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Ozetce— Yakin gecmiste ilk enjekte edilebilir kemik
greftlerinin kullamma sunulmasinin ardindan son yillarda
ticari iiriinlerin sayisinda ¢arpici bir artis meydana gelmistir.
Yiiksek su tutma o6zelligindeki hidrojel ile kalsiyum fosfat
tabanh seramik kompozitleri olarak gelistirilen enjekte
edilebilir kemik ikameleri 6zellikle ortopedi ve maksillofasiyal
uygulamalarda popiilerlik kazanmistir. Enjekte edilebilir
kemik greftleri, kemik dokusunu destekler, implantasyondan
sonra saglikh doku tarafindan emilerek, kemik dokusunda
yenilenmeyi saglar. Bu calisma kapsaminda cerrahi uygulama
sirasinda karistirma gerektirmeyen sentetik enjekte edilebilir
kemik greftlerinin gelistirilmesi hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler — Biyomedikal miihendisligi; Kemik
doku miihendisligi; Enjekte Edilebilir Kemik Greftleri;
Hidrojel; p-TCP

Abstract— In the late years, a dramatic increase in the
number of commercial products has emerged in recent
introduction of first injectable bone grafts. Bone substitutes
developed as highly water retained hydrogel structures and
calcium phosphate based ceramic composites have gained
popularity especially in orthopedics and maxillofacial
applications. These injectable bone grafts support bone tissue,
which is absorbed by healthy tissue after implantation,
allowing bone tissue regeneration. The aim of this study was
to develop synthetic injectable bone grafts that do not require
mixing during surgical application.

Keywords — Biomedical engineering; Bone tissue
engineering; Injectable Bone Graft; Hydrogel; B-TCP

I.  GIRIS
Artan niifus yaslanmasindan 6tiirii, osteoporoz giderek
artan oranda kemik kirigma yol agan yaygin bir tibbi
problem haline gelmektedir [1]. Mevcut ortopedik implant
malzemelerinin 6nemli bir dezavantaji, sinterlenmis kat1 ve
sert formda olmalaridir. Bu durum cerrahin uygulama
sirasinda cerrahi alanda greft malzemesinin istenilen sekle
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getirmesini giiclestirmektedir. Dolayisiyla olusan kemik
kaybi, saglikli ¢cevre dokularda travma ve cerrahi siirenin
uzamasi gibi olumsuzluklara neden olmaktadir [2,3].
Minimal invaziv cerrahi ydntemlerin gelistirilmesi ile
dogrudan enjekte edilebilir biyomalzemelere ihtiyag
duyulmaktadir. Ideal sentetik kemik greftleri enjekte
edilebilir, elle sekil verilebilir olmalidir ve viicut sivilari ve
hiicreler tarafindan bozunurken, kemik tutunmasini ve yeni
kemik olusumunu desteklemelidir [4,5].

Son zamanlarda, enjekte edilebilir kalsiyum fosfat
tabanli greftler, kemigin mineral fazi ile benzerligi ve in-situ
mineralizasyonu desteklemesinden dolayr umut vaat edici
kemik greftleri olarak kabul edilmektedir [6]. Kalsiyum
fosfat tabanli kemik greftleri toksik etki gdstermez,
biyolojik olarak uyumludur, viicut icinde reaksiyonu
tetiklemez ve en Onemlisi biyoaktif davranis sergileyerek
saglikli kemigin yeniden sekillendirilmesine ve entegre
olamasma yardimer olur. Kalsiyum Fosfatlarin en 6nemli
kisitlayic1 dzelliklerinden biri ise kirilgan yapisi ve zayif
mekanik mukavemetinin olmasidir bu da graniil ve blok
formdaki greftlerin uygulama alanimi daraltan 6nemli bir
etkendir [7-8].

Mevcut kisitlamalarin 6niine gegilmesi adina kalsiyum
fosfat tabanli greftlere tasiyici ajan olarak polimerik katki
malzemeleri, amino salisilik asit, fosforile kitosan kullanimi
yaygin aragtirma konusudur. Bunlarin arasinda en umut vaat
edici ajan hidrojel yapisina sahip olan sentetik polimerlerdir.
Polimer seramik kompoziti macun olarak kemik defekti
icine verilerek boslugun tam doldurulmasina olanak saglar.
Bu sekilde, bloklarin veya graniillerin  pratik
dezavantajlarinin gogunun iistesinden gelinebilir [9-11].

Bu calisma kapsaminda cerrahi uygulama sirasinda
ekstra karistirma gerektirmeyen B-TCP-Hidrojel tabanlh
kemik greftlerinin prototip ¢aligmalari yapilmustir.
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1. MATERYAL VE YONTEM

B-TCP sentezi kimyasal ¢oktirme yontemi ile
yapilmigtir. Kalsiyum/Fosfat (Ca/P) 1.5 olacak sekilde 0.2
M Diamonyum Fosfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) ve
Kalsiyum Nitrat Tetrahidrat ¢ozeltileri ayr  ayr
hazirlanmistir.  Amonyum ¢ozeltisi {izerine kalsiyum
¢ozeltisi damla damla konulmustur ve Amonyum Hidroksik
kullanilarak pH=8’e esitlenmistir. Siizme ve kurutuma
islemi sonrasi tozlar 5°C/dk 1sitma hiziyla 12 saat boyunca
sinterlenmistir.

Hidrojel yapisinin elde edilmesi icin seliilloz tabanl
polimer kullanilmigtir. %2’lik viskoz polimer ¢ozeltisi elde
edildikten sonra belirli oranda B-TCP tozu ile 6zel bir
karistiricida karigtirilmig ve macun kivami elde edilmistir.
Elde edilen macun enjektorlere doldurulmus ve buhar ile
sterilite edilmistir.

