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ONSOZ

Bu ¢alismada kemik kirklari ve iyilesmesi glic kemik defektlerinin tedavisinde
kullamilmak tzere ¢ift etkili, iki ayri yapidan olusan bir sistem tasarlanmistir. Kirik
bolgesine hiicresel bir iiriin olan KMP’yi kontrollii olarak salan bir hidrojel sistemi ile
dolgu yaparak dokudaki boslugun doldurulmasi ve bu bdlgenin kemigin biitiinliigiinii
destekleyecek (bir sargi maddesi islevini gérecek) bir polimerik agla ¢evrelenmesinin
kemik tedavisinin zorlagtigi durumlar i¢in faydali bir yaklagim olacag: diistiniilmiistiir.
Bunun i¢in kemik rejenerasyonunun hizlandirimasini saglayacak, kemik morfojenik
proteini igeren, bir salim sistemi ile hasarli bdlgede stabilizasyonu saglayacak bir
biyobozunur polimerik ag yap geligtirilmis ve bu yapilarin deneysel kemik

defektlerinin iyilesmesine etkisi incelenmistir.
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Kemik morfojenetik proteinler (KMP) kemik olusumunu uyaricit Ozellikleri nedeniyle
¢esitli kemik hastaliklar tizerinde klinik arastirmalari yogun bir sekilde siirmekte olan
proteinlerdir. Kemik olusumundaki giiglii etkileri nedeniyle tedavide lokal olarak sadece
hasarli kemik bélgesine uygulanmalan gerekmektedir. Bu amagla son yillarda KMP
iceren degisik bircok polimer ila¢ salim sistemi aragtinlmustir. Bu klinik ihtiyaci
digtinerek KMP yiiklii disk seklinde coziilebilir Kollajen ve kondroitin siilfat iceren
tasiyict bir sistem tasarlanmustir. /n situ salm deneyleri model olarak se¢ilen bir protein
(floresan isaretli protein A) ile yapilmis ve bunlarin sonucunda ¢ok yiiksek salim hizi
(hemen hemen biitiin malzemenin 24 saatte salindigr) gozlenmistir. Coziinebilir
kollajenin yiiksek su baglanma kapasitesiyle agiklanabilen bu problem sistemin poli(L-
laktit), (PLLA) ve siikroz asetat izobutirat (SAIB) polimerlerinin  karisimiyla
kaplanmas: ile ¢6ziilmiistir. Boylece model ilag igin salim siiresi 12 giine
uzatilabilmigtir. Aym sistemin KMP ile yapilan in situ salim deneyleri KMP ye 6zel
ELISA kitleri ile yapilmis ve model ilagtan daha yavas salim ele edilmistir. KMP
salimlart ilacin yarisinin 15 giinde salindigim gostermistir. Osteoblast hiicreleri ile
yapilan in vitro deneylerde 2 #g KMP igeren impantlarin ALP enzim aktivitesinde
anlaml farklihiklar bulunmustur.

KMP salim sistemini in vivo uygulamalar sirasinda kemikte hasarl bolgede sabit
tutabilmek ve ayni zamanda kemige de destek saglamak amaciyla, Vicryl ameliyat
ipliklerinin 6riilip, daha sonra poli(L-laktit-ko-glikolit) (PLGA) ile fiber baglanma
yontemi ile baglanmas: ile bir ag yapt hazirlanmistir. Bu ag yapi ile Kemikteki iyilesme
diizeyi iki zaman siireci (1 hafta ve 3 hafta) igin degerlendirilmigtir. KMP tasiyici
sistemin kemik olugumunu indiikleyici (osteoinductive) etkisi histolojik skorlama, x-
1ginlar1 (rontgen analizleri) ile degerlendirilmistir. /n vitro deneyler KMP yilklii PLLA-
SAIB kaplanmus kollajen, kondroitin siilfat disklerinin iyi biyouyumluluk ve optimum
osteojenik uyarict etkisi oldugunu gdstermistir. Histoloji mikrograflarindaki 1 hafta
sonundaki yapisal degisiklikler doza bagli periostta kemiklesme gostermektedir. 3 hafta
sonundaki histolojik bulgularda ise her iki dozda da (1 ve 2 Hg) sonuglar yaklagik
aynidir.

Anahtar Kelimeler: Kemik Morfojenik Proteini, Kollajen, kondroitin siilfat, polimerik

ag, kontrollii ilag salimi, PLLA, SAIB



ABSTRACT

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are osteoinductive proteins which are under
intense clinical investigation for use in various bone related treatments. Owing to their
high potential for new bone formation they require local application at the treatment
site. For this purpose various polymeric delivery systems involving BMPs have been
prepared in recent years. Focusing on this clinical need a disc shaped BMP carrier was
designed using soluble collagen and chondroitin sulfate. In situ release studies were
carried out with a model protein (FITC labeled Protein A) indicated a very high rate of
release: system released most of its protein content within 24 h. This was expected from
the high water binding property of the soluble collagen and the rate could be decreased
by providing a poly(L-lactide), (PLLA) and sucrose acetate isobutyrate (SAIB) based
coat around the release system following BMP loading. It was thus possible to extend
the release period to about 12 days for the model drug. In situ release of BMP from the
same carriers as quantitated by an ELISA kit indicated an even slower kinetics with 50
% of the protein released in 15 days. In vitro studies involving osteoblasts and 2 pg
thBMP loaded implants revealed a significant difference in the ALP activities.

In order to be able to keep the BMP delivery system at the bone defect site and also to
provide support and test the osteoconductive effect, a mesh knitted with Vieryl sutures
and bonded with poly(L-lactide-co-glycolide) (PLGA) was used in the in vivo
applications. Two time periods, 1 and 3 weeks, were used to evaluate the healing
process. Osteoinduction by the BMP carrier system was assessed by histology based
bone scoring and X-ray examinations. PLLA/SAIB coated collagen discs containing
BMP presented good biocompatibility and optimum osteogenic stimulation. Structural
changes in histological micrographs at week 1 indicated dose-dependent periosteal
ossification. At the end of week 3 histological findings with both BMP (I"and 2 ug)

doses were almost the same.

Keywords: Bone Morphogenetic Protein, collagen, chondroitin sulphate, polymeric

mesh, controlled drug delivery, PLLA, SAIB




GIRIS

Kemik kiriklari, menapoza bagh kemik erimesi (osteoporoz), kanser veya kemoterapi
gibi bagka bazi etkenlere bagh olarak olusabilmektedir. Kemik, % 30 oraninda hiicreler
ve organik matriks ile %70 minerallerden olusur. Kemik kinginin iyilegmesi, birbiriyle
tlgili ¢ fazdan olusur: enflamasyon, onarim ve yeniden sekillenme. Bir ¢ok biiyiime
faktorii ve diizenleyici proteinler bu olayda gérevlidirler. Transforming growth factor
(TGF-B) adli biiyiime faktorii kemik iyilesmesinde etkili en &nemli regiilatérlerden
biridir (Remedios, 1999). Osteoporoz genellikle kemik kiriklart olusuncaya kadar
kendini belli etmeyen sinsi bir hastaliktir. Yiiksek morbidite ve mortalite sebebi olmasi
nedeniyle klinikte Snemli bir hastalik olarak gortltr. Kemik yogunlugu 6lgiilmesi risk
alundaki kisilerin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir (Taxel, 1998). Bu tiir
durumlarda kirik riskinin artmasinin yani sira tedavinin gliclesmesi de klinikte yasanan
problemlerden biridir. Kemik bozukluklarinda terapdtik  yaklasim internal tesbitle
birlikte genellikle yeni kemik olusumunu saglayacak malzemelerin implantasyonudur.
Son yillarda kemik morfojenik proteinin (KMP) kaynamayan kemik kiriklarinda ve
kemik bozukluklarinda tedavi amacli olarak kullanilmasi umut verici sonuglar vermistir.
Ayrica, KMP i¢eren implantlarin kullanimini kemik transplantasyonlarindan dogacak
hastalik tasima riskini ve 6liim oranlarim azaltmas: beklenir (Wolfe, 1999 ve Pieper,
1999). Kullanilan tasiyici sistemlerin amaci bir osteojenik regiilatér molekil olan
KMP'nin implant bolgesine giivenli ve etkili bir sekilde sunulmasidir. Hazirlanan
tastyict matrikslere kemik kompozisyonunda bulunan ve ostejenik aktivitesi bilinen
kondroitin siilfat veya hiyaluronik asit eklenerek kemik iyilesmesi hizlandirimaya
¢alisilmustir (Pieper, 1999, Solchaga, 2000).

Kemikte kirtk olustugunda, kemigin bigimini ve islevini geri kazanmasi i¢in bir dizi
dinamik olay baglar. Bu olayda gérevli molekiillerden biri olan KMP rekombinant
olarak da tretilmektedir ve klinikte énemli bir yer tutar (Holinger, 1996). Kirilan bir
kemikte kallus olusumunun derecesi kingin fiksasyonuna baglidir. Burada mekanik
uyariyr biyolojik cevaba déniistiren mekanizma tam olarak bilinmemektedir.
Literatirde bunu agiklayan bir model ‘mekanobiyolojik transdiiksiyon' olarak
tanimlanir. Kemigin biitiinlagii bozuldugunda bir seri biyokimyasal ve hiicresel olay
inflamasyon  reaksiyonlarin1  baslatir. Baz mesajct  molekiiller (pihtilasma  ve
komplement sistem elemanlari, biiyiime faktorleri gibi) salinir ve aktive edilir. Bunlar
anjiojenez (yeni damar olusumu) ve bag doku olusumundaki hiicrelerin gb¢, cogalma ve

protein sentezlerini kontrol eder. Mekanik olarak nétr olan alanlarda kirtk bolgesi
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yeniden damarlanir ve buraya gelen osteoblastlar béliinerek yeni kemik dokusunu
olustururlar. Mekanik olarak kararsiz kirik bolgelerinde ise kileallar bozulur. Bu
yiizden bu alanlarda ortam tekrar hipotoksik olur. Bu ise kikirdak olusumu ile king
saflamlastiran kondrositlerin degisimini destekler. Eger onarim dokusunun giicii
engellenirse doku tekrar inflamasyon mekanizmasini baslatir ve daha fazla hiicre goc
ederek cogalir. Bunlardaki protein sentezi onarim kallusunu artarir. Kallus olusumu
doku hareketinin gerektirdigi dirence ulasinca durur (Probst, 1997).

