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Giris

Organ ve dokularin hastalara nakledilmek (izere laboratuvar kosullarinda
olusturulmasiyla ugrasan bir bilim dah olan doku mihendisligi, canli hiicreler
ve biyouyumlu ve biyobozunur polimerik doku desteklerinden canl doku ve
organlarin tasarim ve yapimini konu alan bir muhendislik dahdir. Doku
muhendisligi yontemi genel olarak hicre tutunmasi ve iglevselligini koruyup
destekleyen bir doku destegi, hedef dokuya uygun olarak segilen zengin bir
hicre kaynagi, ve bu hicrelerin davranigini kontrol eden buyime faktorlerini
icermektedir. Laboratuar ortaminda canli, fonksiyonel ¢ boyutlu kemik
olusturulmasini hedef alan kemik doku muhendisliginde dnemli nokta, dogal
kemigin yapisini ve rejenerasyon surecini iyi bir sekilde taklit edebilmek ve g
boyutlu tasiyici tGzerinde yeterli miktarda mineralize doku elde edebilmektir.

Kemigin Yapisi ve Rejenerasyon Siireci

Kemik dokusu kompleks, organize ve mineralize bir bag dokusudur.
Kemigin kolajen temelli yapilardan, hidroksiapatit kristallerinden ve olgun ve
olgun olmayan kemik hicrelerinden (osteoblastlar, osteositler ve
osteoklastlar) olugan yiksek yapisal hiyerargisi vardir. Kortikal ve trabekiler
kemik bu bilesenlerin degdisik sekilde yapilanmasiyla olusmaktadwz.

Yasla birlikte potansiyeli azalmakla birlikte kemik igerigindeki
osteoklastlarin yikici ve osteoblastlarin yapici aktivitesiyle slrekli olarak
yeniden sekillenen bir dokudur. Bununla birlikte bir kirik ve hasar durumunda
ic asamal bir iyilesme sireciyle kemik kendini tamir edebilmektedir. ilk
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asamada olusan hematom icerisinde sentezlenen blyime faktorleri
osteoprogenitér hiicrelerin defekt bdlgesine go¢ etmesini ve kondroblastlar ile
osteoblastlara farklilagsmalarini saglayarak kemik rejenerasyon surecini regile
etmektedir®. Bu ilk enflamasyon sirecinde oldugu gibi takip eden onarim ve
sekillenme sireclerinde de dondstirtci bliylime faktori-beta (TGF-B) ailesi
biyime faktorleri (6zellikle kemik morfojenetik proteinleri, BMPler), insilin
biyime faktéri (IGF), fibroblast buyume faktéri (FGF), trombosit biyime
faktori (PDGF), epidermal blyume faktorii (EGF) ve vaskiler endotelial
biyime faktéri (VEGF) zaman ve konsantrasyona bagh bir sekilde
sentezlenerek sireclerin c¢esitli farkli basamaklarini kontrol etmektedir*®.
Genellikle kiridi takip eden Ugtincu haftada kirik bdlgesinde bir kdpri gorevi
géren yumusak kallus olusmakta ve daha sonra yeniden sekillenme sireciyle
bu yapi dnce lamellar kemik ve daha sonra sirasiyla trabekiler kemik ve
kompakt kemik ile yer degistirerek orijinal yapi ve glcte kemik
olusturmaktadir’.

Kemik Rejenerasyonunda Klinik Uygulamalar

Kemik, spontan iyilesme ve skar dokusu olusturmadan rejenere olabilme
yetenegine sahip bir doku olsa da bu rejenerasyon her zaman tam olarak
gerceklesememektedir. Blylk defekler ve ¢ok pargali kiriklarda kemigin
rejenerasyon kapasitesi yetersiz kalabilmektedir®. Bunun gibi kaynamadan
kalacak olan vakalarda kemik defekterinin gesitli malzemeler ile doldurulmasi
kemigin iyilesmesinin tetiklenmesi ve bu suregte yapisal ve mekanik destek
saglanabilmesi agisindan blylk 6nem tasimaktadir. Ginimizde kemik
trasplantasyonlari tim diger organ transplanasyonlarindan bes kat daha fazla
bir oranda yapllmaktad|r9. Bu nedenle ideal bir kemik dolgu malzemesi veya
fonksiyonel yapay kemik olusturulmasi ginimizin ©6nemli arastirma
konularindan bir tanesidir.

