bulunmustur®®*®. Aygitlarda gerilimin detayli niimerik analizi istenmeyen etkilerin
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saptanmasi ve uzaysal olarak gerilimin dagilimimin saptanmasi dahil arastirilan mekanik

gerilimin zaman ge¢misi tanimlamak icin dahi bilgi saglayabilir>~".

4.2.5 Doku Miihendisliginde harici uygulanan mekanik kuvvet uygulamalar:
Statik kosullar altinda geleneksel hiicre kiiltiir teknikleri hiicrelere gelisme ortami

saglar: bliylik boyuttaki biyoreaktorler (akiskan yatakli reaktorler, spinner flasklar, donen
kanallar vb.) akim ve karigim 6rnek aygitlar 3 boyutlu skafoldlarda gelisen dokulara verimli
bir sekilde kiitle iletimi saglar. Uygun hiicre fizyolojisinde harici uygulanan mekanik
kuvvetlerin 6nemi ortaya ¢ikarken, doku miihendisleri biyoreaktor tasarimlari icinde mekanik
gerilmeleri kullanarak adapte ettiler ve fizyolojik yiiklenme in vitroda yetisen dokular ve
hiicreler iizerinde olumlu etkiye sahiptir. Ornegin artan akiskan tarafindan kaynaklanan kayma
kuvvetleri 3-D titanium fiber ag skafoldu iginde sigan iligi osteoblasti tarafindan mineral

depolanmasi énemli bir sekilde artar®®®’

ve kollajen jel i¢inde vaskiiler diiz kas hiicrelerine
siklik germe uygulamalar1 biiziiliip kasilan diiz kas hiicrelerinin fenotipini muhafaza etmeye
yardimec1 olabilir, dogru fizyolojik oryantasyonda onlar1 hizalar ve hiicre jel birlesim

karisimlarinin mekanik 6zelliklerini gelistirir®®.

Kikirdak doku miihendisligi kapsaminda
aragtirmacilar siklik kompresif yiiklenme altinda yapay kikirdak gelisiminin &zellikleri
duragan sekilde biiyiiyenlerden daha {istiin biyokimyasal kompozisyonu ve malzeme

6zelliklerine sahip oldugunu bulmuslardir’"".

Ayrica siklik kompresyon daha sonradan diiz
kas hiicrelerini kondrositlere farklilastiran biiyiime faktoriiniin sentezine yol acarak tavsan
kemik iligi diiz kas hiicrelerinin kondrogenesisi tetikler’”. Bu sonuglar uygun mekanik
uyarimin in vitro da doku gelisiminin bir belirleyici faktorii olabilecegini ve viicutta

miihendislik dokularinin performansinin gelisebilecegini gostermistir.

4.3 Doku iskeletleri
Doku miihendisligi son 20 yilda hizli ilerleme goriilmiis biyomalzeme alanindaki son

gelismelerden bir tanesidir. Bu teknik hasar gdrmiis doku ve organlarin minimum cerrahi
miidahaleyle fonksiyonlarin1 yeniden yapabilmeleri i¢in tamiri ya da regenerasyonu amaciyla
kullanilir. Doku miihendisligi insan hiicrelerin biiylimesini kolaylastirmak icin “iskelet
(skafold)’in kullanimin1 kapsar. Doku iskeletinin benimsenmesi i¢in ilk girisim kaynagi,
bagisiklik sisteminin madde reddini korumak igin ilaglarin uzun siireli yonetiminin ve dondr
organlarinin eksikligidir.  Autograftlarin kullanimi ile transplantasyondan (baska insan
tarafindan dokunun sacrifiye anlamina gelir) kacinmak miimkiin olsa bile, 6nemli sorunlar
bulunmaktadir. Dokunun kesildigi yerde morbidite ve diger hasta ile ilgili sorunlar (uygun

dokunun olmamasi ya da azlig1 gibi) olabilir. Doku iskeletleri, organ olusumu ve doku
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regenerasyonu meydana gelirken doku ya da hiicreleri destekleyen 3 boyutlu yapilardir.
Iskelet biyobozunabilir polimerden iiretilir. Iskelet genellikle dokulara besin tasinmasi ve
hiicre destegi icin gecici kafes yap1 saglar. Doku ve hiicrelerin yeniden olusmasi beklenir bu
nedenle giivenli bir sekilde kabuk degistirip atilacak iskelet yapiya izin verilir. Metal
malzemeler sert dokunun regenerasyonu i¢in iskelet olarak kullanilir. Metal iskelet yapilarla
ilgili sorunlardan bir tanesi gerilme yigilmasi (stres shielding) etkisidir. Bu kisitlama
polimerik iskelet kullanilarak iistesinden gelinir. Doku miihendisliginde iskelet gelistirilmesi
icin yapilan ilk ¢alismalara ragmen heniiz ¢6ziilmesi gereken sorunlar vardir. Biyobozunur
iskeletler de islevsel olarak yenilenmesi gereken doku/organin regenerasyonundan sonra
bedende bozunmasi ya da ayrigsmast beklenir. Doku iskeletleri kalp kasi ve eklemsel
kikirdagin yeniden gelisebilmesi agisindan 6nem kazaniyor. Bdylece kalp ve eklemsel
rahatsizliklar i¢in tedavi sagliyor. Uygun bir iskelet var olmadik¢a kikirdak ve kas gibi
ozellesmis dokularin yenilenemeyecegi biliniyor. Genellikle dogal maddelerden ya da ¢ok iyi
huylu hidrokarbonlardan yapilan iskeletler metal protezlerin yerine gecen iyi bir yedek
malzeme olarak taninmaya basladilar. Bir iskeletin yapim ve amaci asagidaki sekilde sematik

olarak gosterilmistir(Sekil 9).

Skafaldun teksti ﬂ’:ﬂ:ﬂ:ﬂ:ﬂ:ﬂ:
farmu

]
Fiberler arasindaki NN BNy T -
== = e==l]
bogluklar hiicre T |
tutunmasi ve geligmesi L 1
igin alan saflar ) e s e s e s

Katilagtinlrmig kiplkten
olugturulmug skafold

Kapikteki agik gdzeneklar
hicre geligmesiigin bogluk  |——u_____ |

saflar.

Hicre tutunma we geligme fazi OO O

Hicreler skafalda yerlegir. O
Skafold kaybalarak
yerini dodal dokuya
dzdes alan yeni
Skafold icinde ekstra-cellular matriks ve dokuya birakir
hicrelerin geligimi

insan
dokusu we
yetlegtitiimis
skafold

Sekil 9. Doku iskeletinin yapimi ve amaci
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Iskeletin daha 6zgiin ikinci tipi, parcalarin yada farmasotik yabanci maddelerin yada
antikor gibi v.b maddelerin iskelet yikici olarak derece derece salindigi ilag salinim sistemidir.

Iskeletler tarafindan salinan ila¢ mekanizmas1 sematik olarak sekil 10°da gdsterilmistir.

Skafold matriks

Antibiyatik v b, pargalar

NN
e

Skafold dokuda vavasca .

il
WE

lyilegtirici ajanlar kontrolli
hir oranda dokuya kagar.

Implantasyondan
sonra skafoldiu
doku

Sekil 10. Doku iskeleti kullanarak hedefe ila¢ salinim1

4.3.1 Yapa iskeletleri ile doku miihendisligi:
Mevcut olan doku miihendisliginin ana uygulamalar1 ortopedi, kalp ve sinir dokudur.