Jellerinin viskozitesi 22 °C'de bir Vibro Viskometre (SV
100, A & D Company, Ltd, Japonya) kullanilarak
dlciilmiistiir. Olgiimler, viskozite degerleri sabitlenene
kadar kaydedilmistir.

Uretilen enjekte edilebilir kemik greftlerinin biyolojik
etkisi ISO 10993-5 Standardina uygun olarak test
edilmistir. Test numunesinin biyolojik etkisi L929 fare
fibroblast hiicre kiiltiirinde numune ekstrat1 kullanilarak
degerlendirilmistir. Ekstrat Codzgeni olarak Eagle's
Minimum Essential Medium (MEM) (Sigma-Aldrich) , ve
%10 Fotal Sigir Serum (Sigma-Aldrich St. Louis, MO ) ve
%1 Penisilin-Streptomisin (Gibco, Grand Island, US)
katkilari kullanilmistir. Monolayer hiicre tabakasmin
iizerine numune ekstrati, pozitif ve negatif kontrol
eklendikten sonra 37°C, %5 CO2 igeren ortamda 24 saat
inkiibe edildi. Pozitif kontrol olarak toksik etkiye sahip
Lateks, negatif kontrol olarak toksik etkisi bulunmayan
Yiiksek Yogunluklu Polietilen (HDPE) kullanilmustir.
Daha sonra kuyulara %10 MTT (Vybrant ® MTT Cell
Proliferation Assay Kit -Invitrogen) iceren MEM
eklenerek 3 saat inkiibe edildi ve siire sonunda kuyulardaki
besi ortam1 DMSO ile degistirilerek homojen dagilmasi
icin ¢alkalaicida 5 dakika bekletildi. Biyolojik etki 570 nm
dalgaboyunda spektrofotometrede (Synergy™ HTX,
BioTek, Winooski, VT, USA) degerlendirildi.
Yasanabilirlik hesaplanarak {irtiniin hiicreler iizerindeki
sitotoksik etkisi degerlendirildi.

Genotoksisite analizi i¢in in vitro mikronukleus analizi,
3 saglikli, geng, sigara kullanmayan vericilerinden elde
edilen periferik kan lenfositleri ile gergeklestirildi. Kan
hiicreleri, 20 ug / mL PHA (Sigma-Aldrich St. Louis, MO
ile desteklenmis hiicre kiiltiirii ortami ile 37 © C ve % 5 C02
iceren ortamda kiiltiire edildi. 24 saat sonunda hiicre
kdiltiirii ortami uzaklastirilarak hiicreler 48 saat boyunca 5
mL numune ekstrati, pozitif ve negatif kontol igeren
ortamda inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol olarak
Mitomisin C, Negatif Kontrol olarak Taze besi ortami
kullanilmigtir.  Kiiltiir  siiresinin  44. saatinde kiiltiir
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tiiplerine 6 ng / mL sitokalazin B (Sigma-Aldrich St.
Louis, MO eklemesi yapilmistir. 72 saat sonunda hiicreler
mikroskop lamlarina sabitlenerek Giemsa boyamasi
yapilmigtir. Mikronukleus sayisi, 1000 hiicre / slaytta
mikroskobik olarak analiz edilmistir.

III. SONUCLAR VE TARTISMA

B-TCP-Hidrojel tabanl elle sekil verilebilir macun
kivamindaki greftlerin buhar sterilizasyon 6ncesi viskozite
degeri 83.9 + 2.4 mPas olarak kaydedilmistir. Sterilizasyon
sonrasi degerleri 81.4 mPa s ( & 1.9) olarak kaydedilmistir.
Bu degerler dogrultusunda buharli sterilizasyonun
hidrojelin yapisinda degisiklik meydana getirmedigi

sonucuna vartlmastir.

P-TCP-Hidrajel
Grett

1

1im

Hilcre Yaganabliidik Oram %
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Sekil 1. Sitotoksisite Testi Sonuglari

Sekil 1°de goriilen sitotoksisite testi sonuglarinda
Pozitif Kontrol 100 olarak alindiginda, hiicre iizerinde
toksik etki beklenen negatif kontrolde yasanabilirlik orani
%?3 olarak goriiniirken iiretilen enjekte edilebilir greftlerde
bu oran %98 civarlarindadir. Uretilen greft malzemelerin
sitotoksik etkisi olmadig1 ve hiicre dliimiine yol agmadig:
belirlenmistir.

Genotoksisite analizinde hiicredeki genetik
materyaldeki hasarin belirlenmesi i¢in mikroniikleus testi
yapilmistir. Genetik hasarin olusmasi durumunda tam
cekirdek  boliinmesi  gerceklesememekte ve  hiicre
¢ekirdeginin - yaninda  mikroniikleuslarin  varligida
saptanmaktadir. Tablo 1’de gosterilen sonuglarda {iretilen
greftlerin mikroniikleus yiizdesi istenilen aralikta oldugu
(>5) gorilmektedir. Bunun sonucunda malzemenin
genetoksisk etkisi olmadig1 goriilmiistiir.
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Detaylar Mikroniikleus Yiizdesi
Enjekte
Edilebilir Kemik 4.2%
Grefti
0
Negatif Kontrol 2.3%
0
Pozitif Kontrol 36%

Tablo 1. Genotoksisite Testi Sonuglart

Calismanin bir sonraki basamaginda iiretilen Enjekte
edilebilir B-TCP-Hidrojel tabanli kemik greftlerinin
degredasyon testinin yani sira in-vivo terstlerine de
baglanmasi hedeflenmektedir.
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