Giintimtizde ortopedik uygulamalar, operatérlerin kesme, delme, kaziyarak genisletme
ve kemigi yerine oturtma becerilerine dayanmaktadir. Kemik kiriklarinm fiksasyonu iki
parganin vidalanmasi, plaka ya da tellerle tutturulmasi ve kemik ile plastik (ya da metal)
malzemelerin birlestirilmesinin saglanmasi gibi yollarla yapilmaktadir. Bu islemlerin
¢ogundaki basart doktorun yetenegi ve implant tasariminin basaris1 gibi gosterilse de
gergekte sonug, kemigin kendi hasar onarm &zelliklerinin bir trtintdiir. Bunu g6z
oniinde bulundurmamak en etkin ortopedik yontemi bile basarisiz kilabilir. Aksine
kemikte iyilesme potansiyelinin kullamlmasi ve buna gére tedavi yapilmas: da en
komplike duruma bile ¢&ziim bulunabilmesini saglayabilir. Kemigin gerilme kuvveti
hemen hemen kaliplanmis gelik kadar olmakla birlikte 3 kat daha hafif ve 10 kat daha
esnektir. Kemik yapisi sabit gibi goriinmekle birlikte mekanik ve hormonal sinyaller
dogrultusunda siirekli bir degisim halindedir (Buckwalter, 1999).

Biyobozunur malzemelerin ortopedik alanda kullanilmasi son yillarda hizla artmaktadir.
Bu malzemelerin uygulama alanlari, kirik fiksasyonu, kikirdak onarimi, meniskiis
tedavisi, kemik yenileme, kiris tedavisi ve ilag salim sistemleridir. Bunlardan &ézellikle
kirk tedavisi, ligament tedavisi ve ilag salim sistemleri olumlu sonuglar vermektedir
(Yuehuei, 2000). Biyobozunur internal fiksasyon malzemeleri silindirik cubuklar,
tikaglar, oklar, teller seklinde kullanilmaktadir. Bunlarin yan sira, poliglikolit igneler
¢ocuklardaki kiriklarda kullamlmaktadir. Bunlarla ilgili komplikasyoglar, yara
enfeksiyonu (% 4) ve fiksasyon baganisizligidir (% 4). Ayrica poliglikolid implantlarda
% 2 oraninda ameliyat sonrasi yabanci madde reaksiyonlar1 gériilmekle birlikte bu
polilaktidlerde gériilmemistir (Bostman, 2000). Ameliyat sonrasi bu malzemelerin geri
¢ikarilma gerekliligi olmamasi ise ekonomik, psikolojik ve yaranin iyilesme hiz
agilardan avantajlidir (Rokkanen, 2000). Biyobozunur polimerik kemik kirig: fiksasyon
malzemeleri fiziksel 6zellikleriyle sert dokulara metallerden daha uygundur. Bunlarin
metalik implantlara gdre daha ¢ok tercih edilmesinin bagka bir sebebi de viicutta

tamamen bozunmalari ve tedavi sonrasinda tekrar agrili ve enfeksiyon riskli bir
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operasyon gerektirmemeleridir. Bu yiizden biyobozunur malzemelerle kink tedavisi igin
vida, plaka vb kullanimi son zamanlarda artmistir. Tek dezavantaji yiik tasimasi
gerektiren uygulamalarda vyeterli mekanik &zellikleri olmamasidir. Bu yonden
zayifliklart polimerlerin az kristalinite, genis molekiil agirhigi dagilimi, zincirler arasi
baglarin eksikligi dolayisiyla biylik bosluk orani (metal ve seramiklere gore disik
yogunluklu olmalari) ve kirilgan olmalarina dayanir. Bu sorunun giderilmesi 1¢in
PLGA/PPF’in EGDMA ile carpraz baglanmis ve boylece implantin boyutlarinin
degismemesi ve erozyon, katlanma gibi deformasyonlarin en az U¢ haftaligina
engellenmesi saglanmistir (Hasirci, 2000). Kemik kiriklarinda fiksasyon i¢in diger bir
uygulama da enjekte edilebilen kalsiyum fosfat kemik mineral ¢imentosu hazirlanip
bununla kirik bélgesinin sertlik ve gliclinlin artunlmast saglanmistir (Stankewich.
1996). Kemikte kontrollii ila¢ salim sistemleri uygun tasiyict ve lg¢ boyutlu destek
maddesi azlhigi nedeniyle sinirhidir. Bu sorunu ¢bzmek icin mikromimarisi istenilen
sekilde hazirlanabilecek biyobozunur bir sistem liyofilizasyon yéntemiyle yapilmis ve
bunun  kemik rejenerasyonunu saglayacak makromolekiilleri salim  &zellikleri
incelenmistir. Bu ¢alismada ortalama gozenek boyutu ve KMP yiiklenmesinin salim
kinetigine etkisi incelenmistir. Baslangigta ¢ok hizli, sonra yavaslayan uzun siireli sahm
saglanmis ve proteinin aktivitesi sicanlarda ektopik kemik indiiksiyon testiyle kemik
rejenerasyonu yéniinden degerlendirilmistir (Whang, 2000). Gogolewski ve ark. (2000)
tarafindan polimerin kimyasinin kemik iyilesmesinde rolii olup olmadig: bl gesel kemik
hasarlarinin ~ biyobozunur  polimerik  membranlarla rejenerasyonu  calisilarak
incelenmistir. Sonugta poli( L/D-laktid) membranlarin yeni kemik olusumu ve gelisimini
sagladigr bulunmustur.

Kemik Morfojenik Proteinin uygulamadaki basarisi daha ¢ok hedef bolgeye
ulastirilmasini saglayan tasiyici sisteme baghdir KMP salim sistemleri son zamanlarda
sert doku tasariminda da biiyiik 6nem kazanmigtir (Saito, 2003, Lu, 2003). KMP salim
sisteminin tagimasi gereken bazi 6nemli kriterler bulunmaktadir. Bunlar biyouyumluluk.
kolay uygulanabilirlik, sterilize edilebilme ve yeni kemik olusumuna uygun kalibi
(scaffold) olusturmadir (Saito ve Takaoka, 2003).

Halen lokal kemik rejenerasyonundaki uyarict etkisi ile ilgili klinik denemeleri
stirmekte olan iki protein (rekombinant insan kemik morfojenik proteinleri 2 (thBMP-2)
and 7 (rhBMP-7)) i¢in emilebilir kollajen stinger ile demineralize kemik matriks
vapilar (Helistat®, Infuse™) hazirlanmis ve denenmistir (Boyne, 1997, Howell. 1997,
INFUSE™ BONE GRAFT web sayfasi, Cook ve ark, 1995).
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Projenin 6nerilen formuvla karsilastirilmasi ve yapilan degisiklikler:

Kollajen-kondroitin ~ siilfat hidrojellerinin ~ hazirlanmasinda biyouyumluluk.
biyobozunurluk ve kemigin dogal vapisinda bulunma gibi énemli sebeplerle salim
sisteminin ana tagiyicist olarak secilen kollajenle model protein (protein A) kullanilarak
vapilan 6n deneylerde kollajenin protein olmasi ve bu sistemin sulu ortamda uzun siire
dayaniklihgini  koruyamamasi nedeniyle yapiyt kuvvetlendirecek ve destekleyecek
bagka bir biyolojik malzeme olan kondroitin siilfat ile beraber kullanilarak diskler
hazirlanmas: gerekliligi goriilmiistir. Bu da projedeki baslangictaki madde se¢iminin
dogrulugunu gdstermektedir. Ancak bu iki biyolojik malzeme ile sonugta olusan
hidrofilik yapimin proteini beklenenden daha hizli salmas; nedeniyle yapi PLLA ve
SAIB polimerlerinin karisimi ile kaplanarak modifiye edilmistir.

Biyobozunur PLGA ipliklerinin orglili bir ag yapisina (knitted mesh)
déntistiiriilmesi projede nerildigi gibi yapilmustir. 1ki farkh kalinhkta (4/0 ve 5/0)
PLGA ipligi ile yapilan bu aglardan 4/0 ile hazirlananlarin daha kalin olmasi nedeniyle
daha dayanikli ve kuvvetli oldugunu gostermistir. Ancak in vivo uygulamada sigan
femur kemigi etrafina 5/0 iplik kullanilarak hazirlanan aglarin daha uyumlu oldugu
gorilmiigtiir. Ayrica bu aglarinda baglangigtaki iyilesme dénemi i¢in yeterli mekanik
Ozellikte oldugu mekanik testlerle belirlenmis ve bu yiizden in vivo uygulamalarda
bunlar kullanilmigtir. Mekanik testler ip kalinhigr ile agin mekanik 6zellikleri arasinda
dogrusal bir iliski bulundugunu kanitlamistir. Boylece projenin ileriye yonelik, klinik
deneylerde uygulamaya agik bir yapt da oldugu bulunmustur.