Tiim bu uygulamalar yliksek derecede 6zel hiicreler ve extra-cellular matriksten olusan doku
yenilemesini kapsar.

Doku iskeletlerinin ortopedik uygulamalar1 eklem kikirdaginin kaldirildig: yere skafold
malzeme blogunun implante edilmesini igerir. Kikirdak hiicreleri doku iskeleti iginde
olgunluga eristigi zaman kikirdak kayan yiizeylerde restore edilir. Doku skafoldlarinin bagka
ortopedik uygulamalari implant kusurlarindan gelen doku enflemasyonu gibi hatalar
nedeniyle kaybedilmis kemigin restorasyonudur. Bu uygulamada cam ve apatit karisimi olan
biyoaktif camdan olusturulmus bir skafold gézenekli bir yapida olusturulur. Osteo-progenitor
gibi kemik olusum hiicreleri daha sonra gozeneklerin igine gomiiliir””. Calismalarm biiyiik bir

kismi, biyolojik olarak parcalanabilen kemik doku yapi iskeleti ve hidrojeller kullanan,
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kikirdak doku miihendisligi tizerine yogunlasmistir’””. Bunlar, kollajen, glikozaminoglikan,
hiyalurunik asit, agros, jelatin ve alginat asitlere dayanan, ¢ok ¢esitli tabii jeller ve
hidrojellerdir®*?. Polilaktik, poliglikolit ve bunlarin kopolimerleri gibi polihidroksiasitler de
¢esitli geometrilerde ti¢ boyutlu yapi iskeletleri olarak kullanilmaktadir® .

Kalp hastaliklarinin tedavisi i¢in Oncii gaye hastalarin kalplerinin zayiflayan alanina
sonradan yerlestirilecek kalp kasimin yamalarini gelistirmek i¢in kabiliyet kazandirmaktir.
Sinirsel problemlerin tedavisi i¢in bir tiipsii skafold ayrilmis sinir liflerinin yeniden
yetismesine kolaylik saglar. Bu diisme veya bagka etkilerden sonra neden oldugu fel¢ i¢in
tedavi saglar.

Doku skafoldlarinin 6nemli bir uygulamasi yiiz ¢ene kafatasi rekonstriiksiyonudur.
Arastirmalar yiliz ve c¢ene ve kafatasi cerrahisinde yillik 3.5 milyar dolar harcandigim
gostermektedir. Su an bu alanda titanyumun biyouyumlulugu ve mekanik dayanimindan
dolay1 titanyum aglari kullanilir. Ancak diinya genelindeki arastirmacilar bu sekildeki
rekonstiiriiksiyonlar i¢in polimerik skafoldlarin kullanimini arastirtyor. Rekonstriiksiyon igin
polimerik skafoldlarin kullanimi dikkate aliniyor ve uygun malzemeler ve diinya genelindeki

aragtirmacilar yontem arastirtyor.

4.3.2 Biyobozunur polimerler ve biyoaktif yiizeyler:
Iskelet malzemesinin sahip olmasi gerektigi onemli &zelliklerden birisi iskelet

malzemesinden gelen bozunan {irlinlerin toksik olmamasidir. Doku iskeletlerinin dnemli bir
uygulamasi ila¢ salinim sistemleridir. Giinlimiizde farkli tipteki malzemeler 6zel uygulamaya
bagli olarak iskelet yapinin imalati i¢in kullaniliyor. Doku iskeleti olarak kullanilan polimerler
belli bash iki grup altinda siniflandirilabilir ki bunlar dogal ve sentetik polimerlerdir.
Polilaktik asit yada policoloik asit ve onlarin tiirevleri, polikaprolakton v.b. malzemeler
sentetik biyobozunur polimerlerin kategorisine girerken, kollajen ve aljinat dogal polimerler
kapsamindadir. Ancak asit ve baz gruplu polimerlerin bozunumu yerel pH degerlerini
degistiren asit ve baz gruplarin salinimini yapar. Yerel pH degerlerindeki degisim iyilesen
dokunun gelecegini etkiler. Buylizden iskelet tekniginin amacini bozar. Bu kisitlamanin ¢aresi
herhangi ters reaksiyona neden olmayan bozunabilir, viicutta emilmeye egilimli biyo¢odziiniir
malzemelerin kullanimidir. Tiim biyobozunur polimerler hasarli doku ya da organ
yenilenirken baslangictaki hiicre ekimi ve bozunma zamani esnasinda minimum mukavemete
sahip olmasi i¢in tasarlanir. Hemen hemen tiim biyobozunur polimerler ana 6gesi su olan

viicut akigkanlarinin varliginda hidroliz bozunmasina maruz kalir.
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Biyobozunur polimerler lif, tanecik ya da kopiik gibi farkli formlarda islenebilir.
Koptkler iskeletler i¢indeki form olarak en iyi sekilde uygulanirken fiberler (lifler) gozenekli
ve birlestirilmis yiinsii ag yapimi i¢in kullanilir. Arzu edilen gozeneklilikte 3 boyutlu yapi
imalati i¢in kullanilan ¢esitli teknikler var. Bu tekniklerden bazilar1 3 boyutlu yazici,
birlestirilmis model (fused deposition modeling), tanecik filtreleme (particulate leaching),
malzeme dokiimii (solvent casting) gibi teknikleri kapsar.

Skafoldlarin  6nemli gereksinimlerinden biri ekilmis hiicrelere besin iletimini
kolaylastirmak icin gézenek agini birbirine baglanmasidir. Hizli prototipleme teknolojisini
kullanan teknikler (3-D yazic1) gozenekli ve birbirine baglanan belirli bir yap1
iiretebilmektedir. Ancak Bu teknikler mukavemet dayanimi bakimindan yoksun ya da bag
yapict olan toksik organik c¢oziiciiler kullanir ki buda onlarin kullanimii kisitlayan bir
faktordiir. Skafold imalat: i¢in gelistirilen teknikler insan organlarinin pargalarini taklit eden
3- boyutlu karmasik sekillerin dokunmasiyla hizli bir sekilde ilerlemektedir’.

Ayrca destek yapinin iglevine hizmet eden bir skafold doku yetigsmesi/hiicre ¢ogalmasi
ve farklilagsmasi i¢in arzu edilen ¢evrenin belirli miktarina sahip olmast da beklenir. Bu islev
skafoldun yiizeyi biyoaktif yapilarak kazandirilir. Biyoaktivite gostergesinin bir Ornegi
ortopedik protezlerde hidroksiapatiti kaplamasinin kullanimidir.

Biyoaktif yiizeyler insan hiicreleriyle bag yapip karisip birlesmesi igin tasarlanmis
ylizeylerdir. Biyoaktif yiizeylerin en yaygin uygulamasi ortopedi ve dis uygulamalarinda
kullanilan hidroksiapatit kaplamadir. Biyoaktivite 6zel hiicre tipleri i¢in ¢ok az malzeme

tarafindan paylasilmis bir niteliktir.

