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OZET
Kemik Defekti Olusturulmus Osteoporotik Ratlarda Bor Nitriir Ve/Veya Hidroksiapatit

Bilesiklerinin Etkisinin Arastirilmasi

Amagc: Bu calismanin amaci farkli konsantrasyonlarda BN ve/veya hidroksiapatit igeren
PLGA scaffoldlariin osteoporotik sicanlardaki kemik defekti {izerinde etkilerini aragtirmaktir.

Materyal ve Metot: Calisma 10 disi sican grubu tizerinde gerceklestirildi. Bu gruplardan
9 tanesine osteoporoz indiikklenmesi amaciyla ovariektomi yapildi. Saglikli hayvanlar kontrol
grubu olarak kullanildi (Grup 1). Ovariektomi operasyonundan 12 hafta sonra tiim osteoporotik
sican femurlarinda standart-kritik derecede olmayan defekt (3 mm ¢apinda) olusturuldu. Farkli
konsantrasyonlarda BN-HA i¢eren PLGA skaffoldlar defektli alana yerlestirildi ve cerrahi alan
kapatildi. Bir grupta defekt olusturuldu ancak PLGA uygulamast yapilmadi (Grup 2).
Operasyondan sonraki 1, 2 ve 4. haftalarda BT goriintiileri ¢ekilen gruplardan doku &rnekleri
toplandi. PLGA scaffoldlar1 hi¢c BN-HA icermeyen (Grup 3), %10 HA igeren (Grup 4), % 2.5 BN
+ % 10 HA, % 5 BN + % 10 HA veya % 10 BN + % 10 HA igeren (Grup 5, 6 ve 7), ve sadece %
2.5, % 5 veya % 10 BN iceren gruplar (Grup 8, 9, 10) olarak siniflandirildu.

Bulgular: Operasyondan sonraki 1. ve 2. haftalarda herhangi bir iyilesme izlenmedi.
Ancak 4. haftada % 10 HA, % 2.5 BN + % 10 HA, % 2.5 BN ve % 5 BN igeren gruplarda ve
ozellikle % 2.5 BN + % 10 HA grubunda iyilesme bulgulari mevcuttu. Real Time PCR
analizlerinde osteopontin ve kemige spesifik alkalaen fosfataz gibi baz1 kemik iyilesme
parametreleri incelendi. BN igeren PLGA skaffoldlari sadece PLGA gruplarinda daha iyi bulgular
verdi. Histopatolojik incelemeler de BT bulgularini ve Real Time PCR bulgularini destekler
nitelikte idi.

Sonug: Bu calisma BN ve/veya HA iceren PLGA skaffoldlarinin osteoporotik siganlarda
kemik iyilesmesini artirdigini géstermistir. Ayrica galisma osteoporotik kemik defektlerinin

tedavisinde doktorlar ve miihendisler i¢in BN’yi yeni bir hedef olarak ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bor Nitriir, Hidroksiapatit, Kemik Defekti, Osteoporoz, PLGA, Rat
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ABSTRACT

Effects of Boron Nitride and/or Hydroxyapatide Compounds on Bone Defect in

Osteoporotic Rats

Aim: This study investigated PLGA scaffolds including different concentrations of BN
and/or HA on bone defect in osteoporotic rats.

Methods: This study performed in 10 female rats groups, nine of them underwent
ovariectomy to induce osteoporosis. Heathy ones were control rats (Group 1). Twelve weeks after
ovariectomy a standard non-critical size defect (3 mm diameter) induced in osteoporotic rats’
femurs. PLGA scaffolds containing different concentrations of BN+HA located in defected area.
In one group defect induced but no PLGA applied (Group 2). At the 1%, 2" and 4™ week after
operation, CT images obtained and tissue samples collected. PLGA scaffolds classified as the
ones with no BN + HA (Group 3), only 10 % HA (Group 4), with 2.5 % BN + 10 % HA, 5 % BN
+ 10 % HA or 10 % BN + 10 % HA (Groups 5, 6 and 7) and only 2.5 %, 5 % or 10 % BN
(Groups 8, 9 and 10).

Results: In 1%t and 2" weeks after operation any healing could not recognized. At the 4™
week healing observed in groups treated with PLGA scaffolds containing 10 % HA, 2.5 % BN +
10 % HA, 2.5 % BN and 5 % BN, especially in 2.5 % BN + 10 % HA. In Real Time PCR
analyses osteopontin and bone specific alkaline phosphatase investigated. PLGA scaffolds
containing BN exerted better results that only PLGA groups. In addition, histopathological
analyses were supporting our CT and Real Time PCR results.

Conclusions: This study showed that PLGA scaffolds containing BN and/or HA
significantly increased bone healing in osteoporotic rats. This study suggested BN as a new target

for treating osteoporotic bone defects for medics and engineers.

Key words: bone defect, boron nitride, hyroxyapatide, osteoporosis, PGLA, rat



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BMD : Kemik Mineral Yogunlugu (Bone Mineral Density)
BMP-2: Kemik Morfojenik Protein (Bone Morphogenetic Proteins)
BN  : Bor Nitriir

cDNA :Komplementer Deoksiriboniikleik Asit (Complementary

Deoxyribonucleic Acid)

BT : Bilgisayarli Tomografi

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DPA : Cift Foton Absorpsiyometri (Dual Photon Absorptiometry)

DXA : Dual Enerji X-Ray Absorptiometre (Dual-Energy  X-Ray

Absorptiometry)

FBS : Fetal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum)

FDA : Gida ve Ilac Idaresi (Food and Drug Administration)
HE : Hematoxylin and Eosin Boyama

HA  : Hidroksiapatit

Hap : Hidroksiapatit

IEN  : Interferon

IGF : Insiilin benzeri biiyiime faktor

IL . Interlokin

OC : Osteocalcin



OP DEF: Osteoporosis Defekt

OP  : Osteopontin

PBS : Fosfat Tamponu (Phosphate buffered saline)

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

PDGF : Trombosit tiirevli biiyiime faktorti (Platelet-derived growth factor)

PLGA : poly(lactic-co-glycolic) acid

PQCT : Periferal QCT

PTH : Teraparatid

QCT : Kantitatif Bilgisayarli Tomografi (Quantitative Computed Tomography)

QUS : Kantitatif Ultrason (Quantitative Ultrasound)

RANKL: Niikleer Faktor kappa B ligandinin reseptor aktivatorii (Receptor

activator of nuclear factor kappa-B ligand)

RNA : Riboniikleik asit (Ribonucleic acid)

SERM: Selektif Ostrojen Reseptdr Modiilatorii

SR : Stronsiyum Ranelat

SPA : Tekli foton absorpsiyometrisi (Single Photon Absorptiometry)

SXA : Tek Enerji X-Ray Absorptiometre (Single-Energy X-Ray

Absorptiometry)

TGF-B: Transforme edici biiyiime faktori (Transforming growth factor)

Xl



Th : T yardimcei hiicreler (T helper cells)

TNF : Tumor Nekroz Faktorii (Tumor necrosis factors)

TRAP : Tartarat Direngli Asit Fosfataz (Tartarate Resistant Acid Phosphatase)
VEGF : Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (Vascular endothelial growth factor)
WHO : Diinya Saglik Orgiitii (The World Health Organization)

B-ME : B-merkaptoetanol (-mercaptoethanol)

Xl
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1. GIRIS

Kemik ¢esitli kisimlardan olusan ve ¢ok iyi organize olmus Kalsifiye bir destek
dokudur. Destek doku olmasi geregi; kemigin mekanik, koruma ve metabolik olmak
tizere Ui¢ (3) temel gorevi vardir.

Cagimizda ortopedik patolojiler igerisinde yer alan kemik mineral dokusunda
meydana gelen azalma ve buna bagli olarak kemik kiitlesinin azalmasi sonucunda
kemik kirilganligi artmaktadir. Bunun sonucunda olusan osteoporoz, hayat kalitesine
etki eden bir kemik hastaligidir. Bilindigi iizere kemik oldukg¢a sert bir yapiya sahip
olmakla beraber olduk¢a da aktif bir dokudur. Osteoporoz olusumu ve onun tedavisi
kemigin, birgcok hormonal, biyokimyasal ve hiicresel etkinligi gibi ¢esitli biyofaktorlere
baghdir .

Osteoporoz tedavisinde ilk amag¢ azalan kemik minerilizasyonunu yeniden
kazanmaktir. Bu amagla osteoporozun tedavisinde bir¢ok farmasotik aktif madde
gelistirilmektedir. Bu farmakolojik ajanlar igerisinde baslicalar1 kalsiyum, D vitamini,
selektif dstrojen reseptor modiilatorleri (SERM), bifosfonatlar, stronsiyum ranelat (SR),
paratiroid hormon, kalsitonin sayilabilir.? Osteoporoz tedavisinde en yaygin olarak
kullanilan ise osteoklast aktivitesini engelleyen bisfosfanatlardir.®

Bilindigi lizere osteoporozun en Onemli  klinik  06zelligi  kemik
mineralizasyonunun azalmasi ve buna bagl gelisen kemiklerde kirik ve defektlerin
meydana gelmesidir. Geleneksel farmakolojik ajanlar diginda, olusan kemik
defektlerinin yeni tedavileri arasinda ozel greftlerin yerlestirilmesi giderek onem arz
etmektedir.

Arastirmalar; en ideal biyomateryal se¢imi yapilirken, olusabilecek
komplikasyonlart minimuma indirmeyi amagclar. Ortopedik biyomateryallere bagh
komplikasyonlarin olusumunda konagin durumu ve lokal dokularin durumunun yam

1



sira biyomateryallerin mekanik ve biyolojik 6zellikleri, uygulama sekli ve teknigi de

¢ok onemlidir.

Doku miihendisligi alaninda kemigin yeniden rejenerasyonu icin kullanilan
biyoaktif camlar ile yapilan son g¢aligmalar arasinda bor mineralinin kullanilmasinin
kemik gelisimini destekledigi tesbit edilmis ve borun kemik olusumu igin faydal
oldugu yoniinde destekleyici kanitlar ortaya cikmistir.*® Yapilan calismalarda bor
elementinin kemik saghiginda olduk¢a 6nemli oldugu gosterilmistir.’ Ayn1 zamanda
yapilan bagka bir ¢alismada ise karboronun osteoporoz tedavisinde 6nemli olabilecegi
gosterilmistir.% Literatiire baktigimizda bu ¢alismalardan ayr1 olarak bor ve tiirevlerinin
osteoporozu Onlemede ve kemik saglhiginda olan rollerini gosteren c¢alismalar

genisletmemizin miimkiin oldugunu gérmekteyiz.

Gilinlimiizde artan is temposu ve trafik kazalar1 sonucunda; kemik kiriklariyla
daha sik karsilasilabilmekte ayni zamanda beklenilen yasam siirelerinin artmasi ile
osteoporaza bagli kemik kiriklar1 da artmaktadir. Rutinde kemik iyilesmesini
hizlandirmak i¢in uygulanan ve bdylece hastaneye yatis siiresini kisaltan birgok cerrahi
yontem bulunmaktadir. Bu yontemleri, kisaca siralayacak olursak; baslica gesitli plaklar
ve vidalama yontemleri ile intramediiller ¢ivileme yontemi bu cerrahi girigsimler
arasinda yer almaktadir. Ortopedide en fazla kullanilan malzemeler (¢ogunlugu metalik

implantlar) mekanik dayanikliliklari nedeniyle tercih edilmektedir.

Doku miihendisligi ile gelistirilen bor tasiyicili greftlerin kemik defektinin
gelismesine katki sagladigi, borun bu iliskiden dolay1 osteoindiiktif ve osteokondiiktif
bir potansiyele sahip oldugu ve de klinik bakimmdan da uygulanabilir.® oldugunu
gosteren caligmalar bu alana olan ilgimizi arttirmistir.  Osteoporozu ve ona baglh

gelisebilecek kemik kiriklarint bir arada diislindiigiimiizde ayn1 anda iki patolojiyi



diizeltmede 6zellikle osteoporotik kiriklarin iyilesmesini hizlandirmada bor elementin
Oonemli olabilecegini gérmekteyiz.