Deney hayvanlarinda (sican) olusturumasi hedeflenen kirik modelinin bu
hayvanlara al¢1 vb. destek kullanilamamasi, hayvanlarin kirik bacakla beslenme sorunu
yasamast ve kemiklerin kiigiik boyutta olmas nedeniyle kirigin biitiin deneklerde
optimum boyuta getirilmesinin zorlugu nedenleriyle tedavisi giig baska bir kemik
problemi olan defekt modeli secilmis ve kemiklerde standart boyutta hasar
olusturulmugtur. Defektlerin  bu iki polimerli ¢ift etkili sistemin uygulanmas: ile
lyilesme siireci ve diizeyi 1 hafta ve 3 hafta stireyle izlenip degerlendirilmistir.

Bu ¢aligmanin tilkemizde de ¢ok yaygin bir konu olan kemik tedavisine farkl
bir boyut getirecegi ve malzemelerin ortopedideki kullanimi agisindan faydals olacagi
diistinilmektedir. Giiniimiizde polimerlerin kemik kiriklarindaki tedavisi genellikle vida

vb malzemeler ya da sargilar seklindedir. Kiriklan iyilestirmeyi hedefleven bu




¢alismada hem protein salimi yapan hem de kemigi disardan destekleyen bir sistemin

birlikte olmasi yeni bir yaklagimdir.

GELISME

Kollajen-Kondroitin Siilfat Hidrojellerinin Hazirlanmas:

Implantlarin - hazirlanmasinda kullamlan kollajen rat kuyruklarindan izolasyon ve
saflagtirilmayla elde edilmistir (Franke, 2000). Bu yéntemde 6ncelikle rat kuyruklar %
70 etanolde bekletilmis ve derileri gikarildiktan sonra tendon fiberleri ayrilmistir. Bu
tendonlar % 0.1 asetik asit i¢inde (100 ml/g tendon) 48 saat 4° C de ¢oziilmiis ve daha
sonra 10,000 dev/dk 30 dk santrifiij edilerek saflagtirlmistir. Kollajen-kondroitin siilfat
hidrojelleri hazirlanmadan 6nce, dokudan elde edilen kollajen 48 saat liyofilize edilmis
ve kuru agirhigr lgiilerek diskler hazirlanmustir.

Kollajen-kondroitin stilfat hidrojelleri daha 6nce belirtildigi gibi kollajenin (6%)
kondroitin sulfatla (0.6%) karistirilip % 0.1°lik asetik asit igerisinde ¢oziilmesi ve  -40
°C de bir gece dondurulduktan sonra 16 saat liyofilize edilmesiyle hazirlanmustir.
Hazirlanan hidrojeller 6nce dehidrotermal daha sonra da kimyasal yontemle ¢apraz
baglanmistir. Hidrojellerin  hazirlanig  yontemlerindeki ve kompozisyonlarindaki
farkliliklar Tablo 1 “de verilmistir.

Kurutulan hidrojellerden 3 mm ¢apinda diskler kesilmis ve kullanilincaya kadar
desikatorde saklanmigtir. Kollajen-KS diskleri kimyasal olarak 28 mM karbodiimid ve
10 mM N-hidroksisiiksinimid (NHS) ile 2 saat 37 °C de sallamali su banyosunda
inkiibe edilerek ¢arpraz baglanmigtir. Daha sonra diskler 1 saat 0.1 M fosfat
tamponunda bekletilip 4 kez damutik su ile yikanarak carpraz baglayicilar

uzaklagtirtlmasgtir. ¢




Tablo 1. Kollajen-Kondroitin siilfat hidrojellerinin hazirlanma kosullari

) Kollajen Dehidrotermal | Kondroitin Siilfat Kimyasal Capraz
Omnek Konsantrasyonu Kosullar Miktarr , Baglama
(Yo,w/v) Ekleme asamas: Kosullar *
A 1 2 saat oda - -
sicaklig, 48
saat, 80 °C
B 1 2 saat oda 50 mg, 2 saat Kondroitin siilfat
sicakligi, 48 emdirme yontemi |ile 2 saat oda
saat, 80 °C ile kimyasal stcakliginda
¢apraz baglama inkiibasyon
asamasinda
C 2 2 saat oda 25 mg, 2 saat 2 saat oda
sicakligy, 24 emdirme yontemi sicakliginda
saat, 50 °C ile kimyasal inkiibasyon
¢apraz baglama
asamasinda
D 2 2 saat oda 50 mg, hidrojel 2 saat oda
sicakligi, 24 yapum asamasinda | sicakliginda
saat, 50 °C inkiibasyon
E 2 2 saat oda 100 mg, hidrojel |2 saat oda
sicakligy, 24 yapim agamasinda |sicakliginda
saat, 50 °C inkiibasyon
F 2 2 saat oda 100 mg, hidrojel |2 saat oda
sicakligy, 24 yapim agamasinda | sicakliginda
saat, 50 °C kondrotin siilfat
ile inkiibasyon

*Capraz baglama i¢in karbodiimid (14 mM) ve N-hidroksisiiksinamid (5.5 mM)

kullanilmistir.




Kollajen-Kondroitin Siilfat Hidrojellerine Aktif Madde Yiiklenmesi:

Kemik tedavisine yonelik bu projede aktif madde olarak secilmis olan “kemik
morfojenik proteinin” hem rekombinant hem de dogal yolla elde edilmis ticari formlar
bulunmaktadir. Ancak bu malzemenin maliyetinin ¢ok yiiksek olmasi ve in situ ilag
salim deneylerinde ilacin biyolojik aktivitesinden ¢ok fiziksel ve kimyasal $zelliklerinin
belirleyici olmast nedeniyle 6n arastirmalarda molekiil agirhgi KMP’ye ¢ok yakin olan
ve yine protein yapisinda olan “Protein A” model olarak kullanilmustir.  Yiikleme
deneylerine baglamadan énce Protein A’mn in situ tayin yontemi, kalibrasyon egrileri
ve Oleiilebilirlik sinirlan spektroflorimetre (Agc: 494.4 nm, Agy: 516.8 nm) kullanmlarak
belirlenmistir ($ekil 1). Disk seklinde kesilen hidrojellere 2 ug Protein A (10 pl su
igerisinde) vakum yapilip bosaltilmasi yontemiyle emdirilmis ve daha sonra 24 saat

vakum altinda kurutulmustur.

Taramal Elektron Mikroskopisi

Kollajen-kondroitin siilfat diskleri kimyasal ve dehidrotermal ¢arpraz baglamalardan
once ve sonra altin kaplama yapilarak taramal elektron mikroskopisinde (JEOL (Model
JSM 6400, Japan) incelenmistir. Kemik ve implant igeren drneklerde farkli zamanlarda
¢ikarilarak % 10 fosfat tamponlu formalin (pH 7.0) icerisinde, oda sicakhiginda

saklanmis ve altin ile kaplanarak taramali elektron mikroskopisiyle incelenmistir.

Protein A Yiikli Kollajen-Kondroitin Siilfat Hidrojellerin In Situ Sahm
Kinetiginin Arastirilmasi

Disklerin in situ salim deneyleri kapakli tiiplerde 3 mL ‘de fosfat tampon ¢ozeltisi (0.1
M, pH 7.4) i¢inde 37 °C’de yapildi. Belirli zaman araliklarinda salim ortamindan alinan
orneklerdeki Protein A miktari spektroflorimetre ile tayin edildi. Her Sl¢iimde tiim
salim ortamu tazelendi. Bu ¢alismalar sonucunda Protein A saliminin biitiin drneklerde
¢ok hizli oldugu ve kimyasal ysntemle ¢apraz baglama asamasinda kondroitin stilfat
eklenen hidrojellerin 2 gilin icerisinde seklini ve biitinlGgini kaybettigi gorildi.
Hidrojellerin daha uzun siire seklini koruyabilmesi i¢in bundan sonraki ¢alismalarda
kondroitin siilfatin baslangi¢ asamasinda kullanildig1 (Tablo 1°deki D, E, F) tiplerinde

Ornek hazirlanmasina karar verildi.
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Sekil 1. Protein A Kalibrasyon Egrisi

Vieryl Ag Hazirlanmasi ve Mekanik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi:

Vicryl ag, PLGA (vicryl) ameliyat ipliklerinin (Ca-stearat kapli) 1x1 mm’ gozenekler
olusturacak sekilde ozel bir kasnakda dokunmasi ile hazirlandi. Daha sonra bu yapi,
iizerine seyreltik PLGA (50:50) (0.6 %, kloroform) ¢ozeltisi dokiliip kurutularak
sabitlendi (Sekil 2). Iki farkli kalinlikta PLGA ipligi kullamlarak hazirlanan aglarin
mekanik ozellikleri dikdortgen seklinde kesilen (1x10 cm) orneklere projeden makine
techizat yardimi ile alman mekanik test cihazi (MT-LQ, Surrey, U.K) ile uygulanan
gerilme mukavemeti testleriyle dlgiildii. Ayrica iki farkli kalinlikta PLGA ipliginin (1x8
cm) (USP 4/0 ve 5/0) 37°Cde fosfat tamponunda degradasyon éncesi ve sonrasinda (10

mM, pH 7.4) mekanik 6zellikleri incelendi.

Sekil 2. Vicryl agin genel goriintiisii
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Kemik Morfojenik Proteini (KMP) Yiiklii Kollajen-Kondroitin ~ Siilfat
Hidrojellerin in situ Salim Kinetiginin incelenmesi

Protein A ile yapilan 6n deneyler sonucunda Protein A saliminin biitiin Orneklerde ¢ok
hizli oldugu gozlendi. Salimin yavaslatiimas: amactyla hazirlanan kollajen hidrojelleri
(%0 6 kollajen + 0.6 % kondroitin siilfat) izerine her ikisi de % 10’Juk poli(L-laktik asit),
(PLLA) ve SAIB (1:1) polimer ¢6zeltisi ile kaplama yapildi. Kaplama 5 mL polimer
¢ozeltisi igerisine disklerin batirihp 5 saniye tutulduktan sonra ¢ikarilmast ve ¢6ziiciiniin
(kloroform) uzaklastinlmas: (hava ile kurutma) ile yapildi. Kuruyan &rneklere ayni
islem tekrarlanarak 2. ve 3. kaplamalar yapildi.