4.3.3 Skafold malzemeleri:
Skafold olarak denenen pek c¢ok malzeme vardir. Fakat polie-kaprolaktone ve

polilaktikler engok calisilmig malzemeleridir. Ayrica polidimetilakrilamit,
polimetilmetakraklat, poli (laktic asid, glicolic acid) ve poliiirethanlar c¢alisilmistir. Bu
polimerlerin ¢ogu sonradan skafold olarak hizmet goren ylin dokuma olusturmak icin fiber
(lif) olarak kullanilir. Skafoldlarin bagka bir tipide gozeneklerin ortalama caplart 10 um ve
iistiine sahip olduklar yiiksek gozenekli kati v.b. malzemeler gibi kdpiikleri temel alir. Bu
kopitikler biyoaktif camdan insa edilirler ya da kalsiyum hidroksiapatit karigimlar kemik
restorasyonu i¢in tasarlanir. Citosan Ozellikle hidroksiapatit ile karistirilarak skafold

malzemesi olarak ¢alisilmustir’*.
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4.3.4 Doku skafoldlarin uygulamalari:
Skafoldlarin iki temel uygulamasi vardir;

(a) Insan hiicrelerini ilistirmek ve yetistirmek igin skafold kullanarak dokularin
restorasyonu.

(b) Kademeli olarak parcalara ayrilan, bozulan skafoldlardan gelen farmasotik
bilesimlerin yavas salinimina dayanan tedavi olan tiimor gibiler i¢in kontrollii ve yerel

ilag salinimi

4.3.5 Skafold icinde hiicre yetismesinin ilerletilmesi:
Hiicrelerin hem fiberlere hemde skafoldun gézeneklerine hizli ve etkili yapigsmasi kritik

temel ozelligidir. Gozenekli polilaktik asit skafoldlu amino asit ve peptid kaph yiizeylerin in
vitro deneyleri sirasinda kemik hiicrelerinin daha hizli gelismesine neden oldugu
gdzlemlenmistir’®. Hiicre bitytimesi insan deri fibroblastlar1 i¢in 160 pm genisligi olan yerde
gdzenek genisliginin fiziksel karakteristikleri tarafindan etkilenir’’ ve kemik dokusu icin 100

um hiicre bityiimesi i¢in daha uygun diistiniiliir’®.
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5.0ZEL AMAC
Yara iyilesmesi ya da kemik graftleri defeklerin tedavi siirecinde dnemli noktalardan bir

tanesidir. Kemik i¢indeki implantlarin ya da defeklerin durumunda bu iyilesme siireci kemik
icinde ve ¢evresinde yeni kemik olusumunu igerir. Mekanik kuvvetler kemik dokunun
yeniden bicimlenmesi etkiler ve kemik alternatifleri kemik etrafindaki mekanik durumu
degistirir. Bu mekanik etki kemik doku igine yerlestirilen alternatif yontemlerin basarisini
belirler. Bu nedenle mekanik kuvvetlerin nasil kemik olusumunu etkiledigini incelemek
sarttir. Ozellikle farkli mekanik yiikleme kosullarmin osseointegrasyonu nasil etkiledigini test
etmek yararlh olacaktir.

Pek ¢ok calisma bu baslik ile ilgili yiiriitiilmiistiir. In vivo ortaminda yapilan hayvan
deneylerinde kemigin devirli yiiklenmesi kemik olusumunu arttiracagini ve dinamik
yiklenme kosullarinin statikten daha ¢ok olusuma yol agtig1 gosterilmistir. Kirik ¢evresindeki
kallus olusumu kiriktaki hareketle etkilendigi gosterilmistir. In vitro da osteoblastlar
tarafindan yapilan matris biresimi fizyolojik olarak karsilagilan azami gerinim diizeylerinde
arttig1r gosterilmistir. Ayrica fizyolojik diizey otesindeki mekanik uyarim altinda matris
biresimi azalirken hiicre ¢ogalmasi artis gosterir.

Osteoblastlarin  farkli mekanik uyarimlara verdigi yanitin tam olarak belirlemenin
zorluklar1 vardir. Tiim diinyada devam eden genis cesitlilikteki arastirmalardan dolay1r bu
oncelikli bir konudur. Bilim adamlar1 farkli yiikleme kosullari, substratlar ve hiicre hatlari ile
caligmalarini yiiritmektedir. Bu c¢aligmalar 3 boyutlu skafold iginde hiicre davranislari,
arastirilan alternatiflerin basarisi ve etkileri ile ilgili baz1 sorulara cevap bulmaya baslamistir.
Fakat farkli tekrarli yiikleme kosullar1 ya da kemik skafold etkilesiminde olusabilecek
nispeten diisiik gerinim diizeyleri ve osseointegrasyon ile ilgili konular halen ¢éziimlenmeyi
bekliyor. Fizyolojik ve daha iist sinirlardaki diizeyler artan matris biresiminin yanitini
tetiklerken normal fizyolojik diizey (yaklasik 500 micro-strain), siire¢ ve tekrarlama
degerlerinin iistiinde kemikteki gerinim kosullarinin hiicre ¢ogalmasinin fizyolojik yanitim
tetikledigine inanilir. Kemik konusunda doku miihendisliginin amaci daha islevsel hiicre-
malzeme yap1 elde etmektir. Bunu basarabilmek icin 3 boyutlu yap1 iskeletlerinde iglevsel
matris gelisimini ve Oncii hiicrelerin farklilasmasini optimize etmek gereklidir. Mekanik
kuvvetlerinde kemik uyumunda 6nemli bir etken oldugu bilinmektedir.

Bu nedenlerden o6tiirli bu ¢caligsma yapilirken siralanan amaglara ulasilmak istenmistir:

1. Hiicre kiiltiir uyarim aygitinin farkli bir ¢esidini gelistirmek.

2. Hiicre kiiltiirlerinde uyarim yaparak ¢ogalmayi tetiklemek.

3. Mekanik uyarimin hiicre sayisi, morfolojisi bakimindan etkisi incelemek.
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4. Mekanik uyarmmin sonucu uyarim yapilanlarin alkalin fosfataz ve nitrik oksid

diizeylerini 6lgmek ve kontrol gruplari ile kargilastirmak.

5. Mekanik uyarimin biyomalzeme iizerinde olusturdugu gerilme ve uzama

dogrultusuna hiicrelerin hizalanmasini incelemek.

Tekrarli mekanik yiiklenmelerin 3 boyutlu yapr iskeleti iginde daha az mekanik
yliklenmeye maruz kalan hiicrelerden daha fazla hiicre ¢ogalmasina ve matris biresiminin
baslamasini gecikmesine neden olacaktir.

Bu deneyin osteojenik hiicreler i¢in var olan temel bilgilere katki saglamasi
beklenmektedir. Sonugta bu ¢aligma aragtirmacilara in vivo da yeni yapi iskeleti hakkinda da
bir fikir saglayacaktir. Bu bilgi yap1 iskeletlerinde oldugu kadar osteoporosis ya da kemik
yaralanmalar1 gibi kemik rahatsizliklar1 tedavisinde yararli olabilir. Belki de bu implant

tasarimlarinda degisimlere, yapi iskelet kullanimina 6ncii olabilir.
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6.YONTEM:
Bu calisma Dokuz Eyliil Universitesi Biyomekanik A.B.D. , Hematoloji A.B.D.

Ortopedi ve Travmatoloji A.D. ve Bilgisayar Miihendisligi bdliimleriyle isbirligi ile

yuriitiilmustiir. Aragtirma ileriye yonelik planlanmistir.