Calismamizin amaci deneysel olarak ratlarda olusturulan osteoporozis zemininde
femur kemik defektinde scaffolda farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis bor nitriir
ve/veya hidroksiapatit bilesiklerinin etkisinin arastirilmasi ve boylelikle osteoporozun
ve osteoporoza bagli olusan kemik defektlerinin tedavisinde bor nitriiriin etkilerinin

incelemesi ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusu

Kemik doku; temelde kas yapilarini desteklemekle beraber merkezi sinir sistemi
ve organlarin etrafin1 sararak koruma gorevi iistlenmektedir. Bununla birlikte basta
kalsiyum, fosfat gibi iyonlarin deposu olarak da gérev almaktadir.!! Ayrica hematolojik
ve endokrinolojik gibi birgok metabolik 6zelligi olan aktif bir dokudur.?

Kemik doku; organik ve inorganik olmak iizere iki farkli 6zellikteki yapidan
olugmaktadir. Kemigin organik kisimlarindan baska inorganik kisimlarini olusturan
matriks yapi bilesenleri kemige yapisal katkilar saglamaktadir.™®

Kemik, korteks alani olarak isimlendirilen yogun kemik iligi ile ¢evrili kisimdan
ve trabekiiler bolge olarak isimlendirilen, agimsi bir yap1 ile gevrili olusumlardan
meydana gelir. Korteksin dis yiizeyini periosteum i¢ yiizeyini ise endosteum olarak
isimlendirilen zarlar ile ¢evrilidir.

Periosteum fibroz bir dokudur ve osteoblast, osteoklast, sinir lifleri ve kan
damarlarint igerir. Bu yapilar kemigin beslenmesini saglar ve en Onemlisi kemik
kiriklarmin yeniden tamirine olanak saglamaktadirlar. Endosteum ise korteksin ig¢
yiizeyini kaplayan tek tabakali bir hiicre diziliminden meydana gelmis ve kan
damarlarini ihtiva eden membrandz bir tabakadir. Kemigin trabekiiler alan1 agimsi bir
yapiya sahiptir ve endosteum ile beslenir. Yenidogan ve kirik iyilesmelerinde
gerceklesen remodellingde énemli rol oynarlar .4

Yetiskin iskelet sistemi olgunlastiktan sonra remodeling olarak isimlendirilen
kemigin yeniden sekillendirilmesi siirecinde hiicresel yapilar gorev almaktadir.’® Bu
hiicresel faliyetler, kemik olusumu ve bozulmasi arasinda ince ayarli bir dengeye dayali
bir siirectir. Bu siire¢ baslica osteoblast ve osteoklast olarak isimlendirilen fonksiyonel

olarak birbirlerine zit iki hiicre grubu tarafindan gerceklestirilmektedir.'®



2.2. Kemik Hiicreleri

Osteoblastlar; mezensimal kok hiicrelerden koken alirlar ve kemik matriksinin
olusumu ve kemigin mineralizasyonundan sorumludurlar .** Kemikte bulunan
hiicrelerin % 4-6’sin1 olusturmaktadir.'’ Osteoblastlar, kemik olusumunun yaninda
sitokinlerin salgilanmasini ve hiicreye dogrudan temas ile osteoklastlarin farklilagmasini
diizenleyen hiicrelerdir.*®. Osteoblastlardan sentezlenen IGF-I (insiilin Benzeri Biiyiime
Faktorii-1), kemik dokusunda potansiyel bir kemokin olup osteoblastlarin kemik
dokuyu olusturmalari sirasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.'® Kemik rezorbsiyonunda
osteoblastlar, osteoklastlar ile birlikte gorev almaktadir .18

Osteoklastlar; hematopoietik tiirevli hiicreler olup monosit ve makrofaj tiirii

20 Kemik rezorbe etme kabiliyetine sahip bu hiicre tipi,

hiicreler ile baglantilidir.
kemiklerden mineral ¢oziinmesini kolaylastirirlar .2

Osteositler; destek yapt ve kemik metabolizmas1 ic¢inde osteoblastlari
farklilasmis sekilde temsil ederler .2* Osteositler kendilerinden ¢ikan sitoplazmik bir ag
ile hem diger osteositler ile hemde kemik yiizeyini doseyen hiicreler ile baglantili
haldedirler.?? 2 Osteositler dstrojen eksikligi ve glukokortikoid tedavisi sirasinda zarar

gdrmekte ve kemik yapisin1 bozmaktadir.?* 2°

2.3. Matriks

Kemik, hiicresel yapilarin yaninda hiicresel olmayan organik ve inorganik
komponentlerden de olusmaktadir. Kemik matriksinin % 69’unu olusturan inorganik
kisim ki; bunun % 99°u hidroksiapatittir. Organik kisim ise kemik matriksinin % 22’sini
meydana getirmekle beraber % 90 gibi biiyiikk bir kismi kollejen molekiiliinden
olusmaktadir. Bunun disinda kollejen olmayan proteoglikan, sialoprotein ve

glikoproteinlerden olusmaktadir.!*



2.4. Kirik lyilesmesi

Kemik kiriklari, diisme, trafik ve spor kazalar1 ve benzeri durumlarda ¢ok yaygin
karsilasilabilecek ¢ok 6nemli ortopedik vakalardir.?®

Kemik kiriklarimin iyilesmesi, yeni kemik dokunun tekrar eski halini almasi,
birbirini igerisine ge¢mis bircok karmasik fizyopatolojik olaylar zincirinin
tamamlanmasiyla gerceklesir. Iyilesmede kemik medullas: ile birlikte yumusak doku

cevresinde periosteumu da kapsayan kompleks ve karisik islemler nemli rol oynar.?’-%°

S6zii edilen bu fazlar; inflamasyon fazi, tamir faz1 ve remodeling fazlaridir.2%-3?

A TS, RO,
A e

inflamasyon Tamir Remodeling

Sekil 2.1: Kirik iyilesme Donemleri: Sirasi ile Inflamasyon, Tamir ve
Remodeling.%

Inflamasyon faz1 kemik kirig olusumundan kisa bir siire sonra ortaya gikar ve
bir hafta siire ile devam eder. inflamasyon sonucunda kirik bdlgede graniilasyon dokusu
ortaya ¢ikar. Tamir faz1 ise reaktif donem olan inflamasyondan hemen sonra baslar ve
kallusun olusumu ile iligkilidir. Kirik iyilesmesinin son safhasi ise iki ayda gelisen

yeniden sekillenme (remodeling) asamasidir.?®



2.4.1. inflamasyon Fazi

Kemigin kirilmasi ile kemik iginde ve damarlarda kopmalar olmakla beraber
yumusak dokuda da hasar olusur. Bu hasar sonucunda inflamatuar kaskad devreye
girer.®® Kinig ¢evreleyen yumusak dokuda vazodilatasyon sonucu akut inflamasyonla
beraber 16kosit ve plazmadan olusan eksiida belirir.3* 3 Kirik kemiklerin ug¢ bélgesinde
travmanin derecesine gore kirik boslugunda fibrinojen fibrine doniiserek hematom
formasyonunu gelistirir. Bu hematom hipoksi ve diisik pH ile karakterizedir ve
anjiyogenezin de meydana gelisi kirik noktasindaki kalintilarin temizlenmesi i¢in hiicre
ve mediatorlerin ortamda toplanmasini saglamaktadir.®? Endotel hiicreleri, 6nceden
mevcut olan periost damarlar ile kirtk kemik ucuna go¢ eder ve hematom icerisinde
yeni kan damarlarmi olustururlar.®® Bu inflamasyon reaksiyonlar1 gesitli molekiiler

faktorleri ve yerlesik doku ve hiicrelerini uyararak onarim akisini baslatir.3’-3

2.4.2. Tamir Faz1
Tamir fazi, kirik iyilesme bolgesinde kirigin anatomik konumuna ve mekanik

kosullara bagldir.®?

Bu faz kirik iyilesmesinde en onemli kisim olup, kirik olusumu
sirasinda etkisi baglar ancak asil etkisi daha sonraki giinlerde ortaya ¢ikar. Burada
onarimda rol oynayan en Onemli hiicreler mezensimal kokenli hiicrelerdir. ilk
farklilasan hiicre fibroblast hiicreler olup, bunu sonra kondroblastik hiicreler ve

osteoblastlar hiicreleri takip eder. Sirasi ile fibroblastlar kollejen, kondroblastlar

kollajen ve glikozaminoglikan, osteoblastlar ise osteoidi salgilarlar.*

2.4.3. Remodeling Fazn
Kirik boslugu yeni kemik yapilari ile doldurulduktan sonra primer kemik
iyilesmesi benzeri osteon olusumu baslar ve lamelli kemik tamir edilir.3? IL-1, TNF gibi

bazi sitokinler ve BMP-2 seviyeleri hala yiiksek olmakla beraber bir¢ok sitokin miktari



azalmaya baslar.?® 3" Hipervaskiilarizasyon azalarak kirilma &ncesi seviyelerine geri

gelir.*! Nihai olarak kemik yeniden eski halini alir.

2.5. Kemik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Kemik iyilesmesinin de; kemik minerilizasyon homeostazi, kemik
remodelizasyon ve kemik matriksini meydana getiren yapilar etkili olmaktadir.
Kemiklerde osteoidler kemigin optimum olarak dayanikliligini saglamakla beraber
diger yandan kalsiyum ve fosfat metabolizmalar1 da kemik homeostazinda 6nemli

gorevler iistlenmektedir.*2

Kemik mineralizasyonunda D vitamini seviyesinin olagandan diisiik ve yetersiz
olusu kalsiyum absorbsiyonunu azaltmaktadir. Bu sebeple kemiklerde osteoid matriks
minerilizasyonu da azalmaktadir. Bununla birlikte paratiroid hormonunun fazla
sentezlenmesi, hipogonadizm ve hipertiroidism gibi durumlarda kemik mineral

homeostazini etkilemektedir.*34

Kollajenik kemik matriksi kemik iyilesmesini etkileyen faktorlerden biridir ve
kollejen tip | kemik matriksinin %90-95’ini olusturur. Kollejen tip I kemikte yapisal
olarak kemik biitinliigiinii saglar ve bircok nedenden olusabilecek olan gerilim
kuvvetine karsi kemigi korur. Kollajen tiretimi kirik iyilesmesini etkilemekle beraber
kemik kirtlganhigini da etkilemektedir. Kollajen tiretimi, genetik mutasyonlar ve marfan
sendromu gibi elastin iiretiminin olmadigl durumlarda azalmakta ve kemik gelisimi

dogrudan etkilenmektedir.*?

Osteoporoz kemik kirilmalarinin en 6nemli sebeplerinden bir tanesidir. Erkek ve
kadinlarda kemik kiriginin % 20’si osteoporozun neden oldugu mineral kayiplarindan

olusmaktadir.®® Bu kosullar altinda kirilgan yapinmn uygun bir tedavi ile ortadan



kaldirilmasi hem osteoporoz hemde kemik kiriklarinin tedavisinde 6nemini bir kat daha

arttirmaktadir.