Protein A ile tekrar yapilan deneyler sonucunda PLLA-SAIB (2 kez) kaph Kollajen-
kondroitin Stilfat hidrojellerinin (sirastyla 6 % ve 0.6 %) salim profilinin istenildigi gibi
olduguna karar verildi. Bu sistemle in vivo da planlanan iki farkli dozda KMP yiikli, 1
ug ve 2 ug iceren dorder sistem hazirlandi ve salim deneyleri yapildi. Her 6l¢iim
zamaninda salm ortami tiimilyle yenilendi. Salinan KMP’nin miktarinin tayin
edilebilmesi i¢in bu proteine 6zel 96 kuyucuklu ELISA kit (QUANTIKITINE ®
Colorimetric Sandwich ELISA, R&D Systems, U.K) kullanilarak immunoassay yapildi
(Sema 1). Sonuglar Kinetic Mikroplate Reader ile 450 nm’deki U.V absorbansinin
diizeltme dalga boyu olan 570 nm dekiyle farkinin alinmasi ve standart &rneklerle
¢izilen kalibrasyon egrisi kullamlmas: yoluyla hesaplandi.

In vitro Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Osteoblastlarin izolasyonu ve Kiiltiir Olusturulmas:

Geng-erkek Sprague-Dawley ratlarindan stromal osteoblastik hiicreler 1izole edildi
(Kése, 2003). Bu iglemde ratlar dietileter koklatilarak termine edildi ve steril kosullarda
femur kemikleri ¢ikanldi. Yumusak dokunun temizlenmesinden sonra metafizyal uglar
kesilerek kemik iligi kemigin i¢ine primer ortam (DMEM % 20 FCS, 100 iinite/mL
penisilin ve 100 {inite/mL streptomisin) eklenerek alindi. Aspire edilen kemik iligi
santrifuj edilerek (400 g, 10 dakika) pelet kisminda ¢éken hiicreler tel;rar primer
ortamda ¢6ziilerek alindi. Bu hiicreler 37°C de, % 95 nemde ve CO; inkiibatorii
igerisinde  kiiltir edildi. (Sanyo, Japan, Model MCO 175). ik pasajdan sonra
osteoblastik baskalasimi saglamak icin komplete besi ortami (DMEM, % 20 FCS, 10
mM [-gliserofosfat, 50 xg/mL L-askorbik asit, 10 nM deksametason, 100 {nite/mL

penisilin ve 100 tinite/mL streptomisin) eklendi. Bu ortam her 48 saatte bir yenilendi.



Sema 1. QUANTIKITINE ile KMP Tayin Yéntemi
Standart drneklerin ve test drneklerinin daha kalibrasyon alan igine

girecek konsantrasyonlarda hazirlanmas;

!

Assay seyrelticisinden her bir kuyucuga 100 ul eklenmesi

U

Standartlardan veya test 6rneklerinden 50 pl eklenmesi

(2 saat yériingesel kanistiricida, oda sicaklifinda inkiibasyon)

U

Aspire edilip 4 kez yikama

200 pl Konjugat eklenmesi

(2 saat yoriingesel kanigtinicida oda sicakhi@inda inkiibasyon)

!

Aspire edilip 4 kez yikama

Il

200 ul Siibstrat ¢ézeltisi eklenmesi

(30 dakika masa istii- inkiibasyon)

{

50 pl Durdurucu ¢ézelti eklenmesi ‘

450 nm deki UV absorbans: oleiilerek 570 nm deki diizeltmesi ile hesaplanmas:




KMP Yiiklii Salim Sisteminin /n vitro Karakterizasyonu

In vitro deneylerde ikinci pasaj osteoblast hiicreleri kullanildi. 5.10* hiicre/em? ekilerek
24 kuyucuklu platelerde 2 saat inkiibasyonla hiicre tutunmasi saglandi. UV ile sterilize
edilen KMP salim sistemleri (1 ve 2 ug/implant) kuyucuklara eklendi. Osteoblast
hiicreler iki farkli zaman diliminde (4 ve 7 giin siire ile) KMP salim sisteminin
bulundugu kuyucuklarda CO; inkiibator igerisinde bekletildi. Her 48 saatte bir besi
ortami degistirildi. KMP igermeyen salim sistemi, serbest KMP eklenen (1 ng) ve
hi¢birsey eklenmeyen kuyucuklardaki osteoblast hiicreleri kontrol gruplar olarak
kullamildi. 4. ve 7. giiniin sonunda hiicreler alkalin fosfataz enzimi (ALP) aktivitesinin
tayini i¢in toplandu.

Hiicreler fosfat tampon ¢ozeltisi (0.1 M, pH 7.4) ile yikandiktan sonra 3 kez
dondurulup-eritildi. Bu islemden sonra hiicreler toplanarak 1 mL Tris tampon (1 M, pH
8.0) igerisinde homojenize edildi ve 6 dakika buz {izerinde sonike edildi. Elde edilen
¢ozeltiden 20 uL alinarak 1 mL p-nitrofenil fosfat ¢ozeltisine (16 mM) eklendi
(Diagnostic Kit 245, Sigma) ve 30°C de tutuldu. Alkalin fosfataz enzimi varhiginda p-
nitrofenol tiretimi spektrofotometrik olarak 405 nm de 2 dakika siireyle 6lcildi. 405 nm
deki absorbansin zamana karsi egimi enzim aktivitesi hesaplanmasinda kullanildi. Her
ornekteki protein konsantrasyonu Lowry yontemi ile belirlendi. ALP nin spesifik
aktivitesi kullanilarak farkli malzemelerle inkiibe edilen osteoblast hiicre kiiltiirleri

karsilagtirildi.
KMP Yiiklii implantlarin In Vivo Uygulamalan

a. Deney Hayvanlarimin Tanimi ve Sayisi

In vivo deneyler agirhiklart 250450 g (200 g — 300 g) olan Sprague-Dawley ratlarinda
gerceklestirilmigtir.  Ratlar  Hacettepe  Universitesi  Farmakoloji ~ Boliimiinden
saglanmigtir. Deneylerde 24 saglikli, eriskin erkek rat kullamlmistir. Aklimatizasyon
amactyla ratlar alindiktan sonra 2 hafta siiresince cerrahi gergeklestirilmemistir. Ratlarin
bakimi Orta Dogu Teknik Universitesi, Biyolojik Bilimler Bsliimii Deney Hayvanlan
Unitesinde saglannustir. Tiim islemlerde Tiirk Veteriner Hekimligi Medikal Deontoloji
Kanunu (6343/2; 6.7.26) ve hayvan haklarini igeren Helsinki Deklarasyonuna bagh
kalinmistir (Bennett, 1994)




Ratlar implantlardaki KMP igerigine gore iki gruba ayrilmug (1 4g ve 2 Kg/implant). 12
rat (her gruptan 6 rat) 1.hafta sonunda termine edilmistir. Diger yarisi ise 3. hafta
sonunda termine edilmistir. Kontrol gruplart negatif kontrol icin 2 operasyon
gegirmiglerdir: sol bacakta implant icermeyen kemik defekti, sag bacakta KMP
igermeyen, bos, implant uygulanmis kemik defekti.

b. Cerrahi Girisime Hazirhk

Anestezi amactyla kas i¢ine ketamin hidrokloriir (40 mg/kg) ve ksilazin hidrokloriir (10
mg/kg) kullanilmigtir. Anestezi sonrasinda cerrahi islem gerceklestirilecek arka bacaklar
tirag edilerek Povidon-Iyot ¢Ozeltisiyle temizlenmistir. Cerrahi sirasinda agriyl en aza

indirgeyebilmek igin insizyon (kesi) yerine ve periosta jetokain enjekte edilmistir.
¢. Cerrahi Girisim Plam

Ratlarin her iki arka bacaginda femur ortasima ayni giris uygulanmistir.  Femur
lizerinden uzunlamasina cilt insizyonunu takiben, cilt alti ve kaslar gegildikten sonra.,
femur lateraline ulasilmistir. Femur 1/3 orta bolgesinde 3.2 mm’lik dental ug
kullanilarak tek kortekste intramediiler bolgeye ulagsmayan ve korteksin dis yiizeyle
sinirlt kismi defekt olusturulmustur. Defekt bolgesinde her bir grup i¢in sirasiyla: (a) 2
ng KMP iceren, (b) 1 pg KMP iceren, (¢) hi¢ KMP i¢ermeyen kollajen-kondroitin siilfat
implant (sag femur) gruplari ve sadece defekt olusturulup birakilan (sol femur) kontrol
gruplart olusturulmustur. ik iki grupta ve implanth kontrol femurda bu proje i¢in
trettigimiz implantlarin iizeri ve femur cepegevre poliglikolik agla sarlmistir. Ardindan
cilt alt1 ve cilt dokulari anatomik olarak kapatilmistir. Ameliyat islemleri kontrol ratlarin
her iki femurunda birden gergeklestirilmistir. Enfeksiyon olusumunu 6nleyebilmek
lzere ameliyat sirasinda kas igine 25 mg/kg sefazolin uygulanmustir. Amelivat sonrasi
agriyt ve iltihap riskini azaltmak i¢in i.m. olarak Flexo (15 mg/kg) ve Sephazol (25
mg/kg) enjekte edilmistir. ’

Ameliyat sonrasinda agriy1 azaltabilmek icin kas igine 0.035 mg/kg etofenamat
uygulanmustir. Ameliyat yerinin kapatilmas: sonrasinda enfeksiyonu énlemek i¢in yara
yerinin izeri Opsite® sprey-filmle Grtiilmistiir. Ameliyat sonrasinda ratlarin serbest

hareketine izin verilmistir. Ratlar yeterli su ve yemle beslenmistir.