6.1 Deney Duzenegi
Mekanik uyarim aygiti bir hiicre kiiltiir calismasindan esinlenerek tasarlandr®® ve 6’l

petri kaplarinda mekanik olarak etki edebilecek sekilde imal edildi. Her petri kabinin
kuyucugunda 2 mm ¢apinda birbirinden 17 mm uzaklikta paslanmaz celik iki adet ignenin bir
tarafi sabitken diger tarafi hareket etmektedir. Igneler 5 mm genisliginde ¢ubuklardan asag
dogru sarkmaktadir. Hareketli ¢ubuklar bir setkur vidasi ile dogrusal hareket mekanizmasina
tutturulmustur. Dogrusal hareket mekanizmasi olan kramayer disliyi bir adim motoru,
motoruda siiriicii bir kart kontrol edecek sekilde tasarlandi(Sekil 11). Siiriicti karttan frekans,

gerilme uzamasi ve zaman parametreleri kontrol edilebilir.

Sekil 11. Deney aygitinin iistten goriiniisii

Yapr iskeletinin takilacagi igne uclar1 hiicre kiiltlir ortamu ile temasta olacagindan igne

uclar1 paslanmaz c¢elikten imal edilmistir. Cubuklar ve set kur vidalari ise temasa yakin
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bolgeler oldugundan kromla kaplanmigtir. Aygit tablasi ise aliiminyum levhadir. Hareket
iletim mekanizmasi piring malzeme tizerine eloksal kaplama uygulanmustir.

Aygitin koruyucu kapagi ise seffaf fiberglastan imal edilmistir. Koruyucu kapak imal
edilirken kenarlarinda hava dolasimini saglayacak kiiciik bosluklarin olmasma dikkat
edilmistir.

Hiicre kiiltiir kabinin levha tizerinde yeri belirlenerek kabin sabit durmasi icin 3 koseye
L seklinde plastikler monte edilmistir. Hiicre kiiltiir kab1 bu plastiklerle siki gegcme olacak
sekilde yerlestirilmektedir. Diger bir kdsesine de daha saglamlastirmak icin sikistirma gorevi

goren kiska¢ konulmustur.

6.2 Mastir yerlesimi:
5 mm genislikteki ¢ubuklarin birbirinden uzakligini tam olarak ayarlayabilmek ve yiik

hiicresi tarafindaki ¢cubuklarin dikey ve istenilen mesafede sabitlenmesini saglayabilmek i¢in

mastir parcalar imal edildi(Sekil 12).

Sekil 12. Kullanilan mastir ve setkur vidalari

Sekilde goriilen setkur vidalari hareketli ¢ubuklart dogrusal hareket mekanizmasina
tutturmak icin kullanildi. Sol bastaki mastirlar yiik hiicresinin yanindaki sabit ¢ubuklari st
kismina gelecek sekilde yerlestirilir. Boylece hem ¢ubuklar arasi mesafe ayarlanir hem de
sabit cubugun dikey durmasi saglanir. Ortada goriilen mastirlar ise kalan ¢ubuklarin arasina

yerlestirilerek mesafe ayarlanir.

6.3 Yuk hucresi
Sabit tarafin bir kuyucugunda mekanik uyarim yaparken 6l¢iim alacak sekilde kuvvet

oranlarmi tespit etmek icin Chatillon marka bir yiik hiicresi monte edildi. Yiik hiicresi
dinamik olarak 6l¢iim verilerini elde eder. Kullanilan yiik hiicre kapasitesi 250 gr ve modeli

SLC’dir.. Yiik hiicresi 6l¢limlerini alabilmek i¢in modeli DFS-R-ND-EU olan dijital gosterge
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aygitina baglanir(Sekil 13). Yine bir RS-232 kablosu ile de dijital indikatdr diziistii

bilgisayara baglanir.

Sekil 13. Deneyde kullanilan yiik hiicresi ve dijital gosterge aygiti
Bir arayiiz programi olan NEXGEN yazilimi vasitasiyla istenilen degerler ekranda

goriilebilir ve istenilen parametrelerin grafigi elde edilebilir.

~ Pull fo Limit Testing
Lompress to Rupture Testing

= Compress to Limit Testing

- Torque Testing

Sekil 14. Yiik hiicresi yazilim programi

6.4 Aygit slirticusu

6.4.1 Donanim:
MECI1A adi verilen siiriicii kart1 Bilgisayar Miihendisligi tarafindan imal edildi(Sekil

15). Unitenin arka panelinden ¢ikan bir standart elektrik besleme kablosu bulunmaktadir.
Normal ¢aligma voltaj1 her yerde oldugu gibi 220V ‘dur.

Uriiniin 6n panelinin sol iist kdsesinde Motor Control Unit yazis1 bulunmaktadir. Bu
iinite Motor Kontrolu i¢in gerekli olan iki donanim iinitesinden ilkidir. Bu {inite diginda ayrica
bir de Motor iinitesinin kendisi bulunmaktadir. On panelde ayrica iki giris daha

bulunmaktadir. Bunlardan sol tarafta LAN ( Local Area Network ) olarak isimlendirilmistir.
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Bu porta (prize) yerel alan ag ara kablosu takilmaktadir. RJ 45 standard: kullanilmistir. ikinci
giris ise Motor {Unitesinin baglanacagi porttur. Herhangi bir yanlis baglanti siiphesi

yaratmamak i¢in pasolu bir konnektor tipi kullanilmistir.

Sekil 15. Aygitin motor siirticii donanimi

MECIA’ y1 Motor Kontrolu yapmak i¢in kullanilacak bilgisayara irtibatlandirilir.
Deneyler esnasinda kullanilan bilgisayar portatif olmasi acisindan diziistii bilgisayar
kullanilmistir. Daha sonra direkt olarak bir ara kablo ile bilgisyara baglant1 yapilir. Baglanti
icin MECIA’nin 6n panelinde bulunan LAN tanimli, RJ 45 prizi olarak adlandirilan girisi
kullanilir. Motor baglantist icin LAN portu yanindaki MOTOR girisi kullanilir.

6.4.2 Yazihim :
Yazilim motoru kontrol etmek istedigimiz bilgisayara yiiklenir. Gerekli ayarlamalar

yapilir.

KARISTIRICI PROGRAMINA HOSGELDINIZ

KARISTIRICI Pozisyonlama

Aci:[30 ° == "
HZ: [T gk +| - | [0
SURE: |200 en l‘_“ Sola | Saga |

Baslat | Durdur | T |

Sekil 16. Siiriicii kart1 yazilim programi
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Ana Meniide iki ayr1 kare bulunmaktadir. Bunlar farkli islevlere sahiptir. Soldaki
“Karistirict” baglikli pencerede ii¢ ayr1 secenek bulunmaktadir. Birinci segenek motoru ne
kadar acgiya kadar salimim yapmaya hazirlayacagimz girdiyi icermektedir. Ikinci segenek bu
aciya kadar gidip tekrar sifir baslangi¢c noktasina geri déonecek motorun hizinin devir/dakika
cinsinden girilmesini icermektedir. Ugiincii girdi de ise bu salinimin (motorun bir sag bir sol
yapmasinin) ne kadar siire devam ettirilecegi verilmelidir. Bu siire saniye cinsinden baslayip
saatlere tekabiil edecek miiddet olarak verilebilir. Baslat ve Durdur butonlarinin islevi agiktir.
Ancak motor ¢evrimi baglatilildiktan sonra aci, hiz ve siire degistirilebilir. A¢t degistirildigi
zaman motor bir 6nceki sifir konumundan basladig1 noktay1 baz alarak agiy1 yeniden sifirdan
hesaplayacak ve herhangi bir a¢1 kaymasina sebebiyet vermeyecek sekilde ayarlanmustir.
Sagdaki alt pencere ise motora erisemeyeceginiz montaj durumlarinda motora bagl aksami
manuel olarak belli bir aciya getirebilmek i¢in elektronik olarak adim adim saga veya sola
dogru c¢evirme hareketini saglamak i¢in hazirlanmistir. Bu adim adim ag1 ayarlanmasinin

hizini elle girerek ayarlanabilinir.