2.6. Osteoporoz
Osteoporoz gozenekli kemik anlamina gelen (porous bone) kemik mineral

yogunlugunun azalmasi ile karakterize bir kemik hastaligidir.*®

Diinya genelinde
osteoporoz kiriklar1 biiyilk morbidite ve mortalite oranlarina sahiptir.*® Ozellikle
postmenapozal kadinlarda etkilerini gosteren ve de diinya genelinde sik rastlanan bir
halk saghgt sorunudur. Diinya ¢apinda gozlenen osteoporozun en dramatik
sonuclarindan biri kemik kiriklaridir. Ug kadindan biri ve elli yas iistii bes erkekten
birinin osteoporotik kiriktan yakindiklari tesbit edilmistir. Avrupa’da tahmini olarak
yirmi iki milyon kadin ve bes buguk milyon erkek osteoporozlu birey oldugu var
sayillmaktadir. Osteoporoz kiriklarinda basta kalga kiriklari olmak {izere sirasi ile
omurga, 6n kol, pelvis, kaburga ve femur kiriklar1 oldukca fazla karsilagilan ortopedik
patolojilerdir.*®

Osteoporoz uzun zaman siiren, asamali ve agrisiz bir sekilde gelisen, genellikle
belirti gostermeden seyredebilen 6nemli bir halk saglik sorunudur.

Osteoporoz gelismesi birgok faktore bagli olabilir. Bu faktorleri sabit ve
degisken faktorler olmak {izere iki ana gruba ayirabiliriz. Degismeyen faktorler; yas,
cinsiyet, ailede osteoporoz Oykiisii, onceki kirik ge¢gmisi, menapoz veya histerektomi,
uzun donem glukokortikoid tedavisi, diger romatizmal hastaliklarin varligi ve erkek
bireylerde hipogonadizmdir.>%-5

Degisken faktorler arasinda ise alkol ve sigara kullanimi, diisiik viicut kiitle
endeksi, zayif, yetersiz beslenme ve buna bagl olabilecek D vitamin yetersizligi, yine
kalsiyum aliniminda yetersizlik, hareketsiz bir yasam tarzi ve sik diisme yer

almaktadir.>* %®



Osteoporoz riskini azaltmak icin ilk strateji egitim yolu ile kemik sagliginin
gelistirilmesi olmalidir.%® Belirlenmis genetik faktorler disinda bireyin diyet, hareketli

bir yagam tarzi osteoporoz olusum riskini azaltmaktadir.

2.6.1. Osteoporozun Temel Fizyopatolojisi

Yetiskin bireylerde kemik kiitle miktarlar1 ve buna bagl olarak kemigin mineral
kayip miktarlar1 hemen hemen birbirleri ile benzer olmaktadir. Bu yapilar basta genetik
faktorler ile belirlenirken bunun yaninda beslenme, hareketli bir yasama tarzi, hormonal
durum ve genel saglhk durumu gibi faktorler bireyin kemik yapisina etkilidir.>’

Normal sartlar altinda kemik doku devamli kendini yenilerken bu dengenin
osteoporoz ile bozulmasi ile kemik kayiplari olusmaya baslar. Bu durum ilerleyen yas
ve kadinlarda menapoz ile artarak devam eder. Bu durum iskelet sisteminde diizensiz

bir kemik yapisinin olugmasina ve buna bagli olarak kirilma risklerinin artmasinda

8

onemli rol oynar.®

Normal Kemik Yapisi Osteoporotik Kemik Yapisi

Sekil 2.2. Normal kemik ve osteoporotik kemik mikroskobik yapilar1.*
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2.6.2. Osteoporoz Tanisi

Osteoporoz olusma riski altmis yas lizeri erkek ve bayanlarda oldukga fazladir.
Bununla beraber geng kimselerde de kemik kiitle endeksinin diisiik olmasi1 ve kemik ile
ilgili diger patolojik durumlarda osteoporoz riskini oldukga arttirmaktadir.

Osteoporozun gelisimi ¢ogu zaman fark edilemezken bu patolojinin
belirlenmesinde bir¢cok goriintiileme tanmi1 teknigi ve biyokimyasal laboratuar testleri
kullanilmaktadir. En basta bireyin durus seklinin degismesi ve boy kisaliginin
belirlenmesi gibi fiziksel muayenelerin yapilmasi osteoporoz degerlendirilmesi i¢in esas
olabilmektedir. Bununla birlikte osteoporozun ikincil nedenleri laboratuar testleri ile
belirlenebilir. Kirik riskinin belirlenmesi, onlenmesi ve osteoporozun tanisinda en
yaygin kullanilan tan1 yontemi BMD (Bone Mineral Density) 6l¢iimleridir.%°

Bir ¢ok ¢esidi olan BMD testinin en yaygin olarak kullanilant DXA (dual-energy
X-ray absorptiometry) dir. DXA az miktardaki kemik kayiplarini tesbit edebilen ve
diisiik radyasyon yayan bir x 1s11dir. Basta omurga ve kal¢a kemiklerinin yogunlugunu
dlcebildigi gibi tiim iskelet yapisinin kemik yogunlugunu da belirleyebilmektedir.®

DXA’nin bir¢ok ¢esidi bulunmaktadir.

Bunlar; DXA (periferik DXA) onkol, parmak ve topuk kemik kiitlesini, SXA
(tek-enerji X-15m1 sogurma) topuk ya da bilegi, DPA (dual foton absorpsiyometre)
omurga, kalca ya da toplam viicudu, PQBT (periferik QCT) 6nkol 6l¢iimii yapar ve
KUS (Sayisal Ultrason) topuk veya parmak icin ses dalgalarii kullanarak ol¢iimii
gerceklestirir.

Diinya saglik orgiitii osteoporozun belirlenmesinde t-skoru olarak adlandirilan
bir dizi tamimlamistir. T skoru geng yetiskin kimselerin ortalama kemik yogunlugu

alinarak standartlasmistir.%?
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Diinya Saghk Orgiiti (WHO) t-skoru icin dort temel tam Katagorisi
saptamustir.5® Bunlar;

Normal: 0-0.99

Osteopeni: -1- (-2.49)

Osteoporoz: <-2.5

Siddetli osteoporoz: < -2.5 kirik ile.

Uluslararast Osteoporoz Federasyonu -1.5 veya daha altindaki t- skorunu
osteoporoz risk faktorii olarak belirlemistir.*®

Ayrica kemik gelisimi ve yeniden sekillenmesi kan serumunda veya idrarda
baz1 belirtegler ile de tesbit edilebilir. Bunlarin baslicalar1 kan serumunda kemik
sipesifik alkalen fosfataz, osteokalsin; idrarda ise piridinolin, deoksipiridinolindir. Yine
serum ve idrarda tesbit edilen yiiksek seviyede kollojen Tip 1 ve N telopeptidler
osteoporozun biyokimyasal birer belirteci olabilmektedir. Ancak bu belirteglerdeki
degisikler tamamen kemik kirik riskini ve kemik mineral kayiplarini tam olarak
gdstermeyebilir .2 ® Bazi 6zel sartlarda kemik biyopsisi yapilarak osteoporoz tanisi

belirlenebilir, ancak ¢ok yaygin olarak rutinde kullanilan bir tan1 yéntemi degildir.%*

2.6.3. Osteoporotik Risk Faktorleri

Osteoporoz daha oncede belittigimiz gibi elli yas alti bireyleri de etkileyen,
herhangi bir komplikasyon gostermeden ilerleyen ve hayat tarzini olumsuz ydnde
etkileyen 6nemli halk saglig1 sorunlarindan biridir.

Kemik rejenerasyonu hiicre i¢i ve dist bir¢ok fizyolojik ve biyokimyasal olay ile
hiicre ve molekiillerin denetiminde gerceklesen bir olayidir. Birgok neden kemik
rejenerasyonunu gerektirebilir. Bunlarin baglicalar1 ¢esitli travmalar, enfeksiyon ve

tiimoriin neden oldugu kemik defektleri ve osteoporozdur.®
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Osteoporoz tedavisinde bir¢ok evrensel yontem bulunmaktadir. Tedavideki
amac¢ basta kemik mineral kaybmin en aza indirilmesini saglamak ve kemigin
minerilizasyonu arttirmakla olmalidir.

Ozellikle postmenapozal donemde ve yetiskin erkeklerde de yasa bagl gelisen
kemik mineral kayiplarinin yaninda geng bireylerde de ilaglarin indiikledigi
osteoporotik vakalar ortaya ¢ikmaktadir. Buna neden olan farmakolojik ajanlarin
basinda glukokortikoidler gelmektedir ve yaygin olarak da osteoporoza neden
olmaktadir. Bunun disinda proton pompa inhibitorleri, segici serotonin geri alim
inhibitorleri, tiyazolidindionlar, antikonviilzanlar, kalsinérin  inhibitorleri,
antikuagiilanlar ve kemoterapotikler de osteoporoza neden olabilmektedir.®® Dolayisi ile

osteoporozdan korunmak i¢in bu ilaclarin olumsuz yonlerinden kaginmak gerekir.

2.6.4. Osteoporoz Tedavisi

Osteoporoz tedavisi i¢in evrensel Oneriler 6ne siiriilmiistiir. Bu onerilerin ilki
osteoporoz ile ilgili egitimin yaninda beslenme ve hareketli bir yasam tarzi 6nem arz
etmektedir.®* Ayrica giiclii bir kemik yapisi icin yeterli miktarda kalsiyum ve D
vitamininin gidalar veya takviyeler ile alinmasi esastir.

Oral veya parenteral olarak kullanilan bir¢cok kalsiyum preparati da
bulunmaktadir. Baslicalar1 kalsiyum karbonat, kalsiyum sitrat, kalsiyum glukonat,
kalsiyum laktat, kalsiyum glubionat, ergokalsiferol, kolekalsiferol, Kalsitriol,
dihidrotaksisteroldiir. Belirgin 6l¢iide diisiik olarak belirlenen D vitamini ve kalsiyum
bu pereparatlar ile serumda normal durumuna getirilebilir. Ancak yapilan
arastirmalarda uzun donem kalsiyum kullanimi1 kardiyovaskiiler hastaliklar ile
iliskilendirilmesine ragmen bu alanda arastirmalar devam etmektedir.®’

Kalsiyum ve D vitamini yani sira kemik minerilizasyonunu arttiran terapotik

ajanlar da bulunmaktadir. Bu ilaclar 6zellikle osteoblast sayisini arttirmak, var olan
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osteoblastlar1 olgunlastirmak ve yasam siiresini arttirmak amaci ile kullanilmaktadir.%*

Osteoporoz tedavisinde ana terapotik ajan bifosfonatlardir.%® ve en ¢ok kullanilanlari
alendronat, ibandronat, rizendronat ve zolendronik asittir.®* Osteoporozun neden oldugu
vertebra kiriklarinin tedavisinde ve énlenmesinde ilk tercih edilen ilag grubudur.®"

Antirezorbtif olan bifosfanatlar iyi tolere edilebilen giivenli ilaglardir.®®
Bifosfanatlarin disinda FDA tarafindan onaylanmis ve osteoporoz tedavisinde
kullanilmakta olan baslica terapotik ajanlar; Ostrojen, Ostrojen reseptdr analoglari
raloksifen, bazedoksifen, kalsitonin, teraparatid (PTH), ve niikleer faktor kapa-B ligand
inhibitérii denosumabdir.%*

Menapoz belirtilerini tedavi etmek i¢in kullanilan 6strojenin kemik tamiri i¢in
etkili oldugu pek cok calismada ortaya konulmustur. Ancak tek basina kullanilan
Ostrojenin kiriklar1 dnlemesinin yaninda olast meme kanser riskini de arttirabilecegi
belirlenmistir.%* 72

Selektif dstrojen reseptdr modiilatrleri (SORM) baslica glukokortikoidlerin
indiikledigi osteoporoz tedavisinde kullanilirlar.”® Ostrojen reseptdr modiilatdrlerinden
raloksifenin ayrica tamoksifen benzeri olarak meme kanseri insidansini azalttigi ve
kanserin dnlenmesinde de etkisi oldugu da gosterilmistir.”* Ancak raloksifen derin ven
trombozu ve felg riskini arttirirken, postmenaposal vazomotor belirtileride
siddetlendirmektedir.” 7

Kalsitonin ise, FDA tarafindan 6zellikle kalga kiriklari igin onaylansa da uzun
donem kullanimi tavsiye edilmemektedir.’’