d. Arastirmadan Cikarilma Olgiitleri

Cerrahi sonrasinda femurlarinda kirik veya enfeksiyon gelisen ratlar deneyden

cikarmistir.
e. Ratlarim Oldiiriilmesi ve Deney Materyallerinin Alinmasi

Operasyon sonrast 1 ve 3. haftalarinda takipler sonlandirilmistir. Ratlarin femurlari
cevre yumusak dokulardan temizlenerek % 10°luk formalin icerisinde oda sicakhiginda
fikse edilmistir.

f. Histolojik Degerlendirme:

Doku drekleri, pH's1 7.0’a ayarlanmug fosfat tamponunda hazirlanmis % 10°luk
formalin iginde, oda sicakliginda tespit edilmistir. Kemik ornekleri daha sonra De
Castro ¢ozeltisinde 1-2 hafta siireyle kontrollii olarak dekalsifiye edilmistir.
Dekalsifikasyon sonrasi dereceli alkollerde dehidrate edilen 6rnekler, parafine
gémillmistir. Bloklardan, rotary mikrotomda (Microm, HM 360, Germany) 5-7
mikrometrelik kesitler alinarak boyanmistir. Hematoksilen Fozin ve Goldner’in Masson
Trikrom y6ntemiyle boyanan kesitler; kemigin genel morfolojisi, yeni kemik olusumu
ve implanta doku yaniti agisindan degerlendirilmistir. Her doku orneginden, farkh
diizeylerde elde edilen en az on kesit, iki arastiric: tarafindan Olympus (model BH-2,
Tokyo, Japonya) 151k mikroskobunda incelenmistir.

Implantin  doku uyumu ile ilgili histolojik parametreler Royals ve digerlerinin
yontemine gore skorlanmistir (Royals, 1999). Buna gére her 6rnek: implantasyon
bolgesindeki (defekt alanindaki) fibréz bag dokusu olusumu ve hiicre infiltrasyonu i¢in
ayrt ayn 0 ile 4 arasinda derecelendirilmistir. Defekt/implantasyon alaninda fibroz bag
dokusu olugmamigsa ya da alan kontrol grubuyla ayni gortiniimdeyse (0); az sayida i
bi¢imli hiicre ya da hafif fibroplazi varsa (1); orta derecede bag dokusu olusumu varsa
(2): normal doku yapist bozulmus/kesintiye ugramis ve orta derecede yogun fibréz bag
dokusu varsa (3); ciddi, yogun, kollajen agisindan zengin bag dokusu birikimi ya da
nekroz varsa (4) olarak derecelendirildi. Inflamatuvar hiicre infiltrasyonu igin eger
kontrol dokusu ile farklilik yok ya da implantasyon/defekt alaninda makrofaj, yabanci
cisim dev hiicresi, lenfosit, eozinofil, nétrofil yoksa (0); alanda lenfosit va da makrofaj
var, ancak yabancr cisim dev hiicresi, eozinofil ya da nétrofil yoksa (1); bir miktar
lenfosit ya da makrofaj, az sayida yabanci cisim dev hiicresi ve kiigiik bir nétrofil odag:

varsa (2); ¢ok sayida lenfosit, makrofaj ve yabanci cisim dev hiicresi ve belirgin sayida
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nétrofil ve eozinofil varsa (3); implanta kars1 ciddi hiicre infiltrasyonu ya da nekroz
varsa (4) olarak skorlanmustr.

Radyolojik Degerlendirme

Fisher Imaging HF-X (Denver, CO, USA) mammography cihazi ile Agfa Mamoray
MR3-II (Belgika) filmleri iizerinde konvansiyonel X 1sinlar olusturulmustur. Isin
kaynaginin kemiklere uzakligi 75 c¢m olarak ayarlanmigtir. Cihaz 25 kV, 100 mA and
160 mAs degerlerine ayarlanmistir. Filmler Ecomat 21 (ELK Medical Products, Tokyo.
Japonya) otomatik cihazi ile olusturulmustur. Her kemik anterior-posterior ve lateral
yonlerde 1s1na maruz birakilmistir. Hasar iyilesmesi 0 - 3 araliginda derecelendirilmistir.
Hi¢ iyilesme olmadigi durumlarda 0, 1/3.2/3, 3/3 tyilesme olan durumlarda da hasar
sirastyla 1, 2, 3 olarak derecelendirme yapilmustir. Filmler, gruplar hakkinda bilgi sahibi
olmayan iki radyolog tarafindan degerlendirilmistir. Farkli puanlamalar yapildig

durumlarda ortalamalar alinarak degerlendirme yapimistir.
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SONUCLAR

Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM) ile Yiizey Incelenmesi

Hazirlanan hidrojellerin kesit ve yiizey yapilari taramali elektron mikroskopu ile
incelenmigtir. Liyofilize edilmis kollajen hidrojellerinin ¢ok siki olmayan bir yapiya
sahip oldugu goralmustir (Sekil 3). Bu da projede belirtilen 1s1 ve kimyasallar
yardimiyla arpraz baglama yapilmas: isleminin gerekliligini gostermektedir. Ayni
hidrojelin dehidrotermal yontemle ¢apraz baglanmasi yiizeyde daha siki ve diizgiin
(piirizsiiz) bir yap1 olugturmustur (Sekil 4). Aym &rnegin kesitinden ise yapinm
homojen gbzeneklere sahip oldugu gériilmiistiir (Sekil 5). Dehidrotermal olarak capraz
baglanan hidrojeller, kondroitin siilfatin varliginda kimyasal yéntemle tekrar capraz
baglanmus ($ekil 6) ve ylizeyin Sekil 4’teki diizgiinliigiinii kaybettigi goriilmiis, ylizeyde
olusan bu yeni goriintiiniin kondroitin siilfatin ¢apraz baglanmast sonucu oldugu

diistiniilmistiir.

il

Sekil 3. Kollajen hidrojelin SEM gériintiisii (x 350) '




Sekil 4. Kollajen hidrojelinin dehidrotermal uygulamasindan sonra iist yiizeyinin SEM

gortintlisi (x 350)

Sekil 5. Kollajen hidrojelinin dehidrotermal uygulamasindan sonra yan yiizeyinin

taramali elektron mikroskop gértintiisii (x 350)




Sekil 6. Dehidrotermal uygulama ve kimyasal yontem ile ¢apraz baglanmis kollajen

hidrojelinin iist ylizeyinin SEM goriintiisii (x350)

Protein A yiiklii Kollajen-Kondroitin Siilfat Hidrojellerin /n Situ Salim Kinetigi

Model ilag olan Protein A ile yapilan in situ deneyler sonucunda Protein A saliminin
biitiin rneklerde ¢ok hizli oldugu (Sekil 7) ve kimyasal ydntemle capraz baglama
asamasinda kondroitin siilfat eklenen hidrojellerin 2 giin igerisinde seklini ve
biitlinligiinii kaybettigi goriilmiistiir. Hidrojellerin daha uzun stire seklini koruyabilmesi
igin bundan sonraki ¢alismalarda kondroitin siilfatin baslangi¢ asamasinda kullanldig:
(Tablo 1) 6rnek hazirlanmasina karar verildi. Ayrica salimn yavaslatilmasi amaciyla
ilerideki ¢alismalarda yiiklemenin kimyasal ¢apraz baglama agsamasinda .yapilmasina

karar verildi.
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Sekil 7. Tablo 1 “deki Kollajen hidrojellerinden Protein A salim profilleri

Protein A Yiikli Kollajen-Kondroitin Siilfat Hidrojellerin 7n Situ Salm

Kinetiginin Optimizasyonu

Tablo 1 deki orneklerle fosfat tampon ¢ozeltisi (3 mL, 0.1 M, pH 7.4) iginde, 37°C de
yapilan in sifu salimlarda Protein A salimimin biitiin &rneklerde ¢ok hizli oldugu
gozlendi (ilk giinde igerigin % 90’1 salind1). Salimin yavaslatilmas: amaciyla
calismalarda kimyasal ¢apraz baglayicilarin konsantrasyonlar1 iki kat arttirildi ve
hazirlanan kollajen hidrojelleri (% 6 kollajen + 0.6 % kondroitin stilfat) Gzerine %
107luk PLLA ¢ozeltisi ile ii¢ asamada kaplama vapildi. Protein A yiiklenmesi
kaplamadan 6nce enjeksiyon veya vakumla emdirme yontemleriyle yapildi. Belirli
zaman araliklarinda salim ortamindan ahnan 6rneklerdeki Protein A miktari
spektroflorimetrik yontemle tayin edildi. PLLA ile kaplama sonucundd Protein A
sahminin iki giine uzatilabildigi gozlendi. (Sekil 8). Yiikleme yontemi olarak emdirme
yénteminin enjeksiyona oranla daha etkili oldugu goriild. Kollajen hidrojelinin sisme
kapasitesi gz Oniine alinarak salimi daha yavaslatmak amaciyla PLLA kaplamasina
esneklik kazandirilmasi ve kirilmasinin énlenmesi distintildi. Bu nedenle PLLA va ek

olarak kaplama isleminde siikroz asetat izobutirat (SAIB, kiiglik molekiiler agirlikli bir




gida katki maddesi) 1:1 oranlarinda kullanilarak daha esnek bir kaplama olusturuldu.
Ayn kosullarda salim kinetigi incelendi (Sekil 9). Protein A saliminin gok vavasladigi

ve igerigin tamaminin 11 giin i¢inde salindig1 gorildii.
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Sekil 8. PLLA kapl kollajen hidrojellerinden Protein A salim profilleri
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Sekil 9. PLLA/SAIB (3 kez) kapli kollajen hidrojellerinden Protein A salim profili
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Sekil 10. PLLA/SAIB (2 kez) kapli kollajen hidrojellerinden Protein A salim profili