ideal kemik dolgu malzemesi kemigin defekt icine blyimesine olanak
saglayacak osteokonduktif bir matris, osteogenezisin gergeklesmesi igin canli
ostejenik hicreler ve hicreleri uyaracak osteoindiktif ajanlar icermelidir.
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Ozellikle uygulanan greftte osteojenik hiicrelerin bulunmasi, cerrahi sonrasi
yumusak kallus olusumu 6ncelikle greftenen hicreler ile saglanabildigi icin
oldukca buyuk 6neme sahiptirg. Klinikte kullaniimakta olan cesitli dodal ve
sentetik greftler icerisinde ostejenik hicreleri iceren tek alternatif hastanin
kendisinden alinan otojen greftlerdir ve altin standart olarak kullaniimaktadir.
Ancak otojen greftlerin temininde dondr saha morbiditesi ve kisith kaynak gibi
cesitli problemler kullanimi sinirlandirmaktadir*®*.
icerisinde arastirmalar allogreftler, ksenogreftler, demineralize kemik matrisi,
kadavra kemigi gibi diger dogal greftleme yontemleri konularina
yogunlagmlgtlrlz. Ancak bu alternatiflerin higbirinde osteojenik htcreler
bulunmamaktadir ve bununla birlikte yodun sterilizasyon gerektirdiklerinden
genellikle osteoindktif 6zelliklerinin de kaybolmasiyla birlikte yalnizca yapisal
destek saglama amacini giitmektedirler™™.

Dogal greftlerin kullanimindaki sinirlamalar nedeniyle cgesitli alternatifler
Uzerinde durulmus ve malzeme bilimindeki gelismeler ile de paralel olarak
polimerik, seramik ve metalik yapida sentetik greftlerin kullanimi klinikte
oldukga yogun uygulama alani  bulmustur'®.  Ozellikle polimerik
biyomalzemeler sentetik kemik dolgulari olarak siklikla kullaniimigtir. ilk
jenerasyon polimerik biyomalzemeler 1980’li yillardan itibaren inert olmalari
ve vicutta yalnizca yapisal destek saglamalari amagclariyla gelistiriimis ve
kullaniimaya baslanmistir'’. Bu donemde silikon, polietilen (PE), akrilik
resinler, poliuretanlar (PU), polipropilen (PP) ve polimetiimetakrilat (PMMA)
gibi malzemeler kullanim alani bulmustur’®*®. Ancak inert olan ve viicutla
etkilesime girmeyen bu ilk jenerasyon biyomalzemelerin yabanci cisim
reaksiyonu gelistirmesi gibi gesitli sikintilara neden olmasi ve ayni zamanda
biyouyumlu/biyobozunur polimerik malzemelerin de gelisimi ile 2000’
yillardan itibaren ikinci jenerasyon biyoaktif biyomalzemeler kullaniimaya
baslanmistir. Bu dénemde polilaktik asit (PLA)?, poliglikolik asit (PGA)** ve
kopolimerleri (PLGA)?, polikaprolakton (PCL)?®, polihidroksietiimetakrilat
(PHEMA)** gibi sentetik biyomalzemelerin yanisira kollajen®®, hiyaluronik
asit®, ipek27, aninatZB, nisasta®®, kitosan®® ve poIihidroksialkanoatlar31 gibi

Bu nedenle zaman
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dogal biyomalzemeler de basta ortopedik olmak gesitli uygulamalar igin
siklikla kullaniimigtir. Yeni gelismekte olan bir alan olan Uglncl jenerasyon
biyomalzemeler ise molekiler seviyede diuzenlenerek ve canli hucreler ile
birlikte kullanilarak fonksiyonel yapay doku ve organlar gelistiriimesini
amaglamaktadwsz, Doku muhendisligi alani bu biyomalzemelerin gelisimi ile
ortaya ¢ikmis bir alan olup ginimuzde Ozellikle deri ve kikirdak gibi dokular
icin klinige gegen basarilh Urlnler vermistir. Laboratuvar ortaminda doku
muihendisligi yontemi ile fonksiyonel yapay kemik dokusu olusturulmasi
amaciyla ¢ok sayida arastirma yuratilmektedir.