6.5 Kalibrasyon :
Aygitin iiretimi bittikten sonra iki sekilde aygitin kalibrasyonu yapildi. Ilki bir

komparator vasitasiyla kalibrasyon yapilmasiydi. Aygitin sag ve sol yanina titresimi 6nlemesi
amaciyla agir metal tablalar yerlestirildi. Metal tablanin birine komparatoriin manyetik standi
oturtuldu. Komparatoriin 6l¢lim ucu kramayerin ucuna dayandirildi(Sekil 17). Yazilima
deneyde girilen veriler aynen girildi. Motor calistirildiktan sonra SONY DCR-TRV270E
model kamera ile ¢ekim yapildi. Kaydedilen goriintiiler QuickTime Player version 6.5.2

yazilimi ile “Slide show” modunda izlendi ve degerler kaydedilmeye ¢alisildi.

Sekil 17. Kalibrasyon igin kullanilan komparatdorlii diizenek

30



Komparatdr dis ibre gostergesi 0’dan 20’ye kadar boliimlendirilmistir. I¢ ibre ise 12
boliimdiir. Azami 6l¢iim degeri 12 mm’dir. i¢ ibrenin her bir gdsterge rakam aralig1 1 mm’ye
denk geliyor. I¢ ibrenin her milimetresi 5’e béliimlendirilmis. Bdylece her ¢izgi aras1 1mm/5
= 0,2 mm’ye denk geliyor. Biiyiik ibrenin her bir turu 0,2 mm’ye denk gelen i¢ ibrenin kii¢iik
bir adimidir. 20 bolmeli biiyiik ibrede rakamlar arasinda 5’e bdliimlendirilmis. Yani Biiyiik
ibre 5X20=100 kiiciik adimdan olusuyor. Oyleyse 0,2 mm/100 = 0,002 mm en kii¢iik adim
birimidir.

Kaydedilen 2 durak arasindaki farki bulmak i¢in bir formiil yardimiyla hesaplama
yapilir. Buna gore ; (Biiyiik ibre en kiiciik birim farki X 0,2) mm + (Kiiciik ibre en kiigiik
birim farki X 0,002) mm . Formiil arasinda + simgesinin sebebi sudur: 1 tur fazla atip
atmadigina emin olmadigimizdan maksimum ve minimum degerlerde hesaplanir.

Bu hesaplamalardan sonra birim mesafe degeri bulunur. Fakat kamera resim kare hiz1
25 goriintli/saniye oldugundan ibrenin gosterdigi degerler okunamamaktadir. Kamera
kapasitesi yeterli gelmemektedir.

Ikinci kalibrasyon yontemi basma/cekme aygitinin aparati non-contact extensiometre ile
kalibrasyon yapmaktir. Aparatin kapasitesi 500 mm/dk’dir. Sabit bir nokta ile hareketli
noktanin yer degistirmesi 60 sn boyunca Olcililmiistiir(Sekill18). Boylece yerdegisimi-zaman
grafigi elde edilmistir(Sekil 19). Grafikten de muntazam bir devirli hareketin mekanizma

tarafindan yapildig1 goriimektedir.

Sekil 18. Ekstensiometre kullanilarak kalibrasyon i¢in kullanilan diizenek
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Sekil 19.1letim mekanizmasinin yerdegistirme-zaman grafigi

Kullanilan numunelerin iki delik aras1 17 mm’dir.%1 gerinim 10.000 pe degerine esittir.
Hareket mekanizmasinin uzama degeri hesaplanarak yapi iskeletinde yaratilan gerinim degeri
hesaplanir. Dolayisiyla 17 mm o zaman %]l uzamast 0.17 mm’ye denk gelmektedir.
Yukaridaki grafikten maksimum yerdegisimi yaklagik 0,15 mm oldugu goriilmektedir. Bu
degerde yaklasik %0.9 yuvarlatilirsa %1 uzamaya denk oldugu goriiliir.

Frekans veya titresim sayis1 gerceklesen devirin 1 saniye i¢inde hangi siklikla, ka¢ defa
tekrarlandiginin dl¢limiidiir, matematiksel ifadeyle periyodun carpmaya gore tersidir. 1 Hz
degerinde bir frekans anlamil saniye iginde 1 tur gergeklesmesidir. Dolayisiyla sadece bir
gidis hareketini 0,5 sn igerisinde yapmalidir. Gidis hareketi 2° verildigi i¢in belirtilen hareket
istenilen frekans degerine ulasilmak isteniyorsa belirtilen saniye icerisinde olugmalidir.
MECI1A ipyaziliminin hic degeri 1’den kiiciik rakam girilemez. Bu degeri 0,5 hz degeri icin
hesaplarsak X=0,33 d/dk degeri MEC1A programina girmek gereklidir. Bir hesaplama
yaparak MEC1A programina 1 d/dk degeri girilirse ka¢ Hz degerinde calisildigi bulunabilir.
2° X=
360° 60 sn’de tamamlaniyorsa
Buradan X = 0.33sn yani bir turu 0.666666 sn’de tamamlanir. Bu da 1/0.66666 = 1.5 Hz

anlamina gelmektedir.
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6.6 Aygit Sterilizasyonu:
Aygitin sokiilebilen ¢ubuklari, setkur vidalar1 ve mastir pargalariyla birlikte bu pargalari

takmaya yarayan allen, vida, somunlar ve skafoldlar1 yerlestirirken kullanilan pensler otoklav
ile steril edildi. Aygitin motoru ve iist koruyucu kapagi ile birlikte tiimii etilen oksit gaz
sterilizasyon ile steril edildi. Yiik hiicresi ve kablosu laminar flowa ve inkiibatére sokulmadan

once deney baslangicinda alkol ile silindi.

6.7 Kemik Doku Yapi iskeletinin Kimyasal Hazirlanis::
flk olarak PLLA (Purac biochem bv Gorinchem, Purasorb Poly-L-Lactide, molekiil

agirligr 800000, Hollanda) kloroformda ¢6ziildii ve %4 PLLA igeren ¢6zelti hazirlandi. Hazir
olarak temin edilen gelfix kollajen (Gelfix® collagen, EURORESEARCH s.r.l., italya) bu
soliisyona daldirilarak kollajen liflerinin 1slanmas1 saglandi. Sollisyonun fazlas1 kollajenden
ayrildiktan sonra PLLA'li kollajen saf alkol (etanol) i¢ine daldirildi. Belirli araliklarla alkol
degistirilerek PLLA'nin kollajen lifleri {izerine ¢cokmesi saglandi. Daha sonra etiivde 50 °C’de

vakum altinda kurutuldu(Sekil 20).

Sekil 20. Yap1 iskeleti Sekil 21. Skafoldlar1 i¢in kullanilan mastir

Hazirlanan yap1 iskeletleri mekanik uyarimda kullanilmasi i¢in bistiiri ile 25X5 mm
boyutlarinda kesildi. Kesme islemi sirasinda bir mastir kullanildi. Kullanilan mastirin
deliklerin merkezleri arasindaki uzaklik 17 mm’dir(Sekil 21).