Kemik Morfojenik Proteini (KMP) Yiikli Kollajen-Kondroitin  Siilfat
Hidrojellerin /n Situ Salim Kinetiginin Incelenmesi:

KMP salim grafigi (Sekil 11) aym sistemden Protein A salim grafigi (Sekil 10) ile
kargilastinldiginda her iki grafikte de gozlenen ve {i¢ kez kapli sistemde (Sekil 9) daha
belirgin ortaya ¢ikan baslangigtaki bekleme siiresinin (lag period) hidrojellerin su alma
ve sisme zamanlari ve dolayisiyla etken maddenin difiizyonundaki gecikmeden
kaynaklandigi diistintilmiistir. Kimilatif KMP saliminin Protein A’ya gore yaklasik iki
kat daha yavas oldugu goriilmiistir. Bu etken maddenin daha uzun siire kemige
birakilmasini saglayacag: i¢in in vivo salim deneyleri i¢in daha tercih edilen bir salim
profili vermektedir. KMP nin salimi grafikte 15 giin igin verilebilmistir. Bu siire icinde
vaklagik % 60 ‘mnn sahindigi goériilmiistiir. ‘

Daha 6nce yapilmus bir arastirmada karbodiimidin kondroitin siilfati kollajene kovalent
olarak bagladigi gésterilmistir (Pieper, 1999). Bu sonuca benzer bir sonug calismamizda
da gbzlenmistir. Daha oncede belirtildigi gibi kollajen diskleri kondroitin siilfat
olmadan dayamkliligini ¢ok ¢abuk kaybederek tiim yapinin tampon ¢ézeltide 1 glinliik
inkiibasyonda dagilmasiyla kondroitin  siilfatin  yapiy1  korumaktaki dnemini
vurgulamaktadir. Protein A yiiklii kollajen-kondroitin siilfat disklerinin PLLA (% 10)

ile kaplanmasi ise salim hizini éncekine gore yavaslatmis ancak yine de salim hizi




kaplamani i¢ kismina suyun alinmasi ve kollajenin burada siserek digsardaki kabugu
uyguladigr basingla kirmas: nedeniyle istenilen seviyeye getirilememistir.

Bu ylizden, daha oénce birkag ila¢ salim arastirmasinda denenmis olan siikroz asetat
izobiitirat (SAIB), (Burns ve ark, 1998, Knoll ve ark, 1999. Okumu ve ark, 2002),
polimeri PLLA ile blend edilerek kaplamanin daha esnek olmasi saglanmistir. Bu
sekilde hazirlanan Kollajen-KS diskleri Protein A igeriklerinin yarisini 5 giinde (Sekil
10) salmistir. /n situ KMP2 “nin iki farkli dozdaki salim profilleri (1 pg and 2 ng/disk)
Protein A ile yapilan 6n arastirmalara benzemekte ancak belirgin sekilde daha vavas
olmaktadir (Sekil 11). Buna ikisi de kemik vapisinin dogal maddeleri olan KMP ile
Kollajen arasindaki artmis ve gligli etkilesimin sebep oldugu dusiiniilmektedir. Bu
gliglii etilesim Friess (1999) tarafindan yapilan bir arastirmada da belirtilmistir. Friess’in
aragtirmasinda KMP yiikli Kollajen diskleri ektopik implant modelinde denemis ve
salim sisteminin proteini salimindaki baslangigdaki 3 saatlik bir gecikme déneminin
anlamli in vivo sonuglar verdifini géstermistir. Ayni arastirma KMP’nin yapiya daha
fazla girmesini saglamak i¢in kollajene emdirme asamasinda disklerin daha uzun siire
¢ozeltide tutulmasi gerektigini belirtmistir. Bu projede ise stireyi uzatmak yerine protein
emdirme isleminin vakumla vapilmas: yiiksek yiikleme etkinligini saglamistir. Daha
fazla yiiklemenin ise kollajen matriks ile KMP arasinda daha fazla iletisim, dolayisiyla

da daha yavas salim hizina sebep oldugu diisiiniilmiistiir.
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Sekil 11. PLLA/SAIB kapli kollajen hidrojellerinden farkl; dozlarda KMP salim profili




In Vitro Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

PLLA-SAIB kaplamadan kaynaklanan bir toksisiteye rastlanmamustir. 1 ve 2 pg KMP
tagtyan disklerde ALP aktivitesi bakimindan 4. giinde 6nemli bir farklihk
gozlenmemistir (Sekil 12). In situ deneylere gére 4. giine kadar 1 pg implantlar yaklasik
200 ng, 2 ug olanlar ise bunun 2 kati (400 ng) protein salmistir. Ancak bu 6rnekler
arasinda doza bagh bir enzim aktivite farki goriilmemistir. Serbest olarak 1 pg dozda
KMP uygulanan osteoblast hiicrelerinde aktivite bos (implant icermeyen) kontrollere
oranla 2 kat fazla enzim aktivitesi vermigtir. Kontrollii salim sistemiyle uygulanan
proteinler ise bos kontrollere gore 1.3 kat fazla enzim aktivitesi vermistir. Bu sonuglar 4
giin (kisa stirede) serbest enzimin daha etkin sonug verdigini belirtmektedir. 7. giinde,
bos implantlar ¢ok az bir ALP aktivitesi vermigtir. 2 pg KMP implantlart ise ALP
aktivitesinde kontrole gére 6 kat artis (p degeri 0.05 diizeyinde) gostermistir. Sonug
olarak ALP enzim aktivitesinde 2 pg KMP yiiklii implantlarin zamana bagh bir etkinligi
oldugu gorilmiistir.  Bunun  kontrolli  salim  sistemi sayesinde KMP nin
biyoyararlaniminin artirilmast sonucu oldugu bilinmektedir. In vitro deneylerle salim
sistemi hazirlanmasi sirasindaki islemlerin (vakumla emdirme ve sterilizasyonun)
KMP’ nin kemik hiicreleri tizerindeki etkisini kaybettirmedigi diisiiniilmektedir. Buna
gerekge olarak uygulanan vakum ve UV sterilizasyon siirelerinin kisahg (20 dk UV
uygulanmasi) gosterilebilir. Proteinin yapisinda bazi degisiklikler olmus olmasi
olasithgmin varligina ragmen uygulanan ydntemin protein yiikleme ve sterilizasyonu
i¢in en uygun yontem oldugu disiniilmektedir. Etilen oksit ile yapilan

sterilizasyonlarda sistemin ulastig1 yiiksek sicakligin KMP yapisina daha fazla olumsuz

etkisi olacagi anlagiimaktadir.
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Sekil 12. PLLA-SAIB kaph kollajen-kondroitin siilfat disklerinden KMP saliminin in
vitro etkisinin osteoblast hiicrelerindeki ALP aktivitesiyle olgtlmesi (*p<0.05, #

p<0.05).

Vieryl Ag’in Mekanik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi:

Sekil 13°de gortldiigd gibi kalin ipliklerin (4/0) gerilme kuvveti daha ince olan (5/0)
ipliklerin gerilme kuvvetine oranla daha ytksektir. Kalinlik farkliligindan beklendigi
tizere 4/0 ipliklerin kopma kuvvetleri daha yiiksektir. Ancak kopma uzamalari kabaca
ayni deger civarindadir ve temelde malzemenin ayni oldugunu géstermektedir. Iki farkl:
kalihkta PLGA ipligin ne kadar bir siire boyunca mekanik &zelliklerini koruyacag: ve
kirik  stabilizasyonunda destek verecegini tayin etmek igin iplikler (10 ml fosfat

tamponunda, bir ay siireyle, 37°C de) degradasyona birakilds.
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Sekil 13, Iki farkh kalinhkta PLGA {Vieryl} iplifin gerilme test sonuglan (098 N
Kuvwet, 0.2 mme's cekme iz, () USP 50, {by LISP 470

Bir giin, 1. 2 ve 4 haliahk inkithasyonlar sonunda iplik Grnekleri alimp wlak halde
gerilme testleri vapiddi. D6rt hafta sonunda iki tip iplifin de tamamen bozundugu
goriilda, 50 ipliklerin iki hafta sonunda pargalanarak dapldiy gozlenmistic. Diger
inklibasyon siirelerindeki ipliklerinin de ¢ekme kuvvetlerinde azalma gozlenmistir.