Kemik Rejenerasyonunda Alternatif Yontem: Doku Miihendisligi

Tum greft materyallerine alternatif olarak doku muhendisligi yontemi
laboratuvar ortaminda, ikincil operasyonlara gerek birakmayan ve immun
reaksiyon gelistirmeyen canli ve fonksiyonel yapay kemik dokusu
gelistiriimesini  amaclamaktadir. Yontemde canli  hucreler, polimerik
biyomalzemeler ve indiiktif ajanlar birarada kullaniimaktadir.

Doku muhendisliginin stratejisi izole edilen hicrelerin in vitro ortamda
cogaltildiktan sonra hedef bdlgenin yapisal ve mekanik 6zelliklerine uygun
olarak hazirlanmig biyobozunur bir tagiyici Uzerine ekilmesi ve bu hicrelerin
¢ogalma ve farklilagsmasini kontrol eden biylime faktorlerinin eklenmesiyle
laboratuvar ortaminda mineralize doku elde edilmesi ve defekt bdlgesine
nakledilmesidir (Sekil 1). implantasyonu takiben dogal kemik gézenekli yapi
icerisine buylylp gelistikce ve hicreler kendi hidcredigi  matrislerini
olusturdukga biyobozunur malzeme bozunarak ortamdan ayrilacak, ve dogal
kemik implant ile yer degistirecektir.

Yontemde, hicre kaynagi olarak primer hicreler veya kok hicreler
kullanilabilmekle birlikte, arastirma uygulamalarinda hicre hatlarn ve
osteosarkom  hicreleri de  kullanilabilmektedir. ~ Bunlar  arasinda
osteoprogenitdr veya mezenkimal kok hulcreler yiksek codalma ve farkhlagsma
yetenekleri nedeniyle siklikla kullaniimaktadir®®®*. Bu hiicreler kemik iligi,
adipoz doku, damar duvari, periferik ve menstrual kan, fetal ve maternal
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plasenta, periodontal ligaman, periost ve trabekiler kemik gibi bircok
kaynaktan izole edilebilmekle birlikte tim bu kaynaklardan izole edilen
hiicreler tam olarak karakterize edilmemigtir. Kemik iligi bu kdk hicrelerin en
yaygin olarak bulundugu ve en ¢ok karakterize edilmis kaynaktir ve uygun
indUktif ajanlar varhiginda yilksek osteoblasta farklilasma oOzelligine sahip
hiicreler buradan kolaylikla izole edilebilmektedir.*

Sekil 1. Doku muhendisligi yaklasimi. (1) Kaynak hicre izolasyonu, (2) Hucrelerin in vitro
gogaltiimasi, (3) Hucrelerin Ug boyutlu tasiyici yapiya ekilmesi, (4) In vitro kiltir ve ¢ boyutlu
yapay dokunun olusturulmasi, (5) Hedef bdlgeye implantasyon.
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Doku miuhendisligi yontemiyle yapay kemik olusturulmasinda hicre
tastyicisi ve doku destegi olarak kullanilacak yapilarin hazirlanmasinda
polimerler, seramikler ve kompozitleri kullaniimaktadir. Kullanilacak olan
malzeme biyouyumlu, biyobozunur bir malzeme olmalidir ve bozunma Urunleri
sitotoksik olmamalidir. Ayrica, dokunun iyilestigi hizla dogru orantili olarak
bozunma gdstermelidir. Mekanik glcl hedef bdlgeye uygun, kemik iyilesme
surecinde yapisal butunligini koruyan, osteokondiktif 6zellikte ve defekt
bdlgesine yapisal ve mekanik olarak tam bir uyum gdsteren malzemeler
kullaniimaldir. Dokunun yapi icerisine gelismesine ve ayrica damarlanma ile
sinirlenmeye izin verecek o6lglide gézenekli olmali ve kemigin dogdal t¢ boyutlu
yapisini taklit edebilmelidir®®®’.
hazirlanmasinda 6zellikle dogal ve sentetik birgok biyobozunur ve biyouyumlu
polimer siklikla uygulama alani bulmaktadir. Kollajen, ipek, aljinat, nisasta,
kitosan, jelatin ve polihidroksialkanoatlar gibi dodal polimerler viicutla biyolojik
ve kimyasal uyumlari nedeniyle siklikla kullaniimaktadir. Ancak hazirlanmalari
ve bulunmalari daha kolay olan ve dusik maliyetle ylksek miktarda
Uretilebilen  sentetik  biyobozunur polimerlerin  de doku destekleri
hazirlanmasinda buydk kullanimi vardir. PLA, PGA, PLGA gibi poli(a-
hidroksiester)ler,  poli(hidroksibitirat-ko-hidroksivalerat)  (PHBV), PCL,
polipropilen fumarat (PPF) ve polietilen glikol (PEG) gibi polimerler
uygulanmaktadir. Literatirde sentetik ve dogal polimerlerden elde edilen
matrisler Gzerinde kemik hicrelerinin cogalma ve farklilagsmasini konu alan bir
cok calisma bulunmaktadir® 3%,