Osteoporoz tedavisinde gilincel olan bir diger yaklasim ise monoklonal
antikorlarin kullanilmasidir. Niikleer faktor kapa-B ligand inhibitorii olan denosumab

bir monoklonal antikor olup Niikleer faktor kapa-B ligandi RANLKy1 nétrolize ederek

kemik mineral kayiplarin1 ve osteoklastogenesisi engeller.’® 7
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Denosumab, bir bifosfonat olan zolendronik asid gibi osteoporozun tedavisinde
en 6nemli potansiyel farmakolojik ajanlardan biridir.

Teraparatid (1-34 PTH) tedavisi bifosfanat tedavinin ardindan baslanmasi
sonucunda kemik minerilizasyonu iyilestirici etkileri gdzlemlenmistir.®’ Ancak ilag
baslandiktan sonra hiperkalsemi goriilebilmektedir. Osteoporoz tedavinin baslangicinda
bifosfonat terapisi ardindan baslayacak teriparatidin etkisini azalttigin1 gdsteren

calismalar bulunmaktadir.

2.7. Kemik Defektlerinde Greft Uygulamalari

Osteoporozun geleneksel tedavisinin yani sira kombine ila¢ uygulamalari ile de
kemik mineral yogunlugunun ve giiciiniin arttirtlmasi yoniinde yeni ¢alismalar giderek
artmaktadir.

Olusan kemik defektlerinin tedavisinde sistemik ila¢ kullaniminin yani sira
kemigin yerini tutacak veya kemik yapimin1 arttiracak olan maddeler de
kullanilmaktadir.? Kemik greftleri olarak otogreftler ve allogreftler basta sik
kullanilmakla beraber, bunlarin disinda dogal ve sentetik seramik yapilar, demineralize
kemik matriksleri, otolog kemik iligi, biiylime faktorleri, kemik morfojenik protein, ve
cesitli kompozit greftler de kullanilmaktadir.®

Kemik 1iyilesmesinde kemik greftlerinin dort ana etkeni olusturmasi
gerekmektedir. Bunlar; osteointegrasyon, osteokondiiksiyon, osteoindiiksiyon ve
osteogenezdir.8* Kisacas1 osteointegrasyon; fibroz dokunun kemik yiizeyine kimyasal
yapilar aracilig1 ile baglanmasi, osteokondiiksiyon; kemigin tiim ylizeyinde kemik
bliylimesini destekleyen yapilart olusturmasi, osteoindiiksiyon; pluripotent kok
hiicrelerin osteoblast hiicrelerine doniismesi indiiklenirken, osteogenesiste ise kemik
yap1 olusmaya baslar bunun i¢in yeterince kemik yapisini olusturacak olan hiicrelerin

ortamda bulunmas1 gerekmektedir.®
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Bu temel yapilarin yani sira iyilesmeyi arttirmak amaci ile kullanilan greft
metaryalinin; dayanikliligi, iyilesme bolgelerinin damarlasmasi ve ayrica kemiklesmeyi
bloklayan ilaclarin kullanilmamasi kemik gelisimini etkilemektedir.®

Ortopedik cerrahide genellikle otograft ve allogreft kemik yapilar1 kullanilmakta
iken giliniimiizde bilimin gelismesi ile birlikte ve bu alanda ihtiyagdan dolayr kemik
gelisimini arttiran biyometaryallerin kullanimi gittikge 6nem kazanmaktadir.®®

Temel olarak greftlerin birgok ¢esidi bulunmaktadir. Bunlarin baslicalari; otolog
ve allogreftlerdir. Otolog kemik greftleri; kansell6z otogreftler, damarl1 yani vaskiilarize
olan kortikal ve vaskiilarize olmayan Kkortikal greftler ve kemik iligi seklinde gruplara
ayrilmaktadir.®

Klinik tedavi stratejileri arasinda kemik rejenerasyonunu gelistirmek igin altin
standart otolog kemik greftlerinin kullanilmasidir. Otolog kemik greftleri kemigin
biliylime ve gelisimini saglayan osteojenik hiicrelere, osteoindiiktif ve osteokondiiktif
ozelliklere sahiptirler.®’

Otolog kanselloz kemik greftleri igerisine kemik ve kemik iligi hiicreleri
nakledilir ve sonucunda osteojenik hiicreler osteoblast hiicrelere doniiserek kemik
iyilesmesini gerceklestirir.%

Kortikal kemik greftleri ise kemige porozitesinin az olmasi1 ve damarlagsmanin
meydana gelmesinin yavas olusu ve bu nedenden dolayr biyolojik uyumun yetersiz
olmas1 nedeniyle otolog kanselloz kemik greftlerine gore daha az tercih edilmektedir.%®

Vazkiilarize greftler ise bu alanda cerrahi tekniklerin ilerlemesi ile ¢cok daha
fazla kullanilmaya baslanmistir. Damar yapilarinin greft ile nakledilmesi osteositlerin
cogunun hayatta kalmasini saglamakta ve kemigin kaynamasimi arttirmaktadir.&

Otojenik greftler ayrica grefttin kisinin kendisinden olmas1 yoniinden ve implant

maliyetinin olmayis1 agisindan 6nemli faydalar1 bulunmaktadir.
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Kemik greftlerinin yan1 sira ideal bir greft olabilecek biyouyumlu sentetik greft
cesitleri gelistirilmistir. Bu tir greftler alloplast greftler olarak adlandirilmaktadir ve
hidroksiapatit kristalleri, biyoaktif camlar, trikalsiyum fosfat bu biyomateryellerin
baslicalaridir. Alloplast greftler osteokondiiktif etki ile kemik iyilesmesine katki
saglamaktadir.®

Alloplastik greftlerin kemik mineral ve kimyasal yapisina benzer olmasi ayrica
inflamatuar olmayisi, emilebilir olmasi ve toksisite olusturmamalar1 bu greftlerin
kullanimini arttiran nedenler arasinda yer almaktadir.%% %2

Hidroksiapatit kristalleri ve trikalsiyum fosfat en ¢ok tercih edilen
biyomateryallerdir bu yapilar iizerinde galismalar yogunlagmigtir.%®

Apatitler ¢ok genis bir yelpazede farkli iyonlardan meydana gelmekte, dogal ve
sentetik olarak da olusmaktadir. Apatitlere farkli iyonlar eklenebilir bu nedenle apatit
terimi ayn1 kompozisyona sahip olmasi gerekmeyen fakat benzer yapilara sahip
bilesimler ailesi olarak tanimlanmaktadir. Apatitler, kendilerine eklenebilen c¢esitli
iyonlar sayesinde genis capta uygulama alan1 bulurlar .%

Hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfat mineral kombinasyonlarindan olusan bifazik
kalsiyum fosfat kemigin yeniden olugsmasini saglayan en Onemli biyoseramikler
arasinda yer almaktadir. Bifazik kalsiyum fosfat implantolojide kemigin yeniden
tamirinde oldukga fazla tercih edilen greftler arasinda yer alir.®®

Kalsiyum fosfat seramikler osteoindiiktif ve osteokondiiktif 6zellikleri nedeniyle
kemik doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu tiir maddeler
kemik iyilesme sirasinda bazen kemigin mekanik dzelliklerine uymuyor olabilir.%

Bir diger alloplastik greft olan biyoaktif camlar kemik yapisi ile kimyasal bag

olusturabilme ozelligine sahiptir ve dnemli biyouyum saglayan materyallerdir. Ayrica

yapisal dayaniklilik bakiminda hidroksiapatit bilesiginden daha etkili bir implant oldugu
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dental cerrahi arastirmalarinda tesbit edilmistir.®* Etkilerini biiyiime faktorleri ve
kollojene baglanarak ve de kemik hiicrelerinin ilerlemesini kolaylastirarak yaparlar.®’

Giliniimiizde ¢alismalar scaffold olarak adlandirilan 3D yapisindaki 6zel porus
olarak bilinen bosluklar igeren ve bir iskele benzeri yapisi olan, ayrica anatomik olarak
uygun ve de biyokimyasal olaylarin meydana geldigi doku uyumlu greftlerin
gelistirilmesine yogunlasmustir.®®

Ideal bir scaffold gelistirilmesinde gdz ardi edilmemesi gereken fiziksel ve
biyolojik sartlar vardir. Bunlarin baslicalar1; scaffold greftler uygulanan yerde mekanik
destek saglamali, damarlasma i¢in uygun ortam olusturmali ve damarlasmay1
kolaylastirmalidir.  Scaffold greft igerisine kemik hiicre gociinii saglamali,
osteoindiiksiyon ve osteointegrasyon ic¢in hiicreleri tesvik etmeli, toksik olmamali,
inflamatuar yaniti uyarmamali, sterilizasyon yetenegine sahip olmali ve biiylime
faktorlerini aktiflestirmeli ve iyilesmeyi hizlandirmalidir.%®

Ayrica bu iskele yapisinin igerisine yiiklenebilecek yeterli tedavi konsantrasyonu
iceren biyiime faktorleri gibi birgok biyomolekiiliin de tasmabilecegi diisiincesi doku
mithendisliginin bu alanda Onemli uygulamalarindan biri haline  gelmesini
saglayacaktir.

3D biyoaktif scaffoldlar ¢esitli biyouyumlu metaryellerden imal edilebilir.
Ozellikle biyoseramikler; hidroksiapatit, trikalsiyum fosfat ve biyocamlar, biyolojik
olarak pargalanabilen polimerler, dogal veya sentetik kollojen, fibrin molekiiller
scaffoldlarin olusturulmast i¢in potansiyel birer biyometaryallerdir.%®

Kemik defektlerinin veya kiriklarinin tedavisinde kirik iyilesmesini
hizlandirmak amaci ile bu iskele yapisina integre olabilecek protein veya biiyiime
faktorleri eklenebilmektedir. Bu biyomolekiillerin basinda transforming growth factors-

Bs (TGF-Bs), kemik morfojenik protein (BMPS), insiilin benzeri biiylime faktori (IGFS),
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trombosit tiirevli biiytime faktorleri (PDGFs), vazkiiler endotelial biiylime faktorleri
(VEGF) yer almaktadir.*®

Kemik doku miihendisliginde sentetik veya dogal scaffoldlar genellikle ¢esitli
polimer, biyoaktif camlar ve seramikler ile hazirlanmistir.2” FDA (U.S. Food and Drug
Administration) scaffoldlar arasinda poli-laktit ko-glycolideasid (PLGA) kullanimini da
onaylamistir. PLGA, sentetik bir polimer materyal olup, yapilmis olan in vivo ve in
vitro kemik iyilesmesi ¢alismalarinda biyouyumluluk ve mekaniksel bakimdan ¢esitli
oranlarda arzu edilen iskele yapisini olusturdugu tesbit edilmistir.'®*1%  Ancak
PLGA’nin laktik ve glikolik asit olusumu gibi yan tesirleri meydana gelebilecegi gibi
bununla birlikte kemik iyilesmesinde uyumluluk ve biyogiivenilirligi bakimindan
deneysel ve klinik ¢alismalarda yapilmstir .10

PLGA iskelet yapisi, osteoblast veya mezenkimal kok hiicre implantasyonu
yapilarak kemik iyilesmesini tesvik eden Onemli greft adaylari arasindadir. Ayrica
PLGA scaffoldlar, uygun bir kok hiicre kaynag: kullanilarak kemik iyilesme siiresini
kisaltmak ve doku miktarim1 arttirmada kullanilabilecek onemli potansiyel greftler
igerisinde yer almaktadir.®

Bu bilgiler 15181nda kemik doku rejenerasyonlari i¢in yeni biyouyumlu greftlerin
gelistirilmesi 6nem arz etmekte olup bu alanda kullanilacak iskele yapisina integre

olabilecek yeni kimyasal materyallerin gelistirilmesi dnem kazanmaktadir.