Hazirlanan PLLA’li kollajen yap:r iskeletleri hiicre ekimi yapilmadan Once taramali
elektron mikroskobunda (SEM, JEOL JSM-6060) hem yiizeysel olarak hem de kesitsel olarak
incelendi. Numuneler 6l¢iim yapilmadan once argon gazi ve elektrik alan igeren ¢ember
igerisinde (Polaran SC7620) vakum altinda ince bir altin tabakasiyla kaplandi. Yiizeysel ve
kesitsel olarak incelenen yap1 iskeletinin porozitesi, gozenek boyutlart o6l¢iildii. Yapi
iskeletleri hiicre ekimi yapilmadan 6nce kontamine riskine kars1 etilen-oksit gaz sterilizasyon

ile steril edildi.
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6.8 In Vitro Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasa:

6.8.1 Kullanilan reaktif ve malzemeler:

1. MesenCult Basal medium for human Mesenchymal Stem Cells (StemCell Technologies
Inc, 05401).

2. Osteogenic stimulatory supplements, human (StemCell Technologies Inc, 05405).

3. Foetal calf serum (FCS), (Biolagical Industries, 04—001-1B).

4. Pen-Strep Solution; 10000 U/ml penicilin, 10 mg/ml streptomycin (biological Ind.03—031-
1C).

5. Amphotericin B Solution; 2,5 mg/ml amphotericin B (biological Ind. 03—-029-1C).

6. Dexamethasone, 1 mg (StemCell Technologies Inc, 05407).

7. Ascorbic Acid, 100 mg (StemCell Technologies Inc, 07157).

8. Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich/10771).

9. Steril santrifiyj tiipleri, 50 ml (TPP, 91050).

10. Steril doku kiiltiir tiipleri, 10 ml (Greiner labortechnik, 164160).

11. 6-Well plate (Greiner labortechnik, 657160).

12. 35 mm x 10 mm Cell Culture Dish (Corning incorporated, 430165).

13. Trypan-blue, C34H24N¢O14S4Nas, MW 960,8 Sigma/T 0776.

6.8.2 Hazirlanan Soliisyonlar:
1. Fosfat-tampon soliisyonu (Phosphate-buffered solution, PBS): 137 mM NaCl (8.0 g),

2.7 mM KCI (0.2 g), 10mM Fosfat (0.92 g Na,HPO4 ve 0.24 g K,HPOy) karistirilarak pH;
7.2—7.4’e ayarlanmistir.

2. Trypan-blue hiicre viabilite soliisyonu: % 0,4’liik trypan-blue soliisyonu hazirlandi. 3 ml
trypan-blue soliisyonu ile 19 ml PBS karistirildi ve 0.22 pl steril filtreden siiziilerek
kullanima hazir duruma getirildi (ref. BJC Health System).

3. Osteojenik uyarici ilaveli MesenCult Basal Medium: Steril 50 ml’lik dibi konik tiipe
42.5 ml MesenCult Basal Medium konuldu. Sirasiyla 7.5 ml Osteogenic supplement, 5 pl
Dexamethasone ve 250 ul Ascorbic acid eklenerek tam ortam hazirlandi. Tam ortama

500’er pl amfoterisin-B ve penisilin-streptomisin soliisyonu ilave edildi.

Dokuz Eyliil Universitesi, Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim dali béliimiinde herhangi
bir sebepten dolay1 ameliyati 6nerilen hastalarin aksiyel iskeletinden (sternum, vertebra ya da
pelvis) 20 ml kemik iligi aspirati steril kosullarda 1 ml heparin i¢eren enjektore alinmistir.

Kemik iligi aspirat1 steril kosullarda (laminal flow’da) %2 FCS igeren PBS karisimu ile diliie
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edildi. Diliie edilen kemik iligi aspirati, 12 ml’lik dibi konik dort ayri tiipte, her 5 ml’si oda
sicakliginda bekletildikten sonra 5 ml Ficoll-paque iizerinde dikkatlice tabakalandirildi.
Tabakalandirma isleminden sonra 1650 rpm’de yirmi dakika santrifiij edildi. Interfaz
tabakasinda yer alan hiicreler steril pastdr pipeti ile alindi ve dibi konik polipropilen tiipe
transfer edildi. 10 ml %2 FCS iceren PBS karisimi eklenerek, oda sicakliginda 1200 rpm’de
bes dakika santrifiij edilerek siipernatanti atilarak yikama islemi yapildi. Dipte kalan
mononiiklear hiicreler 5 ml %2 FBS iceren PBS karisiminda diliie edildi. 5 ml’lik
mononiiklear hiicre siispansiyonuna 100ul RosetteSep Human Mesenchymal Stem Cell
Enrichment Coctail eklenip 50 ml’lik tlipte yirmi dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda 12 m1’lik dibi konik tiipte 5 m1’lik hiicre siispansiyonu 5 ml Ficoll-paque
iizerinde dikkatlice tabakalandirildi ve 1650 rpm’de yirmi dakika santrifiij edildi. Interfaz
tabakasinda yer alan hiicreler steril pastor pipeti ile toplandi ve dibi konik polipropilen tiipe
transfer edildi. Ficoll-paque altinda hiicreler ise bir bagka tiipe transfer edilerek ve her bir tiip
iizeri yazilarak isaretlendi. Tiplere 10’ar ml %2 FCS iceren PBS karisimi eklenerek 1200
rpm’de bes dakika santrifiij edilerek yikama islemi iki defa yapildi. Dipte kalan monontiklear
hiicreler, 1.5 ml Osteojenik uyarici ilaveli MesenCult Basal ortamda resiispanse edildi. Hiicre
siispansiyonlarmdan 0.5’er ml’lik iki 6rnek alindi. Orneklerden biri hiicre saymmu igin (Coulter
STKS, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hematoloji Anabilim dali) kullanildi. Diger
hiicre siispansiyonu tyrpan mavisi ile boyanarak hiicre viabilitesi kontrol edildi ve viabilitenin
%96’nin lizerinde oldugu saptandi. RosetteSep uygulama sonrasi interfazdaki hiicrelerin
sayis1 ~12x10° hiicre/ml bulundu. RosetteSep uygulama sonrasi Ficoll-Paque altinda kalan
hiicrelerin sayist ise ~20x10° hiicre/ml olarak belirlendi. Kontrol grubu ve mekanik uyarim
yapilacak grup i¢in iki adet 6’11 petri kaplarina RosetteSep ayrimi yapilan hiicre
siispansiyonundan 60’ar pl (~2x10° hiicre/ml) ilave edildi. Uzerine 4 ml Osteojenik uyaricil
MesenCult Basal ortam eklendi. %5 CO, ve nemli ortam iceren inkiibatore kaldirildi.
Hiicrelerin ortamlarinin degistirilmesi li¢ giinde bir araliklarla yapildi. Hiicreler her ortam
degisikliginde Inverted mikroskop (Nikon, ELWD 0,3 206039, Japonya) ile incelendi ve
onyedinci giin osteoblast kemik hiicrelerinin olustugu gozlemlendi. Olusan osteoblast kemik
hiicrelerin ortamlar1 10 ml’lik pipetler ile 12 ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu. Santrifiij
tiiplerine konulan ortamlar 1200 rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Kuyucuklarin iizerlerine
kapatacak kadar PBS eklenip yikandi. Santriftij edilen tiiplerin ortamlar1 atildi. 2 ml yeni
ortam ile tiiplerin diplerindeki hiicrelere pipetaj yapildi. Daha sonra bunlar 12 ml’lik tiiplere
konuldu. Hiicre kiiltiir kaplarinin tabanlarina yapismis olan hiicreleri kaldirmak i¢in hiicrelerin