Ug boyutlu doku desteklerinin tasariminda 6nem tasiyan parametreler
arasinda ortalama gozenek boyutu, gbzeneklilik, osteoindiksiyon velya
osteokondiksiyon ile kemik blylimesini indikleme, sekil itibariyle hedef
bdlgeye uyum saglayabilme, biyobozunma ve mekanik &6zellikler sayilabilir.
Kemik doku muhendisliginde hicre tagiyicisi olarak en fazla incelenen yapilar
arasinda kopuk yapisi olmakla birlikte fiber yapidaki Gg¢ boyutlu hiicre
tasiyicilari son vyillarda giderek artan bir énem kazanmistir.***%.Poli(L-laktik
asit) (PLLA), PLGA ve PHBV gibi sentetik polimerlerden uretilen kdpuk

Bu ozelliklere sahip doku desteklerinin
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yapilari osteoblast hiicreleriyle yapay kemik dokusu Uretiminde basarili bir
sekilde kullaniimistir (Sekil 2a, b).** Diger taraftan, insan hiicrelerinin fiber
yapilar Uzerinde tutunma, bluyime ve farklilagsma davraniglarinin ¢ok diizgiin
bir sekilde gerceklestigi gosterilmistir. Kdpuklerde oldugu gibi c¢esitli dogal ve
sentetik polimerler ve bunlarin karisimlari fiber hazirlanmasinda kullaniimistir.
Elektroegirme (electrospinning) (Sekil 2¢) ve 1slak egirme (wet spinning) (Sekil
2d) metotlar fiber yapida U¢ boyutlu hicre tasiyicisi hazirlanmasinda en
yaygin olarak kullanilan yontemlerdir ve bu yontemlerle nano - ve mikro-

bovutta fiberler hazirlanabilmektedir*®“®.

Sekil 2. Kemik doku mihendisliginde kullanilan gesitli (ic boyutlu doku destek yapilari. (a) PLLA gdzenekli, lg
boyutlu képik yapisi, (b) PHBV goézenekli, U¢ boyutlu képik yapisi, (c) PHBV-P(L-D,L)LA elektroedirme
yontemi ile hazirlanmig nanolifler, (d) kitosan islak egirme yéntemi ile hazirlanmis mikrolifler.
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Kopuk ve fiber yapilar gibi geleneksel doku destedi hazirlama yontemleri
ile hazirlanan yapilar genellikle 6nceden belirlenmis homojen bir yapi
olusturamamaktadir. Oysa, doku destek malzemelerinin sekil, yapr ve
mekanik 6zelliklerini kontrol edebilmek hedef doku ile uyumun saglanabilmesi
agisindan blylik 6nem tasimaktadir. Hizli prototipleme (rapid prototyping)
yontemi, hedef bdlgenin bilgisayarda hazirlanan t¢ boyutlu gizimlerinden direk
olarak elle tutulur fiziksel hiucre tasiyicisi elde edilerek bdlgeye yapisal ve
mekanik olarak ideal bir sekilde uyum saglayacak doku destekleri tretebilmesi
nedeniyle giiniimiizde giderek artan bir 6nem tasimaktadir (Sekil 3)*.
Yoéntem, Ug boyutlu yapilarin bir bilgisayar kontrolli cihaz kullanilarak st Uste
biriktirilen malzeme katmanlariyla olusturulmasi esasina dayanmaktadir. Bu
yontemle olusturulan doku desteklerinin gézeneklilik, gézenek boyutu, sertlik
ve gecirgenlik gibi ozellikleri tam olarak kontrol edilebilmektedir. istenilen
yapisal Ozelliklere sahip matris olusturulabilmesiyle birlikte ydntem doku
destedi geometrisinin hlcre davranigi Uzerindeki etkilerinin incelenmesi ve
tasiyici tasariminin optimize edilemesine de olanak saglamaktadir.