Il x 8 cm boyutlarinda kesilen PLGA aglarin gerilme ve kopma kuvvetlerinin
beklenildigi gibi ipliklere oranla ¢ok daha yiiksek oldugu gorilmistiir. Ag yapilarinin
gerilme test profilleri de ipliklerin profilinden farklilik gostermistir (Sékil 14). PLGA
aglari olusturan iplikler tek iplik kalana kadar teker teker kopmustur. Ipliklerin in situ
inkiibasyonu 1 giinde en iist gerilme kuvvetinde kabaca % 8.54 azalmaya sebep
olmustur (Tablo 1). Bir haftanin sonunda ise ayni parametrede toplam % 70 azalma
gbzlenmistir. Vicryl iplikler 2 hafta inkiibasyonla biitiinliigiinii kaybetmislerdir. Fiber
bagli aglar mekanik testler icin lem x 10 cm boyutlarinda kesilmistir. Bunun

sonucunda her testte aglarda kuvvete paralel yénde 3 iplik oldugu ve bunun aglara tek
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ipligin sahip oldugu gerilme kuvvetinin 3 kati kuvvet kazandirdign, yani ag yapimn

blitlin yapiya iplerdekinden farkli ek bir mekanik katk: getirmedifi gozlenmistir.
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Sekil 14. Iki farklr kalinhkia PLGA ipliklerle (ay USP 50 ve by USP 4/ dritimiiz
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aglanin gerilme test sonuglar (098 N kuvvet, 0.2 mmy's gekme bizty

Tablho 3 Viery! (40 and S0 sutlirlerin Mekanik Ozelliklerindek Degistmler {in situy

4-0 Kirilma Young Modulii Tokluk
Mukavemeti (N) (N/mm) (N.mm)
0. zaman 12.30+0.35 241022 23.90+0.34
1. Giin 12.51+1.08 1.664+0.07 54.00+1.56
1. Hafta 5.08+1.33 2.21+0.34 5.63+4.61
2. hafta 0.70+0.41 - N
5-0 Kirilma Young Modulii Tokluk
Mukavemeti (N) (N/mm) {(N.mm)
0. zaman 6.97+0.42 1.48+0.23 13.90%1.36
1. Gln 5.35+2.51 1.3620.67 18.27+£16.50
I. Hafta 2.394+0.67 1.87+0.31 1.50+0.16




Tablo 3. Vicryl (4-0 and 5-0) Sutiirler ile Oriilen Aglarin Mekanik Ozelikleri

Ag Iplik Kirilma Young Modulii Tokluk

Tiiri Mukavemeti {(N) (N/mm) ‘ (N.mm)
4-0 118.63£17.51 9.59+2.87 672.06+£89.95
5-0 78.32+1.14 6.96+3.03 713.30£145.9

Bir Haftalik In Vivo Uygulamalarin Histolojik Sonug¢lar:

Kontrol ve deney gruplarina ait tim doku Orneklerinde defekt alami kortikal kemik
icerisinde izlendi. Polimerik ag ile sarilmis 6rneklerde ag pargalarina ait kesitler, defekt
bolgesi ¢evresinde, periosteal dokunun periferinde, etraflari bag dokusundan yapili
fibroz kapsiillerle sarilmig olarak gozlendi. Polimerik ag pargalar1 genellikle
fibroblastlardan olusan, bazen az sayida fagositik hiicre i¢erebilen ince fibroz bir doku
ile cevriliydi. Fagositik hiicrelerin varligi, defekt bolgesindeki periosteal kemiklesmeyi
etkilemedi.

KMP iceren ya da igermeyen implant uygulanmig gruplarda, defekt alaninda kollajen-
kondroitin siilfat’a ait par¢alar ya da polimerin dekalsifikasyon siireci sonrasi degrade
olmas sonucu biraktigi bosluklar dikkati ¢ekti. Deney gruplarinin higbirinde kollajen-
kondroitin siilfat’a ait yabanci cisim reaksiyonu ya da belirgin bir doku yanitina
rastlanmadi. Implante edilmis kollajen-kondroitin siilfat implantlari tiim 6rneklerde,
kortikal kemik iginde, yeni olusan periosteal kemiklesme alanlariyla yakin komsulukta
izlendi. Implantasyon materyali olarak uygulanan kollajen-kondroitin stilfat implantlari
ve defekt bolgesini disaridan sararak destekleme amagl kullanilan polimerik aglar
biyouyumluydu. KMP igeren ya da igermeyen kollajen-kondroitin siilfat ve polimerik
agin doku uyumlulugunu ait histolojik parametrelerin skorlandigi tablo asagida
verilmistir (Tablo 2). Kontrol ve deney gruplarinin tiimiinde defekt alanina komsu
kortikal kemik bolgesi normal goriiniimdeydi. Ilik boslugu &rneklerin timiinde, kortikal
kemige komsu alanda saghkli olarak biitiinliigiinii korumaktayd: ve defekt alaniyla
baglantisiz olarak gézlendi. '

Birinci haftanin sonunda 1 ve 2 pg KMP igeren kollajen-kondroitin siilfat implant
uygulanan gruplarda, defekt alanina komsu kortikal kemigin hiicre ag¢isindan zengin
tikiz bag dokusu ile ¢evrili oldugu gézlendi (Sekil 15 a-c, 16 a-d). Bag dokusunun yer
yer implantin igine dogru ilerledigi alanlara rastlandi. Iki mikrogram KMP igeren
kollajen-kondroitin siilfat implant grubunda, osteojenik potansiyelli bag dokusu
hiicrelerinin, geng kemik trabekiillerini yapilandirdigi alanlar gozlendi. Bu alanlarda,

yeni olusan kemik spikiilleri olgun kortikal kemik ile devamlilik gosterecek derecede iyi




diizenlenmisti (Sekil 16 ¢, d). Diger yandan KMP iceren kollajen-kondroitin siilfat
implant uygulanan her iki grupta, ylizeyde yer yer polimerik ag ile saril1, ileri derecede

kalinlasmig, hiicre agisindan zengin, mitotik olarak aktif periost katmani dikkati ¢cekti
(Sekil 16a, b).

Sekil 15. Bir mikrogram KMP igeren kollajen-kondroitin siilfat implant grubundan,
birinci hafta sonunda elde edilen kesit mikrograflari.
C: Kortikal kemik, I: Implant, (*): Kalinlagmig periosteal bag dokusu. x10, H&E.

Masson Trikrom.



Sekil 16. a, b) Iki mikrogram KMP iceren kollajen-kondroitin siilfat implant grubunun,
birinci hafta sonuna ait panoramik kesit mikrograflarinda defekt alani goriilmektedir. (c,
d): Ayni grupta kortikal kemik komsulugunda bag dokusu icinde yapilanan gen¢ kemik
trabekiilleri izlenmektedir.

C: Kortikal kemik, I: Implant, (*): Kalinlasmis periosteal bag dokusu.Ok: Kemik
trabekiilleri. x4, x4, x10, x10, H&E, Masson Trikrom. 5

Birinci haftanin sonunda, yalnizca kollajen-kondroitin siilfat implant uygulanan grupta,
defekt alanina bitisik kortikal kemik komsulugundaki hiicre agisindan zengin bag
dokusu katmani KMP igeren grupla karsilastirildiginda yaklasik esit kalinhkta olmasina

ragmen, KMP igeren gruptaki kadar iyi organize olmamusti.
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Kortikal kemik komsulugunda yer yer kikirdak alanlarina rastlandi (Sekil 17). Defekt
alaninin bos birakildigi gruba ait doku 6rneklerinde, kortikal kemige komsu bag dokusu

katmanin diger gruplara gore oldukg¢a ince oldugu saptand: (Sekil 18).

Sekil 17. Kollajen-kondroitin siilfat implant grubundan birinci haftanin sonuna ait
mikrograf. C: Kortikal kemik, I: Implant, (*): Kalinlasmis periosteal bag dokusu.Ok
bast: Kikirdak alanlari. x10, H&E

L 3

Sekil 18. Kontrol grubuna ait kesit mikrografinda birinci haftanin sonunda, kortikal
kemik (C) komsulugundaki ince periosteal bag dokusu (*) izlenmektedir. D: Defekt

alant. x10, Masson Trikrom
Ug Haftalik In Vivo Uygulamalarin Histolojik Sonuclar::
Ugtincti haftanin sonunda, 1 ve 2 mikrogram KMP iceren kollajen-kondroitin siilfat

implant gruplarinda defekt bolgesine komsu kortikal kemigin, ¢epegevre, kalin ve

oldukga diizenli spongiydz kemik dokusu ile kusatildig: saptandi. Bu bolgedeki kemik




trabekiilleri, ¢eperlerindeki aktif gériiniimlii osteoblastlari, rezorptif osteoklastlar: ve yer
yer aralarini dolduran ilik alanlariyla oldukga iyi organizeydi. Periosteum, implant
komsulugunda fizyolojik kosullarda oldugu gibi ince ve fibréz bir bag dokusu kat

goriintimiinii kazannmus olarak gézlendi (Sekil 19 a-d, 20 a-d).

Kollajen-kondroitin siilfat’nin, polimerik ag ile destekli dis kisminda, ileri derecede
kalinlagmig, mitotik olarak aktif periosteum iginde, yer yer yeni kemik trabekiillerinin
yapilandigr (Sekil 20d), ancak tikiz bag dokusu alanlarinin, polimerik ag1 ¢evreleyen
enkapsiilasyon alanlarim barindirir bigimde ¢ogunlukta oldugu saptandi (Sekil 19a,
20c¢).

Sekil 19. KMP (1 pg) igeren kollajen-kondroitin siilfat implant grubunda iigiincii
haftanin sonunda defekt alani. (a): Panoramik gériintiide defekte komsu, polimerik ag
ile destekli, distaki periosteal katin, merkezde, implantin i¢ine dogru uzandigi izleniyor.
Ag ¢evresindeki fibréz enkapsiilasyona dikkat edilmelidir. (b-d): Kortikal kemik
komsulugundaki geng spongiyéz kemik dikkati ¢ekmektedir. C: Kortikal kemik, I
Implant, (*): Incelmis periosteal bag dokusu.Ok: Kemik trabekiilleri. x4 , Ok bast:
Polimerik ag. x4, x4, x10, x10, H-E, Masson Trikrom.




Sekil 20. KMP (2 pg) igeren kollajen-kondroitin siilfat implant grubunda iigiincii
haftanin sonunda (a)’da panoramik olarak, (b)‘de, daha bliylik biyiitmede, defekte
komsu, iyi diizenlenmis siingerimsi kemik gézleniyor. (c)’de dis kistmdaki kalinlasmis,
mitotik olarak ileri derecede aktif periost iginde gen¢ kemik trabekiillerinin olustugu
alanlar gorilmektedir. C: Kortikal kemik, I: Implant, (*): Incelmis periosteal bag
dokusu. Ok: Kemik trabekiilleri. x4, x10, x10, H&E

KMP igeren kollajen-kondroitin siilfat implant gruplarinda, iigiincii haftanin sonunda
elde edilen bu yapisal gériintii, polimerin hem doku ile ileri derecede uyumlu oldugunu
gostermesi agisindan; hem de KMP ile beraber osteojenik stimiilatér etkisinin optimum
olmasi agisindan anlamliydi. Farkh dozlarda uygulanan KMP nin, ilk haftada periosteal

kemiklesmeyi uyarici etkisinin doz bagimli oldugu varsayilabilirse de, liglincll haftanin
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sonunda, uygulanan iki dozun, histolojik agidan birbiriyle anlamli bir farklilik
gostermedigi saptandi. Bu in vivo homeostatik mekanizmalarin KMP nin etkisini
antagonize ettiginin bir gdstergesi olarak yorumlanabilir.