tizerlerini ortecek kadar Tripsin/EDTA eklendi. Bir siire hiicrelerin kalkmasi i¢in beklenildi ve
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sonra lizerlerine Tripsin/EDTA’y1 nétralize etmek icin %10 FCS bulunan ortam ilave edildi.
Kaldirllan hiicreler 12 ml’lik santrifiij tliplerine konuldu. Daha sonra santrifiij tiiplerine
konulan ortamlar 1200 rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiiplerdeki
siipernatant atildi. Tiplerin dibinde bulunan hiicrelerin {izerlerine 5 ml toplam osteojenik
uyaran igerici ortam ile ardi ardina pipetleme yapildi. Daha sonra hiicrelerin hepsi tek bir tiipte
toplandi. Elde edilen hiicrelerden 0.5 ml 6rnek alinip hiicre sayist hesaplandi. Hiicre sayisi
~0.6x10° hiicre/ml bulundu. Kontrol grubu ve mekanik uyarim yapilacak grup icin petri
kaplarmin her bir kuyucuguna hazirladigimiz yapi iskeletleri yerlestirildi. Daha sonra 3 ml
ortam eklendi. Hiicre siispansiyonundan 350’ser pl (~2x10° hiicre/ml) ilave edildi. Daha sonra
hiicreler 37 °C’de %5 CO; inkiibatoriine yerlestirildi. Hiicrelerin yap1 iskeletlerine ekiminin
besinci giinii kontrol ve mekanik grubun her bir kuyucugundan Nitrik Oksit (NO) 6l¢limii i¢in
I’er ml ortam alindi. Daha sonra, yedinci gilin baslangi¢ olmak iizere 30 dakika ve 24 saat
boyunca uyarim aygit1 ile mekanik uyarim yapildi. Her mekanik uyarimdan sonra kontrol ve

mekanik grubun her bir kuyucugundan NO 6l¢iimii i¢in 1’er ml ortam alind1.

6.9 Hiicre Kiilturlerinin Aygit ile Mekanik Uyarimi:
IIk deneyde deney aygiti laminar flow icinde montaji yapildi. Bilgisayar ve enerji

baglantilar1 yapildi. Yap1 iskeleti i¢inde olan hiicre kiiltiiriinde aygit levhasindaki yerine
yerlestirildikten sonra pensler vasitasiyla yapi iskeletleri ignelere gecirildi. Motor siiriicii
programi ve yiik hiicresi programi c¢alistirilarak deney laminar flow i¢inde baslatildi. Deney
30 dk. Boyunca laminar flow i¢inde gerceklestirildi(Sekil 22). Bu nedenle yazilima siire
olarak 1800 degeri girildi. Hiz degeri 1 dev/dk a¢1 degeri de 2° olarak girilmistir.

Sekil 22. Deney diizeneginin mikrobiyolojik giivenlik kabin i¢indeki goriintiisii

36



Diger deneyde yine ayni siireglerden geg¢ildi. Fakat deney 24 saat boyunca inkiibator
icinde gerceklestirildi(Sekil 23).

05/10/2006

Sekil 23. Deney diizeneginin inkiibator icindeki goriintiisii

Deney sonrasi biyomalzemelerin SEM goriintiileri ¢ekildi.

37



7.KISITLILIKLAR
Deney kalibrasyonu video kamerayla yapilmistir. Kameranin kapasitesi saniye de 25

gorlintiidiir. Bu kapasite ibre hizindan dolay1 tam okuma saglamamaktadir.

Deneyler yapilirken Hematoloji A.B.D. hiicre kiiltlir laboratuvari baska bir binaya
tasinmistir. Bu da deneylerin siirekliligini kisitlayan bir etkendi.

Bir takim sebeplerden dolayr ALP kitleri alinamamis ve tayini yapilamamistir. Ayrica
NO; tayini i¢in Ornekler alinmistir. Fakat birtakim nedenlerden dolay1 tayin sonuglar1 elde
edilememistir.

Deney sonunda yine imkansizlik nedeniyle numuneler sabitlenememistir.
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8.BULGULAR

Bu c¢alismanin ilk basamagi olan, planlanan hiicre kiiltiir uyarim aygitinin imalat1 2
farkl1 prototip yapildiktan sonra bilgisayar miihendisliginin katkilariyla olduk¢a duyarl
mekanik uyarim yapabilen orijinal spesifik, gelismis yeni bir aygit sistemi yapildi. Elde edilen
sistemin biyomekanik laboratuarinda bulnan basma/gekme aygitinin aparati video
ekstensiometre ile mikron hassasiyetteki kalibrasyonu yapildi.

Calismanin ikinci asamasi hiicre kiiltiirlerinde osteblast hiicre kiiltiir ¢ogalimi
gergeklesti.

Calismada kullanilan yapi iskeleti Ege iiniversitesi kimya miihendisligi boliimiinde
bulunan Prof.Dr. Mesut IYIGUL tarafindan gerceklestirildi. PLLA (Purac biochem bv
Gorinchem, Purasorb Poly-L-Lactide, molekiil agirligt 800000, Hollanda) kloroformda
coziildii ve %4 PLLA iceren ¢ozelti hazirlandi. Hazir olarak temin edilen gelfix kollajen
(Gelfix® collagen, EURORESEARCH s.r.l., Italya) bu soliisyona daldirilarak kollajen
liflerinin 1slanmas1 saglandi. Soliisyonun fazlasi kollajenden ayrildiktan sonra PLLA'li
kollajen saf alkol (etanol) i¢ine daldirildi. Belirli araliklarla alkol degistirilerek PLLA'nin
kollajen lifleri ilizerine ¢Okmesi saglandi. Daha sonra etiivde 50 °C’de vakum altinda
kurutuldu. Elde edilen 25X5 boyutlarindaki yapr iskeleti deney diizenegi i¢in hazirlandi.
Kullanilan yap1 iskeleti SEM ile yapilan analizleri Sekil 24-29°de goriilmektedir.

SEM ile yapilan analizlerde hiicre kiiltiirlerinin kollajen liflerin arasinda osteoblastlarin

yerlesmesine imkan verebilen gézeneklere sahip oldugu gorildii.
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Sekil 24-29 Deney oncesi yapi iskeletlerinin SEM kesit resimleri
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Sekil30-35. Deney sonrasi yapi iskeletlerinin SEM kesit resimleri

Calismanin 3., 4. ve 5. basamaklar1 devam etmektedir.

8.1 Hiicrelerin gerinmesi esnasinda elde edilen kuvvet grafigi
Uyarim uygulanan deneyde ylik hiicresinden asagida goriilen veriler elde edilmistir.