(b) (©) (d)

Sekil 3. Hizlh prototipleme ydntemi ile kisiye 6zel doku destekleri olusturuimasi. (a) CT, MRI
taramalarin yapilmasi, (b) Defekt yapisinin belirlenmesi, (c) Defekte tam uyum saglayacak destek
yapinin bilgisayar modelinin gelistirilmesi, (d) hizli prototipleme ydntemiyle hedef bdlgeye tam
uyum saglayacak destek malzemesinin hazirlanmasi.

Doku muhendisligi yonteminde UglUncli 6nemli eleman olan buylime
faktorleri hedefe uygun bir sekilde hazirlanan ve hiicre iceren matrislerin
islevselliginin kontrol edilmesinde dnemli rol oynamaktadir. Buyime faktorleri
in vivo ortamda hidcre davraniglarini reglle eden biyolojik agidan etkin
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molekullerdir ve disaridan kiltir ortamina eklenmelerinin kemik iyilesmesini
arttirdigi, hiicre ¢odalma ve farklilagsmasini kontrol ettigi ve damarlanmayi
tetikledigi gozlemlenmistir. Ancak blyidme faktorleri cok disik derigsimlerde
etkin, bozunmalari ve pargalanmalari gdérece hizli frajil molekillerdir. Bu
nedenle, bir tasima sisteminin iginde bulunmalari korunmalari agisindan
gereklidir. Bayume faktorlerinin tasiyici sistemler icerisine hapsedilmesi ve
kontrolli salimlarinin saglanmasi hem biyoaktif faktord kullanim alaninda
lokalize edecek, hem bozunmadan koruyacak hem de gerekli miktarin sure
icerisinde kontrollU bir sekilde ortama saglanmasini gergeklestirerek kullanilan
toplam miktarin azaltiimasinda etkili olacaktir. Bu amagcla c¢esitli blyime
faktorlerinin  doku destekleri ile birlestiriimesini ve defekt bdlgesinde
lokalizasyonunu amaglayan cesitli calismalar siirdiiriilmistir*® .

Daha 6nce bahsedildigi gibi, dogal kemik gelisim ve kirik iyilesme
sureclerinde BMPler, IGF, FGF ve VEGF gibi faktorler birarada etki
gOstererek silreci regile etmektedir. Bunlar arasinda, BMP molekiillerinin
mezenkimal kok hiicrelerin osteoblastik hiicrelere farklilagsmasini tetikleyerek
kemiklesme sagladigi goésterilmis olup bu molekdl ailesi icindeki en etkili
ajanlarin BMP-2 ve BMP-7 oldugu belirtiimistir ve klinik olarak kullanimlari
FDA onayI|d|r51. Etki mekanizmalari incelendiginde BMP-2 molekulindn kirik
sonrasi birinci gin, BMP-7'nin ise ikinci haftada maksimum seviyede
sentezlendigi goriilmistir’. Bu nedenle, bunlarin dogal sirecte oldugu gibi
zamanlamalarinin taklit edilerek ortama bu araliklarla verilmesinin klasik
uygulamalarda oldugu gibi bir anda verilmelerine gore ¢ok daha etkili olacagi
disunilmustar.