2.8. Bor Mineralinin Genel Ozellikleri ve Saghik Alanda Minerallerin
Kullanilmas

Bor yiiz yildan daha uzun siiredir bitkiler i¢in temel minerallerden biri oldugu
bilinmekteydi. Heniiz aydinlatilamamis olsa da insanlarin beslenme ve
metabolizmalarinda borun varligim gosteren kanitlar giderek artmaktadir.’% Borun ayni

zamanda beyin gelisimi ve fonksiyonlarinda.’®® hormon metabolizmasinda inflamasyon
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kontrolii ve cevabinda, kemik ve dis gelisiminde Onemli rolleri oldugu tesbit
edilmistir. 107 108

Bor nitriir (BN) oksit olmayan seramiklerdir. Diisiik yogunlukta ve kimyasal
kararlilig1 ¢ok iyi olan 1s1l dayanimi kendine 6zgii olan bir¢cok alanda kullanildigi gibi
mekanik alanda da tercih edilen bir maddedir.*®

Bor madeninin iilkemizde olduk¢a yogun bulunmasina ragmen su ana kadar
saglik alaninda kullanilmamistir. insanlik ve saglik alaninda elmastan sonra en saglam
maden olan, yaglayict 6zelligi olan ve toksik olmayan Bor Nitriir (BN)’iin kemik
defektlerinde tek basina veya hidroksiapatit (HA) kombinasyonuyla, ¢esitli ebatlarda bir
tastyict sistem ile, plaklar halinde veya toz seklinde defekt ve/veya bdlgesine internal ve
eksternal implantasyonu ile ayrica bu maddenin ortopedi cerrahisinde kullanilan tiim
malzemelere (protez, ¢ivi, plak, vida) uygulanarak/kaplanarak kirik veya defekt
tyilesmesi ve kirik sonrasi olusan enfeksiyon ve protez enfeksiyonlarinin énlenmesinde

kullanilmast 6nem kazanmaktadir. Arastirmalar en ideal biyomateryal se¢imi yapilirken

olusabilecek komplikasyonlari minimuma indirmeyi amaglar.

2.8.1. Kemik Kirik ve Defektlerinde Kullanilan Metaller

Ortopedik cerrahide kullanilan materyallerin temel grubunu dayaniklilik
nedeniyle metaller olusturmaktadir. Eklem artroplastilerinde polietilen iizerine metal
yiizey kullanimi en yaygin artroplasti tipi olmakla birlikte teorik olarak bu tip
kombinasyonlardaki muhtemel polietilen asinmasia bagli debris hastaliginin 6niine
gegmek ve osteoliz insidansini diistirmek amaci ile metal lizerine metal kombinasyonu
1990’11 yillardan itibaren iyilestirilmis metalurjik ve tasarim o6zellikleri ile tekrar yaygin
olarak kullanilmaya baslanmustir, 110 111

Ancak bu kombinasyonun kullanimi da komplikasyonlar1 tamamen ortadan

kaldiramamigtir. Metal iizerine metal kombinasyonu kullanilan artroplastilerdeki
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basarisizligin muhtemel nedeni olarak hastanin metal hipersensitivitesine yatkinligi
gosterilebilir.'*2 Hastanin metal hipersensitivitesine yatkinlig1 aseptik gevsemeye neden
olabilecegi gibi metal, debris ile komsu dokular arasinda etkilesime de neden olabilir.!*
Metal yapidaki biyomateryallerin kullanilmasi, cerrahi operasyon gergeklestirildikten
sonra olusturdugu en ciddi durumlar arasinda serumda metal diizeyinde artis ve
metallozisdir. Metallozis; periprostetik kemik ve yumusak dokuya metalik agmma
debrislerinin infiltrasyonu olarak tanimlanir Bunun sonucunda olusabilecek sistemik ve
lokal olumsuzluklar hayat1 tehlikeye atacak boyutta 6nem arzetmektedir. Metallozisin
kesin insidansi klinigin ve radyolojik bulgularin farkliliklar gostermesine bagl oldugu
tam net olarak bilinmemektedir,**3 114

Artmig serum metal diizeyleri ve metallozisin nedeni metalurjik yetersizlik,
iiretim ve sterilizasyon yontemleri, implantlarin yerlestirilme sekli, hatali dizilim,
implantla kemik arasindaki sikisma, modiiler protezlerde prostetik pargalar arasindaki
siirtiinme, metalik implant ile kemik ya da ¢imento arasindaki mikrohareketler, ticlincii
cisim asinmas1, artmus fiziksel aktivite olabilir.}*® Bir¢ok ¢alismada metal iizerine metal
kombinasyonu kullanilan artroplastili hastalarda normal bireylere gore artmis serum ve
idrar krom, kobalt, molibden ve titanyum diizeyleri saptanmlstlr.116 Aci8a cikan serbest
metal iyonlar1 metal-protein kompleksleri olusturarak immiin sistem aktivasyonu ya da
inhibisyonu ile hipersensitivite yanitlari, sitotoksik etkiler ve olas1 16semi gibi onkojenik
etkiler ortaya gikarabilmektedir. !> 116

Sistemik yiiksek kobalt diizeyinin tiroid disfonksiyonu, kardiyomiyopati ve
karsinojenik 6zellige sahip oldugu, yiiksek krom ve vanadyum diizeyinin kardiyak ve
renal fonksiyon bozuklugunun yanmi sira psikoza neden oldugu, titanyum toksisitesinin
pulmoner ve trombosit disfonksiyonuna ve kemik iligi baskilanmasina neden oldugu
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gosterilmistir.!?” Sistemik dolasima ge¢meyen, lokal biriken metal partikiiller
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metallozise neden olur. Metallozisin klinik bulgulari ¢ok degisken olabilmektedir. Agri,
eklem eflizyonu, graniilom formasyonuna bagli ekstraartikiiler sislik, fistiil,
hipersensitivite benzeri immiinolojik yanit ve sistemik semptomlar goriilebilir.'t% 118

Aseptik gevseme olan olgularda agri ve instabilite olabilir.}*® Makroskopik
olarak metallozis olan olgularda fistiilizasyon, koyu renkli akinti, siyah benzeri koyu
renge boyanmis periprostetik kemik, yumusak doku ve cilt alt1 yapilar belirgin sekilde
gozlenir, 119 120

Histolojik olarak metal debris etrafinda yaygin lenfositik ve plazmositik
infiltrasyon olustugu histiosit ve yabanci cisim dev hiicrelerinin varligir gosterilmistir.
Metal partikiiller, ekstraseliiler metal depozitler ya da histiyosit ve dev hiicrelerin i¢inde
intrastoplazmik debris olarak gozlenir. Sinovyal doku ve periprostetik dokuda yaygin
nekroz, endotelyal 6dem, lokalize kanama, fibrin eksudasyonu olabilir.'*® Olusan
enflamasyon ve immiinolojik reaksiyona bagl osteoliz ve aseptik gevseme olabilmekle
beraber her metallozis olgusunda aseptik gevseme ve osteoliz olmamaktadir.®

Radyolojik yoOntemler ile incelendiginde metalik debris materyallerinden

meydana gelmis olan “bubble sign” olarak da bilinen radyodens ¢izgiler gézlendigi gibi

periprostetik osteoliz de baz1 olgularda goriilebilir. Ayrica radyolojik olarak BT ve MR

goriintiileme yontemlerinde komsu dokularda metalik debrisler gosterilebilir.'?
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Sekil 2.3. Metalik aygitlarin ve metalik biyomalzemelerin insan vucudundaki kullanim

yerleri.t?

2.8.2. Bor Minerali

Bor madeninden birgok malzeme iiretilmis olup konumuzla ilgili en 6nemli ve
en destekleyici malzeme ise nanoteknoloji ile tretilmis BN’dir. BN’iin birden fazla
Ozelligi mevcut olup bircok alanda kullanilabilecek 6nemli endiistriyel malzeme
arasinda yer alir. BN; zehirli olmayan, sert bir materyaldir ve fazla reaktif degildir.

Sekillendirilip tiretilebilir olmast BN’{in bir¢ok alanda kullanim imkanini arttirmaktadir.

BN bir¢ok alanda denenmesine ragmen saglik alanina yeni yeni girmektedir.
Konumuzla ilgili olarak Lahiri D ve ark.!??yilinda yaptig1 bir ¢alismada BN ve
hidroksiapatitin in-vitro ortamda osteoblastlarin biokompatitesinde 6nemli rollerinin

oldugunu gostermistir.
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Ozet olarak boru mineralinin birgok ciddi hastalikta; artrit, osteoporoz, kemik
kiriklarinin iyilesmesinde kanser ve bozulmus merkezi sinir sistem fonksiyon risklerinin
etkileyebilecek faydalar1 bulunmaktadir ve bu olagan mekanizmalar1 kanitlayan

calismalarin sayisida gittikce artmaktadir.*

2.8.3. Bor Mineralinin Kemik Doku Uzerine Etkisi

Bor minerali bitkiler i¢in gerekli olan mineraller arasinda yer almaktadir.'?®
Insanlar dahil olmak iizere ¢esitli hayvan modellerinde de bor mineralinin kemik
mineral dengesini etkiledigine dair deliller bulunmaktadir.'?* 1% Ayrica basta bor;
embriyogenesis, kemik biiyiimesi ve bakim, bagisiklik fonksiyonu ve psikomotor
becerileri de dahil olmak iizere bir¢ok yasam siireglerinde 6nemli bir rol oynayan insan

viicudunda iz elementlerden de biridir.126

Postmenapozal kadinlar {izerinde yapilan c¢aligsmalarda da bor minerali ile 17f3-
estradiol arasinda iliski oldugu bulunmustur .}% Bilindigi {izere menapozal dénemde
dstrojen hormonu diizeyi izl bir sekilde gittikce azalmaktadir.'?” 126 Menapoz sonrasi
kemik mineral kayip ve risklerinin Ostrojen konsantrasyonu ile iligkili oldugu
gosterilmistir.!? 130 Bu etkiyle osteoklast aktivitesi artarak kemik mineral
yogunlugunun kaybi séz konusu olmaktadir.’®® Ozellikle, menopoz sonrasi dénem
icindeki kadinlarda, bor Ostrojen liretimini uyararak Ostrojenin etkilerini taklit eden,

hormonlarin sentezini de tesvik etmektedir .12°

Bor mineralinin leptin destegi ile kemik immobilizasyonunu azaltan ve kemik

gelisimini tesvik eden ve yeniden olusumunu saglayan etkileri oldugu bilinmektedir.*3!

Doku miihendisligi alaninda bugiine kadar hasarli ve ya kirik kemik dokularinin
onarimi i¢in; malzeme bilimi, hiicre biyolojisi, biyoteknoloji gibi multidisipliner alanlar

yeni bir dayanikli biyouyumlu biyometaryallerin gelistirlimesi hususunda biiyiik 6l¢iide
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calismalar yapmuslardir.t3 133 Gelistirilen bu biyomateryaller igerisinde yer alan MBG
olarak da kisaltilan mezogdzenekli biyoaktif camlar gozenekli yapist nedeniyle
osteoblastlarin tutunmasi ve farklilasmasina izin veren 6zelligi dolayisi ile kemik yedek

malzemesi olarakta yaygin olarak kullanilmaktadir,3* 1%

Onceki yapilan ¢alismalarda da bor mineralinin kemik biiyiimesinde 6nemli bir
rol oynadif1 gdsterilmistir.”** 1*® Bor mineralinin osteoindiiktif biiyiime faktorleri ve
bir¢ok sitokinin salgilanmasini kolaylastiran, yara iyilesmesini tesvik eden ve hiicre dist
matrisi arttirma yetenegi oldugu yapilan galismalarda belirtilmistir.1** %137 Yapilan bir
calismada da bor kapli MBG iskelesinin bor kapli olmayan iskele ile kemik iyilesme
asamalar1 karsilastirildiginda bor kapli MBG iskelesinin 6nemli 6lgiide osteojenik

ozelliklerinin oldugu ve mitkemmel bir biyometaryal oldugu gosterilmisgtir.!3*

Bu amagla, kemik dokusu i¢in biyomalzeme olarak geleneksel bor igeren iskele

yapilart son on yil i¢inde gelistirilmekte ve denenmektedir.