Uglincii haftanin sonunda, yalniz kollajen-kondroitin siilfat implant uygulanan gruba ait
doku &rneklerinde, defekt alanina komsu kortikal kemik cevresinde gevsek bag dokusu
iginde geng kemik trabekiillerinin gelistigi, ancak olusan spongiyéz kemik dokusu
kaunin KMP’li gruplara gére belirgin olarak daha ince ve prematiir oldugu izlendi.
Defekt alaminin polimerik ag ile desteklendigi dis kisimda periosteal bag dokusunda
kemik trabekiillerine rastlanmadi. Bu alanda fibroz kapsiillerle ¢evrili polimerik ag
kesitleri izlendi (Sekil 21 a, b). Defekt alaninin bos birakildigi grupta, gerek kortikal
kemige komsu i¢ kisimda, gerekse periost komsulugundaki dis kisimda, birinci haftaya
gore daha kalin ve hiicreden zengin ve mitotik olarak aktif periosteal bag dokusu izlendi

(Sekil 22). Yeni kemik olusumu gozlenmedi.

a. b.

Sekil 21. Kollajen-kondroitin siilfat implant grubundan lglincli haftanin sonuna ait

mikrograflar. Polimerik agin cevresindeki fibréz enkapsiilasyon dikkat ¢ekmektedir. C:
Kortikal kemik, I: Implant, Ok: Prematiir kemik spikiilleri, Ok basi: Polimerik ag. x10,
H-E, Masson Trikrom
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Sekil 22. Kontrol grubuna ait kesit mikrografinda {igiincii haftanin sonunda, kortikal
kemik (C) komsulugunda ileri derecede seliiler kalinlagmis periost (*) izlenmektedir.

Gorlintii, periostun en kalin oldugu elde edilmistir. D: Defekt alam. x10, H-E
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Radyolojik Sonuclar

Radyolojik sonuglar deney gruplari ve zaman degiskeni arasinda anlamli bir etkilesim oldugunu
gostermektedir (E (3,19) = 3.9, p <0.05). Ayrica zamanin grup degiskenlerine ana etkisi de
anlamli bulunmugstur (F (3,19) = 3.8, p< 0.05; F (1,19) = 8.3, p<0.05). Radyolojik
degerlendirmeler sonucu kemik defektinin tyilesmesi 2 pg KMP tasiyan implant grubunda |
haftada diger gruplardan istatistiksel olarak daha iyi sonug vermistir. Ug hafta sonunda, 1 ug
KMP tagiyan implant gruplarmin radyolojik puanlari 2 pg KMP’li implantlarla ayni diizeye
ulagmigtir. Her iki KMP grubunun puanlarinin yalniz polimer ve yalniz hasar igeren her iki

kontrol grubundan daha yiiksek oldugu bulunmustur. (Tablo 3).

Tablo 5. Radyolojik Bulgular

. Zaman
Ornek (hafta)
1 3
I ng KMP yiiklii implantlar 1.0£0.0° 2.3+0.5°
2 pg KMP yiiklii implantlar 2.2+1.6° 2.3+£0.6°
Bos Implant 1.3+0.6° 1.0+0.0°
Hasarli kemik 1.3£0.3° 1.6£0.6°

a-b<0.5; b-c<0.5

Degerlendirmeler

Kemik bilytime faktorlerinin kemik hasarlarinin tedavisinde kullanimini miimkiin kilmak
amaciyla tamamen biyouyumlu ve biyobozunur polimerler kullanilarak yeni bir kontrollii salim
ve kirik stabilizasyon sistemi gelistirilmistir. Sistemin ilag¢ salim hizi1 in situ ve in vitro
ortamlarda hem model bir proteinle hemde KMP ile incelenmis ve kemik iyilegmesi icin gerekli
olan siirede, 6zellikle ilk tedavi déneminde (ilk 15 giin) ortama yeterli KMP salinmast
saglanmistir. Bu salim sitemini hem kemik hasar bdlgesinde sabitleyecek hem de kemige destek
verecek bir Vicryl ag yapi da istenilen dzellik ve sekilde hazirlanabilmistir. Ag yapinin mekanik
ozelliklerinin hazirlamada kullanilan biyobozunur iplik kalinliklariyla orantili olmasi ve kemik

boyutuna gére degistirilebilmesi, ilag salim sisteminde kullanilan polimerlerin tamamen
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biyouyumlu malzemeler olmasi ve salim hizinin istemli olarak artirilip azaltilabilmesi bu ikili

sistemin kemik kiriklarinin tedavisinde klinik uygulamaya sokulabilecegini diisiindiirmektedir.
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OZET
Kemik morfojenetik proteinler (KMP) kemik olusumunu uyarict 6zellikleri nedeniyle ¢esitli

kemik hastaliklari Gizerinde klinik arastirmalari yogun bir sekilde siirmekte olan proteinlerdir.
Kemik olusumundaki gli¢lii etkileri nedeniyle tedavide lokal olarak sadeée hasarli kemik
bolgesine uygulanmalari gerekmektedir. Bu amagla son yillarda KMP igeren degisik bircok
polimer ilag salim sistemi arastirilmistir. Bu klinik ihtiyact diistinerek KMP yiikli disk
seklinde ¢oziilebilir Kollajen ve kondroitin siilfat igeren tastyici bir sistem tasarlanmustir. /n

situ salim deneyleri model olarak segilen bir protein (floresan isaretli protein A) ile yapilmis




ve bunlarin sonucunda ¢ok yiiksek salim hizi (hemen hemen biitiin malzemenin 24 saatte

salindig1) gozlenmistir.  Coziinebilir kollajenin  yiiksek su baglanma kapasitesiyle
agiklanabilen bu problem sistemin poli(L-laktit), (PLLA) and siikroz asetat izobutirat (SAIB)
polimerlerinin karigimiyla kaplanmasi ile ¢oziilmiigtiir. Boylece model ilag icin sahm siiresi
12 gline uzatilabilmistir. Ayni sistemin KMP ile yapulan in situ salim deneyleri KMP ye dzel
ELISA kitleri ile yapilmis ve model ilagtan daha yavas salim ele edilmistir. KMP salimlari
ilacin yarisinin 15 giinde saldigim gostermistir. Osteoblast hiicreleri ile yaptlan in vitro
deneylerde 2 pg KMP igeren impantlarin ALP enzim aktivitesinde anlamli farkliliklar
bulunmustur.

KMP salim sisteminin in vivo uygulamalarinda kemikte hasarls bolgede sabitleyebilmek ve
aynt zamanda kemige destek saglamak amaciyla Vicryl ameliyat iplikleriyle oriilerek poli(L-
laktit-ko-glikolit) (PLGA) ile fiber baglama ile sabitlenmis bir ag hazirlanmistir. Kemikteki
iyilesme diizeyi iki zaman siireci (1 hafta ve 3 hafta) i¢in degerlendirilmistir. KMP tastyici
sistemin kemik olusumunu indiikleyici (osteoinductive) etkisi histolojik skorlama, x-1sinlari
(rontgen analizleri) ile degerlendirilmistir. in vitro deneyler KMP yiikli PLLA-SAIB
kaplanmis kollajen, kondroitin siilfat disklerinin iyi biyouyumluluk ve optimum osteojenik
uyarici etkisi oldugunu gostermistir. Histoloji mikrograflarindaki 1 hafta sonundaki yapisal
degisiklikler doza bagli periostta kemiklesme gostermektedir. 3 hafta sonundaki histolojik
bulgularda ise her iki dozda da (1 ve 2 4g) sonuglar kabaca aynidir.

ABSTRACT

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are osteoinductive proteins which are under intense
clinical investigation for use in various bone related treatments. Owing to their high potential
for new bone formation they require local application at the treatment site.,For this purpose
various polymeric delivery systems involving BMPs have been prepared in recent years.
Focusing on this clinical need a disc shaped BMP carrier was designed using soluble collagen
and chondroitin sulfate. In situ release studies were carried out with a model protein (FITC
labeled Protein A) indicated a very high rate of release; system released most of its protein
content within 24 h. This was expected from the high water binding property of the soluble
collagen and the rate could be decreased by providing a poly(L-lactide), (PLLA) and sucrose




acetate isobutyrate {SAIB) based coat around the release system following BMP loading. It
was thus possible té extend the release period to about 12 days for the model drug. fn situ
release of BMP from the same carriers as quantitated by an ELISA kit indicated an even
slower kinetics with 50 %5 of the protein released in 13 days. fp vitre studies involving
osteoblasts and 2 pg rthBMP loaded implants revealed a significant difterence in the ALP
elvities.

tn order o be able 1o keep the BMP delivery system at the bone defect site and also 1o provide
support and test the osteoconductive effect, a mesh knitted with Vieryl sutures and bonded
with poly(L-lactideco-glycolide) (PLGA) was used in the in vive applications. Two time
periods, 1 oand 3 weeks, were used 1o evaluate the healing process. Osteoinduction by the
HMP carder system was assessed by histology based bone sconng and X-ray examinations.
PLLA/SAIB coated collagen discs containing BMP presenied good biocompatibility and
opfimum osteogenic stimulation. Strucrural changes in histological micrographs at week |
indicated dose-dependent periosteal ossification. At the end of week 3 histological findings
with both BMP (1 and 2 2g) doses were almost the same,
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