Ancak doku muhendisliginde blUyime faktorlerinin  dogal bulunma
surelerinin taklit edilerek ortama zamana bagh bir sekilde sunulmasi etkin bir
biyomimetik yaklasim olacagi halde literatirde birden fazla biyoaktif
molekuliin ayni destek matrisinden salimini gergeklestirerek ¢ok fonksiyonlu
yapilar elde edilmesi konusunda fazla sayida c¢alisma bulunmamaktadir.
Bulunan az sayidaki galismalarin bir kismi BMP-2 ve TGF-B3’lUn aljinat
hidrojellerden salim®’. BMP-2 ve VEGF'in jelatin mikroparcaciklar igerisine
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hapsedilmesinin ardindan gdzenekli destek matrisi igerisine eklenmesi,>*
BMP-2 ve IGF-1’in iki katmanl ¢apraz bagh jelatin kaplamalardan saliminin®
bu faktorlerin tek bagina salimina kiyasla kemik rejenerasyonundaki pozitif
etkisini gostermigtir. Kemik iyilesmesinde en etkili faktorler olduklari bilinen
BMP-2 ve BMP-7 molekdllerinin dogal bulunma zamanlarinin taklit edilerek
aynli yapidan sirali salimlarinin saglanmasi Uizerine arastirma grubumuz gesitli
calismalar gergeklestirmistir. Bu iki molekulin polielektrolit kompleks
mikrokurelerden,* polimerik nanokapstillerden®” ve bu kapsiillerin kitosan®
ve PCL>® yapilara entegrasyonuyla uU¢ boyutlu yapilardan sirali olarak
saliminin tek veya bir arada salinmalarina oranla in vitro ortamda kemik
olusumunu anlamli bir sekilde arttirdiklari bulunmustur.

Sonug

Fonksiyon gérmeyen veya hasar gérmls doku ve organlarin saglkli doku
ve organlarla degistiriimesi dinya ¢apinda ciddi bir saglik sorunudur. Bunun
icin altin standart olarak kisinin saglikli bolgesinden alinan greftler hasarl
bolgeye nakledilmekte veya Kkisiye yakin bir kisiden transplantasyon
yapilmaktadir. Organ transplantasyonlariyla ilgili kisith kaynak ve doku
uyusmazhgi gibi ciddi sikintilarin olmasi ise arastirmacilari yeni arayislara
itmistir. Doku muhendisligi, nakledilecek organlarin laboratuvar ortaminda
hastanin kendi hicrelerini kullanarak yapay bir sekilde olusturulmasini
amaglayan bir arastirma alanidir ve son 20-30 yilin en dnemli konularindan
biri haline gelmistir. Ancak bu yéntemle canli dokuya tasarim olarak birebir
benzeyen vyapilar olusturuimus olsa da bunlarin nakledildikten sonra
fonksiyonel olmamasi yénindeki sorunlar asilmaya calisiimaktadir.
GUnumuizde doku mihendisligi ydntemiyle bircok doku ve organi Uretebilmek
icin cok ciddi ¢calismalar olsa da klinikte yalnizca deri ve kikirdak uygulamasi
yapilabilmistir. Bunun nedeni bu dokularin fazla fonksiyonellik gerektirmemesi,
diger dokular kadar fazla damarlanma ve sinirlenmeye ihtiyac duymamasidir.
Klinikte kemik greftleri diger tim organ transplantasyonlarinin yaklasik bes
kati fazla bir oranla kullaniimaktadir ve fonksiyonel bir kemik dolgusu veya
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yapay kemik ciddi bir klinik ihtiyactir. Su anda literatirde doku mihendisligi
yontemiyle yapay kemik olusturulmasi yéninde ¢ok sayida ¢alisma olmasina
ragmen henltz fonksiyonel ¢ boyutlu yapilarin olusturulmasi igin gerekli
hiicre organizasyonu ve aktivitelerinin kontroli saglanamadigi igin klinik
uygulamaya gegen bir Urin olmamigtir. Bu sorunu ¢0zmek amaciyla
calismalar hicre davraniglarini tetikleyecek ve kontrol edecek gerekli biyoaktif
ajanlarin salimini saglayabilen multi-fonksiyonel doku destekleri olusturulmasi
Uzerine yogunlagsmistir.
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