2.9. Kemik Defektinin Iyilesmesini Etkileyen Hiicresel Faktorler

Menopoz sonrast 0steoporoz birim hacim bagina kemik kiitlesindeki bir azalma
ile karakterize edilen sessiz progresif ve sistemik bir hastaliktir. inflamasyon ise doku
onarim siirecinde 6nemli bir diizenleyicidir. Bu agidan kemik iyilesmesinde sitokinlerin
rolii olduk¢a 6nem arz etmektedir.**

Postmenapozal donemde Ostrojen eksikligi, kemik iligi ve kemik hiicrelerinden
proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasini arttirarak kemik kaybima katki sagladigi
gosterilmistir.Yapilan Kklinik arastirmalarda postmenapozal aktivitesi hizlandirilmis
deneklerde Ostrojenin kontroliinde cesitli sitokinlerin kemik dongiisii {izerine
diizenleyici etkileri oldugu da belirlenmistir. Ostrojen eksikligine bagli olarak basta IL-

1B, TNF-a, IFN-y ve TGF-f gibi sitokinlerin kemik minerilizasyon kaybinda rolleri
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oldugu bulunmaktadir.”®® % Tiim bu sitokinler osteoporoz zemininde olusabilecek
kemik kiriklarinin iyilesmesinde negatif yonde rol oynamaktadirlar.

Lokositler basta olmak tizere diger hiicrelerde de iiretilen sitokinler protein veya
glikoprotein yapisinda olup, bir hiicreden digerine bilgi ve sinyal ileten kimyasal
haberci molekiillerdir. Sitokinler, inflamatuar ve immiin yanitin gelisimi ve
diizenlenmesinde hematopoietik hiicrelere aracilik ederler. Ozellikle immun yanit ve

inflamasyonda &nemli rolleri bulunmaktadir.14-143

Osteoporoz etyolojisinde; endokrin, metabolik ve mekanik sistemleri
ilgilendiren bir¢ok faktdr yer almaktadir.}** Postmenapozal osteoporozda T hiicrelerinin
otoimmun ve inflamatuar siiregde 6nemli rol oynadigi yoniinde de bir¢ok hipotez
bulunmaktadir. Bu hiicreler i¢erisinden Th1 hiicreleri IL-2, IFN-y, TNF-a, Th2 hiicreleri
IL-6, IL-4 ve IL-10 ve Th17 hiicreleri tarafindan da salgilanan IL-17 osteoklastogenesis

ile iliskili sitokinler oldugu gosterilmistir.}4

Postmenapozal osteoporoz etyopatogenezinde kemigin yeniden sekillenme
siireci igerisinde inflamasyon mekanizmalarn etkili oldugu gosterilmistir.X*® Pro-
inflamatuar sitokinler postmenapozal donemde Ostrojen eksikligine bagl osteoporozun
diizenlenmesi agisindan onem arz etmektedir. Bu proinflamatuar sitokinler dogrudan
veya dolayl1 olarak kemik formasyonunu ve erimesi iizerine etkilerinin oldugu ydniinde

calismalar mevcuttur.4

Transforme edici biiylime faktorii (TGF-B), onemli temel diizenleyici sitokinler
icerisinde ye alir ve benzersiz birgok etkisi s6z konusudur. TGF-f ligandlari arasinda
kemik morfojenik proteinler (BMP) gibi bir¢ok protein yapili bilesik bulunmaktadir.**®
TGF-B osteoklastogenesisi uyaran o6nemli bir modiilatordiir.!*® TGF-B 6ncelikle

osteoblastlar tarafindan {retilmektedir. Kemik olusumu sirasinda latent formda
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bulunurken sonrasinda salinir ve aktiflesir, sonucunda ise osteoklastlar ile matriks

proteazlarinca inaktif hale getirilir.!>

Postmenapozal dénemde Ostrojen hormonunun azalmast kemik iligi, stromal
hiicreler ve osteoblastlardan salgilanan basta IL-1f ve IL-6 gibi osteolitik sitokinlerin

artmasina neden olur, % 152

IL-1B, cok genis bir yelpazeye sahip olup bir¢ok doku ve hiicrede diizenleyici
olarak gorev alan proinflamatuar bir sitokindir.*>® TNF-a gibi gesitli sitokinler ile kemik
resorpsiyonunu sitimule etmektedirler.®> Romatolojik hastaliklarda ve osteoporozda da
IL-1B’nin etkisi oldugu gosterilmistir.

IL-6 osteoklast farklilasmasi ve islevleri hakkinda onemli etkileri olan bir
pleiotropik sitokindir. Yapilan ¢alismalarda Ostrojen yoklugu durumunda olusan
osteopeninin 1L-6 aracilig1 ile meydana geldigi bildirilmistir.’>® Ayrica osteoporozlu
bireylerde IL-6 ekpresyonunun oldukca fazla arttig1 da gosterilmistir.t%

Menapozal donemin sonunda Th2 immun hiicreleri tarafindan salgilanan IL-4
sadece direkt olarak osteoklastlarin inhibisyonu iizerine etkisinin yan1 sira poatansiyel
olarak RANKL eksperesyonunu da inhibe etmektedir.!5" ¥ |L-4 hem in vivo hem de
in vitro sartlarda kemik mineral kaybini da énlemektedir.!*

Uzun kemiklerin dogum sonrasi biiyiimesinde endokondral kemiklesme bu
stirecin ana elemanint olusturmaktadir. Daha sonra kikirdak iskeleti yerini kemik
minerilizasyonuna birakir. 1%

Kalsifikasyon, osteoblast benzeri hiicrelerin ¢esitli etkenler tarafindan
tetiklenmesi sonucu kemik formasyonuna doniismesi ile olusur. in vitro olarak yapilan
calismalarda osteoblastik hiicreler hidroksiapatit mineralleri etkisi ile kemik olusumunu
meydana getirmektedir.!®* Osteoblast hiicrelerinin basta BMP, RANKL ve inflamasyon

gibi cesitli faktorler ile kemik hiicrelerine doniisiimii tesvik edilmektedir.®2
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Bu etkenler arasinda yer alan osteopontin kalsiyum ve hidroksiapatitin
baglandig1 kemik dokusunun matriksinde yer alan ve hiicre disinda biriken bir
glikoproteindir. Bunun disinda aterosklerotik damarlarda kalsifikasyonla ilgili oldugu
bilinmektedir. 6!

Osteokalsin osteoblast hiicreler tarafindan salgilanan ve kemik formasyonunun
belirleyicilerinden biridir. Kemik olusturma amaci ile menerilizasyonu tesvik eden ve

49 aminoasidden olusan kollejen olmayan bir proteindir.!®® Kemik metabolizmasi igin

biyokimyasal aktiviteye sahiptir.1%4

2.9.1. TNF-a (Tiimér Nekroz Faktorii-o)

Kemigin yeniden sekillenme siirecinde inflamatuar faktorler kritik 6nem arz
etmektedir. Postmenapozal osteoporozun etyopatolojisine baktigimizda mineral kaybina
bagli olarak gelisen defektlerin gelisimide bu inflamatuar markerlar ile baglantili oldugu
yoniinde birgok delil vardir.}4® 1% Basta TNF-o olmak iizere bircok proinflamatuar
sitokin menapoz sonrasi Ostrojen eksikligi ile baglantili oldugu ve bu sitokinin kemik
erimesinin diizenlenmesi agisindan ¢ok onemli oldugu bulunmustur. Bu proinflamtuar
kaynaklar kemik mineral kaybini dogrudan veya dolayli olarak arttirmakla beraber

167 Klasik TNF-a kemik homeostazinin

onleyici etkileri de bulunmaktadir.!%®
diizenlenmesinde osteoklastogenezi uyarmasi ve osteoblast aktivitesini Onleyerek
gerceklestirirler.1®’

Kemik hiicreleri iizerine in vitro yapilan ¢alismalarda, TNF-o’ nin osteoblast
hiicrelerinin farklilagsmasi tizerine inhibe edici etkisi oldugu gosterilmistir. Bu bloke
edici etkisi, insiilin benzeri biiytime faktorleri-1 gibi ¢esitli faktorlerin inhibisyonu

168, 169

sonucu oldugu gosterilmisitr. Ayrica  TNF-o’ nin 0strojen eksikliginde

osteositlerin apoptozisini de indiikledigi yoniinde ¢alismalarda gdsterilmistir.'®’
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TNF-o; bir transkrip faktorleri olan NF-KB etkileyerek de osteoklastogenez
lizerinde etkisini gostermektedir.*’® 17

TNF-o bu siiregte diisiik doz halinde osteoblast proliferasyonunu saglarken
yiiksek dozlar, in vitro ve in vivo kemik olusumunu inhibe edebilir.>® 1> TNF-a yalniz
direkt etkisi ile Ostrojen eksikligine bagli matur osteoklast aktivitesini gelistirmesinin
yaninda ayni zamanda indirekt olarak stromal hiicrelerde ve osteoblast hiicreler yolu ile

RANKL sekresyonunu saglayarak osteoklast aktiviteyi sitimule eder.*’® 174

2.9.2. Osteopontin

Osteopontin integrin baglayici bir protein olarak gorev yapmaktadir. Fizyolojik
olarak osteoblastlarin farklilasmasi ve kemik formasyonunda da Onemli gorevler
iistlenmektedir.}”™ Osteopontin ayrica secreted phosphoprotein 1 (SPP1), 44 kDa kemik
fosfoprotein olarak da bilinmektedir.1’®

Osteopontin kollojen olmayan ekstraselliller kemik matriks proteinlerinden
biridir. Osteopontin kemik doku disinda enflamasyon dahil olmak iizere bagigiklik,
anjiyogenez, yara iyilesmesi, timor olusumu, metastaz, hiicresel yasam ve goc¢ gibi
biyolojik siireclerde ve kemigin yeniden sekillendirilmesinde yer almaktadir.
Osteopontin basta kemik dokuda tesbit edilmis olup, kemik iyilesmelerinde kemigin
yeniden olusum ve minerilizasyonda &nemli rol iistlenmektedir.!’” 1’® Osteopontin
kemik minerilizasyonunu inhibe eden 6nemli proteinlerden biridir.}’® 1" Benzer olarak
yapilan calismalarda Osteopontinin hidroksiapatite baglanmasi ile minerilizasyonu
inhibe ettigi gosterilmistir.!’® Ostepontin, osteoblast ve osteoklast hiicrelerinin
farklilasmasini ve adhezyonunu da tesvik etmektedir .1

Osteopontin normal kemik dokusunun olusumu ve gelisiminde tek basina etkili

olmasada kemigin yeniden diizenlenmesinde O©nemli bir bilesen olarak gorev
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almaktadir.'® Osteopontinin osteoklastlar iizerinde yasamsal etkisi ise de tam olarak

anlasilmis degilidir.*8?