Deney esnasinda kuvvet degerlerinin az bir miktar azaldig1 goriilmektedir(Sekil 36). Sonug
olarak yap1 iskeletleri sivi ortamla birlikte yumusamaktadir. S6zkonusu tablo da yapi
iskeletinin siingerlesmesinden dolay1r zamanla ickuvvet degerinin farklilasti§ini ispat
etmektedir. Bununda rezorbe olabilen in vivo ortamda kullailacak bir malzeme i¢in uygun

yapi iskeletinin yapisina sahip oldugu diistiniilmektedir.
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9. TARTISMA
Kemik hiicreleri kemik hasar1 olusan, kemik defektinin oldugu yerde onarim ve yeni

olusum i¢in bir ara¢ olarak kullanilmak istenmektedir. Bu hedef icin birgok arastirma
yapllmaktadlrz’3 43 Aragtirmalarin bir cesidi de in vitro ortamda kemik hiicrelerine mekanik

1,2,4,5,7-9,11 - P
S0 Mekanik uyarima kemik  tlirevi

uyarim yaparak uyarim etkisini belirlemektir
hiicrelerin tepkisi ¢esitli in vitro ¢aligmalar tarafindan onaylanm1§t1r12’13. Cerrahi onarimda var
olan altin standart yontemi otograftlarin kullanimidir. Otografltlarin cogu kez yeterli olmadigi
durumlarda, allograft veya biyomalzeme kullanilmasi s6zkonusudur. Ancak yapay ve yabanci
bir dokunun halen eksiklikleri vardir. Bunun yani1 sira metal protez ve implantlarin da bir¢cok
sakincalart stirmekte ve bu sorunlarin listesinden gelmek i¢in ¢alismalar yapilmaktadir. Bahsi
gegen tiim Ozelliklerin diizeltilmesi, istenen 6zelliklerde biyomalzeme tiretilip tamir ve onarim
tekniginin bulunabilmesi i¢in 6ncelikle 6zgiil malzeme olarak kemigin genel olarak yapis1 iyi
bilinmelidir.

Tiim ALP aktivitesi osteoblast islevinin giivenilir bir delili olarak tammlamir'>'®. Ayrica
ALP kemik olusan tiimdrlerde osteoblastik aktivite i¢in bir isaretleyici olarak kullanilir.

Doku miihendisliginde yap1 iskeletinin énemi hiicrelerin tutunabilesi ve ¢ogalabilmesi
i¢cin optimizasyon ¢alismalar1 ¢ok ¢esitli olarak yapilmaktadir.

Bizim calismamizda PLLA kaplanmis kollaenli yap1 iskeleti ile osteoblast hiicrelerinin
tutunup iireyebilmesi icin gereken optimum gozenek sayist elde edilmistir. Osteoblast
hiicreleri i¢in elde edilen bu optimizasyon hiicrelerin liremesine ve klinige doniik ¢aligmalara
onemli 151k tutabilmektedir. Gelecekte hastanin kendisinden alinan kok hiicrelerin laboratuar
kosullarinda in vivo ortamda gelistirilerek yeniden hastaya uygulanmasi ve bdylece kemik
defektlerinin giderilmesi miimkiin olabilecektir.

Deney aygiti daha onceki benzer calismalardan esinlenerek imal edilmistir. Iletim
mekanizmasinin kramayer olmasindan dolay1 hassaslhi§in azalmis olacagi diisiiniilmektedir.
Fakat aygitin gelistirilmesinde ve dogrulugu saglamasi agisindan kullanilan kalibrasyon
sonuglart mikron hassasiyetle aygitin ¢alistigin1 gostermektedir. Literatiirde de deneyimizde
kullanilan krameyer digli sistemlerin hiicre kiiltiir aygitlarinda kullanildigi goriilmektedir.
Ayrica sistemin kullanilmasinda degisik sorunlar ile karsilasilmistir. Ornegin iletim
mekanizmasi aygitin i¢cinde dogrudan tesir etmektedir. Ancak aygitin sterilizasyon edilme
sartindan dolay1 yagl iletim mekanizmasi sorun olusturmustur.

Baz1 doku miihendisliginde yapi iskeletinin resorbe olmasi istenirken (osteoblastlarin)
bazilarinda ise kalic1 ve dayanikli bir yap1 iskeleti gerekmektedir. Yap1 iskeleti gerekiyorsa

biyobozunur olmasi bir segenek olabilir. Ancak hiicrelerin {iremesi i¢in belli bir siire
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bozulmadan belli bir mekanik yapida kalmasi gerekebilir. Bizim c¢alismamizda PLLA
kaplanmis kollajen yap1 iskeletinin arzu edildigi gibi mekanik acidan daha stabil, daha
sonradan bozunabilme imkanina sahip olmasi agisindan iyi bir sonug¢ elde edilmistir. Ancak
yapt iskeletlerinin baz1 dezavantajlarida mevcuttur. Doku iskeleti sivi hiicre ortaminda
stingerimsi bir yap1 almaktadir. Bunedenle dogrudan hiicrelere mekanik uyarim uygulamasi
gii¢ olmustur. Deney esnasinda birgcok yapi iskeletinin gerdirilen kenar1 kopmustur. Ayrica
yine bu yapisindan dolay1 belirli zaman araliklarinda deney yapmak miimkiin olmamustir.
Ciinkli skafold deliklerini igne uclara ikinci kez gecirmek giic olmustur. Ayrica zaman
almigtir. Hem steril kosullar1 saglamak hem de yap1 iskeletlerine zarar vermemek icin deney
stirekliligi mecbur kilmugtir.

Doku iskeletlerinin uyumu, malzemelerin kullanim 6zellikleri i¢in pek ¢ok yeni konuyu
tetikler. Oysa geleneksel implant malzemesi viicut iginde olabildigince tesirsiz kalmalidir.
Iskelet malzemesi viicudun metabolik siirecine tepki vermeli ve insan hiicresine egilim
gostermelidir. Iskelet malzemesinin nasil cabuk bozunmas1 gerektigi, insan hiicreleri iskelete
yapisacak m1 ve yasayabilir kalacak mi, servis performansinda bozunmanin etkisi nedir,
iskelet malzemesinin kolay kirilganliginda biiyiik artis var mi, bozunan triinler viicuda zararh
mi, bozunan {riinlerin salinim orani tehlikeli seviyeye gelmeden Once miimkiin olan
maksimum implant genisligi nedir, gibi sorular heniiz tamamen arastirmacilar tarafindan
cevaplandirilmamigsken gelecek arastirmacilar tarafindan ¢oéziimlenmesi gereken sorular
olarak kalmaktadir. Yapi iskeletlerinin bir¢ok iiretme yontemi vardir. Bu tekniklerin her biri
farkli tasarimli skafold iiretme kabiliyetine sahip olmalarina ragmen ulasilmak istenen
ozelliklerinden yoksundur.

Yap1 iskeletinin gelistirilmesi hiicre kiiltiirleri 6zelliklerinin anlagilmast mekanik
uyarilarin optimizasyonu daha iyi kemik hiicresinin optimal iiretilmesi insanoglunun biyonik
yapisinin gelecekte olusmasi i¢in adim olabilir. Insan hiicreleri ile devam eden ¢alismalar
ileride bir¢ok soruya 1s1k tutacaktir.

Gliniimiizde optimal yap1 iskeletinin olugsmamasindaki sorunlar malzemenin mekanik
dayaniklilig1, ¢oziinebilirliginin kontrol edilebilmesindeki sikintilar, toksik 6zellik igermemesi
gibi ozellikler asildig1 oranda iistesinden gelinebilecek ve gelisebilecektir.

Osteoblast hiicrelerinin mekanik uyarimlarla iretilmesi ortopedik bir¢ok sorunun

¢oziilmesine 151k tutacaktir.
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