2.9.3. BMP (Kemik Morfogenetik Peptid)

Kemik metabolizmasint kontrol eden faktorler arasinda BMP  (bone
morphogenetic peptide) de yer almaktadir. TGF-p siiper ailesinin ¢ok fonksiyonlu
biliyiime faktorlerinin bir liyesidir. Bu faktorler dogum sonrasi iskeletin embriyonik
gelisimde kemik olusumunu da diizenlemektedirler. BMP hiicre i¢i sinyal yolaklarini
harekete gegirerek Runx2 molekiilii ile etkilesime girerek kemik olusumunu da tesvik
etmektedirler.'®3

BMP-2 kirik onarimi sirasinda da ¢esitli hiicrelerin farklilagsma siireclerinde ve
diizenlenmelerinde yer alirlar.® Cok giiclii bir osteoindiiktif &zellige sahip olan BMP-
2’ nin kemik rejenerasyonunda Onemli etkin molekiillerinden biri oldugu yapilan
calismalarda belirtilmistir.}8% Ayrica BMP-2 gibi cesitli biiyiime faktorii emdirilebilen
biyomalzemelerin kemik gelisimi iizerine etkilerini gosteren in vivo ¢alismalarla BMP-

2’nin kemik gelisimine olan etkileri tesbit edilmistir.186-188

2.9.4. Runx2

Runx2, kemik gelisiminde gorev alan 6nemli bir transkrip faktoriidiir. Ayrica
hiicrenin ¢ekirdegine baglanan faktor alfa (CBFA1) ve osteoblast sipesifik faktor
(OSF2) olarakta bilinir.'¥ Osteoblastik hiicrelerde ve bu hiicrelerden koken alan
yapilarda sentezlenmektedir 1%

In vitro ve in vivo yapilan ¢alismalarda osteoblast farklilasmasinda ve dolayist
ile kemik olusumu sirasinda ve de minerilizasyonunda Runx2’nin gerekli bir transkrip
faktorii oldugu gosterilmistir.’® Runx2, kolajen tip 1, osteopontin, osteokalsin (OC)

dahil olmak iizere birgok osteoblastik genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir.*%
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Runx2’ nin ayrica BMP-2 eksprasyonu iizerinde sinyal arttiric1 etkisi soz

konusudur.19?

2.9.5.Kollojen

Tip 10 kollojen (COL10A1) ozellikle hipertrofik kondrositlerde ekspresyon
edilmektedir. Kemiklesmenin gerekli oldugu yerlerde tip 10 kollojen ekspresyonu
olarak uygun ortamin olusmasim saglar.!®® Kemik ile ilgili hastaliklarda veya iskelet
sisteminin gelisimi asamasinda kollojen 10’un klinik 6neminin oldugu gosterilmistir.
Osteoartritli kikirdak hipertrofisinde COL10A1 ekspresyonu arttig1 rapor edilmistir.?%

Osteoblastlar tarafindan tretilen TGF-B ayn1 zamanda kollojen sentezini de
aktive etmektedir. 19> 1%

Kemik yap1 kollojen olarak adlandirilan yumusak bir organik matriksden ve
apatit bilesiklerinin kombinasyonu ile olusur. Kollojen kemik dokunun bir
tamamlayicist olan proteindir.!®” Kemik matriks proteinlerinin yaklastk % 80’ini
kapsamaktadir. Bu agidan kollojen miktar degisikligi kemik mineral artis1 ve kemigin
kirllganligin1 etkileyebilir. Kollojeni olusturan genetik yapilarin mutasyonu kisilerde
kemik kirilganligin1 ve de dolaysi ile kemik yeniden olusumunu etkileyebilmektedir.t%’

Osteoporoz da kemik kirilganligini arttiran bir patofizyolojik durum olup
kollojen yapimu ile ilgili genlerde mutasyonlarin meydana gelisi kirllganligin oldukca

artabilecegi diislincesini akla getirmektadir.

2.9.6. TRAP (Acid Phosphatase 5, Tartrate Resistant)

Tartarat-direngli asit fosfataz (TRAP, ACP5, EC 3.1.3.2), ayrica mor asit
fosfataz, uteroferrin veya tip 5 asit fosfotaz olarak da bilinir.'®® Yarim asr1 askin siiredir
kemik reabsorbsiyonu ve osteoklast hiicre aktivasyonu icin bir biyobelirte¢ olarak
belirlenmistir. TRAP daha ¢ok inaktifproenzim seklinde sentezlenir g¢esitli proteazlar

tarafindan katalitik aktivitesi arttirilir.'®® TRAP osteoklastik olarak TRAP seklinde
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sentezlenirken serumda TRAP 5b izoformu bulunur.?%

ve baglica osteopontin gibi
kemik matriks proteinlerinin defosforilasyonundan sorumludur.2: 202

Osteoklastlardan salgilanan TRAP diger kemik hiicrelerinde de mevcut olmakla
beraber kemik erimesi ve kemik olusumunu saglayan bir faktor olarak belirlenmistir.?%

Halleen ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada serumda TRAP 5b
aktivitesinin osteoporoz ve kemik mineralizasyonunu olumsuz etkileyen bir belirteg
olarak gostermislerdir.’®* Yine in vivo yapilan eksperimental c¢alismalarda TRAP
proteinin baskilanmasi kemiklesmeyi engelledigi ve osteoporotik bir fenotipin
olusmasina neden olmustur.?®

Osteoklast hiicrelerinin diginda inrtakortikal kemiklerin yeniden diizenlendigi
yerlerde, kemik yiizeyine yakin yerlerde, osteosit ve osteoblast hiicrelerinde de TRAP
varhig1 belirlenmistir.?%

Kadinlarda postmenapozal donemi taklit eden Ostrojen eksikligine bagl kemik
mineral miktarinin azalmasini ovariektomi ile indiiklenmis deneysel osteoporoz
modelinde TRAP ekspresyonunun degistigi deneysel olarak gosterilmistir.2’’

Hematopoietik hiicrelerden koken almis olan osteoklast hiicreleri kemik
minerilizasyonunun azalmasinda onemli rol oynamaktadirlar. Tartarat direngli asit
fosfataz yani TRAP (ACP5) olarak da bilinen molekiil osteoklastlarin farklilasmasini

indiikleyen faktorler arasinda yer almaktadir. Ayrica kemik rezorbsiyonunun 6nemli bir

belirtecidir,298 209

2.9.7. Kemik Alkalen Fosfataz

Osteoprogenitor hiicreler farklilasarak osteoblastik fenotipi birka¢ asamada
gerceklestirirler. Ilk asamada hi¢ veya ¢ok diisiik kemik alkalen fosfataz aktivitesi
gostermekle beraber minerilizasyon aktivitesi gostermezler. Ikinci asamada ise kemik

ekstrasetiiler matriksin olgunlasmasi ile kemik alkalen fosfataz ve collojen tip 1 gibi
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genler aktif hale gelirler. Boylelikle yiiksek kemik alkalen fosfat aktivitesi olusur ancak
kemik minerilizasyonu diisiik olur. Ugiincii asama ise farklilasma asamas1 olmakta ve
ekstraseliiller matriks minerilizasyonu artmaktadir Osteoblastlarda kemik alkalen
fosfataz aktivitesi orta seviyededir ve minerilizasyon ve matriks proteinleri ise yiiksek
aktivite gosterir.® 210211

Son yillarda yapilan ¢alismalarda kemik spesifik alkalen fosfataz postmenapozal
donemde osteoporoza bagli risklerin belirlenmesi asamasinda énemli bir biyomarker

haline gelmistir.?*?
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
Bu calisma, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Molekiiler Farmakoloji Arastirma Laboratuvari, Tibbi Patoloji Anabilim Dali
Immiinohistokimya Laboratuvarinda, Niikleer Tip Anabilim Dali ve Radyoloji
Anabilim Dali ile Yeditepe Universitesi Biyomiihendislik ve Genetik Anabilim Dalinda
ve Sabanci Universitesi (SUNUM)’da ve de Anadolu Universitesi Miihendislik

Fakiiltesi Metalurji Miihendisligi Anabilim Dalinda gergeklestirildi.

3.2. Deney Hayvanlan

Bu c¢alismamizda Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi (ATADEM) biinyesindeki deneysel hayvan laboratuarindan temin edilen
toplam 280 adet ve agirliklar1 230-250 gram arasinda degisen Sprague Dawley cinsi disi
sican kullanildi. Deney siiresince, si¢anlara yeteri kadar (ad libitum) su ve pellet yem
verildi. Hayvanlar deney oncesi gruplar halinde laboratuvarda normal oda sicakliginda
(22°C) barmndirildr ve beslendi. Caligmamizin biitiin asamalarinin etik kurallara uygun
oldugu “Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AUHADYEK)”

tarafindan verilen 25 Temmuz 2014 tarihli ve 366389-127 sayili yazi ile onaylanmuistir.

3.2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Tiopental Sodyum (Pental Sodyum 1V flakon) I.E. Ulagay Ila¢ Sanayi Tiirk
A.S. Istanbul, Tiirkiye: Calismada intraperitoneal (i.p.) olarak anestesi igin 25 mg/kg

ve Otenazi i¢in 50 mg/kg olarak verildi.

Metamizol Sodyum (Novalgin 1 g/2 ml IM/IV ampul) Sanofi Aventis flaclar
Ltd. Sti. Istanbul, Tiirkiye: Cerrahi girisim sonrasi agri kesici olarak 25 mg/kg

intramuskiiler verildi.
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Sefazolin Sodyum (IESPOR 1 g IM Flakon) I.E. Ulagay ila¢ Sanayi Tiirk
A.S. Istanbul, Tiirkiye: Postoperatif dsnemde 25 mg/kg intramiiskiiler uyguland.
%10 Povidon Iodine Antiseptik Soliisyon: Cerrahi insizyon alanlarinin

dezenfeksiyonu ve operasyon sonrasi pansuman i¢in kullanildu.

Hidroksiapatit (HA) Nanotech ileri Teknoloji San. ve Tic. Ltd. Eskisehir,
Tiirkiye: Yiiksek biyouyumlulugu sayesinde HA yapay kemik uygulamalarinda
viicudun farkli bolgelerinde meydana gelen hasarlarin giderilmesi, tamamen iglevini
yitiren kemigin yerine kullanilan protez uygulamalar1 ve mekanik yiik altinda dayanim
gerektiren durumlarda kullanilan metalik implantlarin kaplanmasi i¢in kullanilmaktadir.

Bor Nitriir (BN) Bor Teknolojileri ve Mekatronik AS. Eskisehir, Tiirkiye:
Bor nitriir uygulamalarinin temel gorevlerinden biri de mekanik 6zellikleri iyilestirmesi
olup hidroksiapatit (HA) ve bor nitriir (BN) kompozit bilesigi kemik iyilesmesi alaninda
kullanilmaktadir.

PLGA veya poly(lactic-co-glycolic acid) (50/50 lactide:glycolide, Mw 30,000-

60,000): Tastyict iskelenin (Scaffold) yapiminda kullanildi.

Cyclohexane, 1,4-dioxane, methanol, n-hexane, Gelatin, powder, parafin,
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS): Tasiyici

iskelenin (Scaffold) yapiminda kullanildi.
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3.2.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihaz

Marka/Model

TissueLyser Il
QlAqube

Thermal Cycler Veriti
Epoch spectrophotometer
Real-Time PCR
Santrifiij (Sogutmalr)
pH Metre

Manyetik Karistirict
Doku Homojenizatorii
Hassas Terazi

Etiv

Karistirict

Ultra Derin Dondurucu (-86°C)

Derin Dondurucu
Otomatik Multikanal Pipet
Pipet Seti

Cerrahi set

Otoklav Wac47

Dewar transport vessels

Kafes

QIAGEN, Hilden, Germany
QIAGEN, Hilden, Germany
Applied Biosystems, CA, USA
Biotek, Highland Park, USA
Applied Biosystems, CA, USA
Hettich Zentrifugen 320R, Germany
SCHOTT Instruments Lab 850, Germany
Wisd WiseStir MSH-20A, Germany
Tissue Lyser Il Qiagen, Germany
Shimadzu ATX224, USA

Memmert WNB 7-45, Germany
IKA- MS 3 basic, USA

Nuaire NU-9483E, USA

Vestel BZP-X1.3402W, Tiirkiye
Eppendorf Research Pro (20-300p)
Eppendorf Research Plus

F.S.T. Germany

DAIHAN, Giiney Kore

LLG, Germany

Tecniplast, Italy
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3.3. Metot

3.3.1.Deney Plam

Calismada 9 deney grubu ve bir kontrol grubu olmak iizere 10 gruptan
olusturuldu. ilk grup saglikli kontrol grubu olarak 10 diger gruplar ise 30 adet sigan
olmak tizere 280 adet disi sigan kullanildi. Osteoporozun indiiklenmesi amaciyla disi

ratlara bilateral ovariektomi yapildi.

Deney gruplar1 asagidaki gibi planlandi.

Grup I: Saglikli

Grup I1: Osteoporoz + Defekt

Grup I11: Osteoporoz + Defekt + PLGA

Grup IV: Osteoporoz + Defekt % 10 HA

Grup V: Osteoporoz + Defekt +% 2,5 BN + % 10 HA
Grup VI: Osteoporoz + Defekt +% 5 BN + % 10 HA
Grup VII: Osteoporoz + Defekt +% 10 BN + % 10 HA
Grup VIII: Osteoporoz + Defekt +% 2,5 BN

Grup IX: Osteoporoz + Defekt +% 5 BN

Grup X: Osteoporoz + Defekt +% 10 BN
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Tablo 3.1. Deney Plan

Sakrifikasyon Periyodlar: ve Rat

sayilart
GRUPLAR 1.- 84.Giin 85.Giin 92.Giin  99.Giin  113.Giin
Osteoporoz Defekt Defekt Defekt Defekt
Periodu Operasyonu sonrasi sonrasi sonrasi
1. Hafta 2. Hafta 4. Hafta
SAGLIKLI
1 KoNTROL } } ’ } 10
> OP+DEE Ovariektomi Defekt 10 10 10
Operasyonu  Operasyonu
OP + DEF  Ovariektomi Defekt
< PLGA Operasyonu  Operasyonu 10 10 .
OP + DEF  Ovariektomi Defekt
4 %10 HA Operasyonu  Operasyonu 10 10 10
OP + DEF : .
> 7025 BN (C))vzrrfsktgrr:; O Er?;se k(gnu 10 10 10
9610 HA perasy perasy
OP + DEF . :
o wemn QW S, 1 m
%10 HA perasy perasy
OP + DEF : .
T S R LI
910 HA perasy perasy
OP + DEF  Ovariektomi Defekt
8 %2,5 BN Operasyonu  Operasyonu 10 10 10
OP + DEF  Ovariektomi Defekt
. %5 BN Operasyonu  Operasyonu & & e
OP + DEF  Ovariektomi Defekt
10 %10 BN Operasyonu  Operasyonu 10 10 10

OP: Osteoporoz, DEF: Femur Defekti, BN: Bor Nitriir, HA: Hidroksiapatit

3.3.3. Bilateral Ovariektomi i¢in Cerrahi Uygulama

Disi siganlar 25 mg/kg dozda tiopental sodyum ile anestezi altina alindi. Standart
postiire getirilip sabitlenen deneklerin arcus costalar ve inguinal bdlgelerle sinirh
alandaki tliyler tiraglanip, bolge povidon iyot ¢ozeltisi ile temizlendikten sonra 2 cm’lik
bir insizyon yapildi. Abdominal kaviteyi ¢evreleyen kaslar acildiktan sonra, omentum

ekarte edilerek ovaryuma ulasildi. Proksimalde mesoovaryumdan, distalde ise cornu

38



uterustan disli portekiiler ile sikistirilarak Koter yardimiyla overler bilateral ekzisyonla
alindi. Kanama kontrolii yapilarak m.obliques externus abdominis ile m.obliques
internus abdominis ve cilt alt1 dokular 4/0 poly (glicolide-co-lactide) emilebilen dikis
(SMI Surgicryl polyglactine) ile siitiire edildi. Operasyon steril sartlarda yapilmis olup
tekrar steril sartlarda 3/0 SMI Daclon Nylon siitiir ile kapatildi. Siganlar operasyon
sonras1 uygun ortamda barindirildi. ilk 2 giin metamizol sodyum ve sefazolin sodyum
25 mg/kg giinde 2 kez verilerek analjezi ve enfeksiyon riskinin azaltilmasi saglandi. Bir
hafta boyunca her giin si¢anlarda cerrahi bolge povidon iyot ¢ézeltisi ile pansuman

edildi.

Sekil 3.1. Bilateral Ovariektomi i¢in Cerrahi Uygulama

3.3.4. Osteoporotik Ratlarda Kemik Defektinin Olusturulmasi

Ovariektomi yapildiktan 12 hafta sonra gruplardaki tiim hayvanlar Saglikli
kontrol (n=10), ovariektomi ile indiiklenen osteoporozlu sadece kemik defekti yapilan
ve material yerlestirilmemis (n=30) ve ovariektomi ile indiiklenen osteoporoz gruplari
(n=240) viicut agirliklarina gore rastgele gruplara ayrildi.

Saglikli kontrol gruplar1 disinda ¢alismaya alinacak tiim siganlara intraperitoneal

25 mg/kg Thiopental Sodium verilerek genel anestezi uygulandi. Anestezi uygulanan
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ratlarin sag bacaklar1 tiraglandi. Povidon iyot ¢ozeltisi ile silinip, femur distalinden
longitudinal 2 cm’lik insizyon yapildi. Kaslar kiint diseke edilerek femur saftina ulasildi
ve tur motoruna bagli piyasemene takilan 3 mm capindaki yuvarlak uclu paslanmaz
celik frezle, steril serum fizyolojik ¢ozeltisi irrigasyonu altinda 3 mm genisliginde,
kemigin korteks ve medulla tabakalarini i¢ine alan kemik defektleri olusturuldu. Sonra
defekt ara kismima Bor-Hidroksiapatit/PLGA karisimlart koyuldu. Defekt hattinda
stabilitenin kontrolii yapildiktan sonra 4/0 Wicril ile kas fasyasi, 4/0 keskin ipek siitiir
ile de cilt kapamasi yapildi. Ilk 2 giin metamizol sodyum ve sefazolin sodyum 25
mg/kg glinde 2 kez verilerek analjezi ve enfeksiyon riskinin azaltilmasi saglandi. Bir
hafta boyunca her giin siganlarda cerrahi bdlge povidon iyot ¢ozeltisi ile pansuman
edildi.

Saglikli kontrol grubu disinda tiim gruplardaki ratlar kemik iyilesmesinin
sathalarim1 arastirmak i¢in sirastyla 1. (n=10) 2. (n=10) ve 4. (n=10) haftalarda
intraperitoneal 50 mg/Kg Thiopental Sodyum ile dtenazi uygulanarak sakrifiye edildi.
Tiim gruplardan her hafta i¢in sakrifiye edilen toplam rat femurlarin yarisi (n=5)
histopatolojik calisma i¢in % 10’luk ndtral formaldehit ¢ozeltisine konularak tespit
edildi. Herbir grup icin kalan rat femurlar1 (n=5) molekiiler calismalar i¢in -80°C
dondurucuda muhafaza edildi. Formalin i¢in ayrilan herbir grup i¢in toplam 5 adet rat

femuru histopatolojik ¢alisma dncesinde tomografi ve DEXA caligmasina alinmistir.
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Sekil 3.2. Osteoporotik Ratlarda Kemik Defektinin Olusturulmasi
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3.3.5. Scaffold imalati

3.3.5.1. PLGA (poly-(lactide-co-glycolide) iskelesinin (Tastyic1) Yapimi

PLGA tasiyic1 iskeleleri daha once Dan Li, ve arkadaslarinin yaptiklart
caligmada  gostermis  olduklart metoda kiicik modifikasyonlar  yapilarak
hazirland1.?® Kisaca, 212 ve 425 pm c¢apinda olacak sekilde sodyum kloriir (NaCl)
pargaciklari elekler yardimiyla elde edildi. %12 PLGA/ 1,4-dioksan ¢ozeltisi gruplarda
belirlenen oranlarda hazirlanan Bor Nitriir ve Hidroksiapatit oraninda karistirtlarak 1
saat boyunca 45°C’ de sonikasyon yapildi. Hazirlanan ¢ozeltiler 1: 10 oraninda
PLGA/NaCl olacak sekilde tuz ile karistirildiktan teflon kaliplar igerisine dokiilerek -
20°C de 1 saat inkiibe edildi.

Daha sonra ornekler 2 giin siire ile freeze-dry yapildiktan sonra saf su igerisine
atilarak tuzun ¢oziinmesi saglandi. Her 6 saatte bir suyu degistirilen 6rnekler 2 giin
sonra -80°C de dondurulduktan sonra 2 giin daha freeze-dry edildi. Deney numuneleri -

80°C’ de deney giliniine kadar saklandi.

Sekil 3.3. BN/HA emdirilmis PLGA scaffoldlarin hazirlanmasi

3.3.6. Sol-Jel Yontemiyle HA Uretimi
Deneysel ¢alismalarda kalsiyum ve fosfor bilesenleri olarak kalsiyum nitrat tetra
hidrat (Ca(NO3)2.4H.0, Merck, %99) ve amonyum dihidrojen fosfat (NHsH2POa4,

Sigma Aldrich, %99) segilmis olup soliisyonda pH ayar1 i¢in amonyak (NHz Merck)
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kullanilmistir. Kalsiyum 6ncii bileseni etil alkolle (C2HsOH, Merck) hazirlanirken
fosfor bileseninin hazirlanmasinda ultra saf su kullanilmistir.

Uygulanan yéntemde amonyum dihidrojen fosfat (NHsH2POj4) ve kalsiyum nitrat
tetra hidratin (Ca(NO3)2.4H20) baslangic c¢ozeltileri Ca/P = 1.67 olacak seckilde
hazirlanarak her bir ¢ozeltinin pH’s1 NH3 ile 10°a ayarlandiktan sonra kalsiyum ¢dzeltisi
fosfat ¢ozeltisine bir peristaltik pompa ile 3 mL.dk’lik hizla ilave edilirken,
siispansiyon bir mekanik karistirict ile 600 rpm’de karistirilarak homojenlik
saglanmistir. Yaslandirma siiresi sonunda ortamda bulunan NOsz™ ve NH4" iyonlarini
uzaklagtirmak i¢in santrifiijleme sonrasi ultra saf su ile yitkama yapilmis olup siizme
islemini takiben yapilan kurutma sonucu nano boyutlu HA iiretilmistir. Deneysel
parametreler Tablo 3.2’deki gibidir.

Tablo 3.2. Hidroksiapatit tiretiminde incelenen deneysel parametreler

Reaksiyon Sicakligi (°C) Oda sicaklig
Yaslandirma zamani (h) 48
Kurutma sicakligi (°C) 80
Kurutma siiresi (h) 12
Sinterleme sicaklig1 (°C) 750
Sinterleme siiresi (h) 3

3.3.6.1. HA Uretimide Yapiya Yonelik Karakterizasyonu

Sentezlenen HA Orneklerinin yapilarmi belirlemek i¢in XRD (Bruker D8
Advance) FTIR (Perkin Elmer Pyris 1 FTIR), Raman (Renisaw InVia Raman) ve
TG/DTA (NETZSCH STA 409 PC Luxx) analizleri yapilmigstir.

X-151m1  difraksiyonu (XRD), malzemelerin kristalografik o6zelliklerinin ve
icerdikleri fazlarin belirlenmesini saglayan analiz yontemidir XRD, her bir kristal fazin
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kendine 06zgli atomik dizilimlerine bagli olarak {izerine gonderilen X-iginlarin
karakteristik bir diizen icerisinde kirmasi esasina dayanir. Her bir kristalin faz i¢in bu
kirmim profilleri bir nevi parmak izi gibi o kristali tanimlar. X-1s1n1 difraksiyonu sonucu
kristal yapisinin yani sira, tane boyutu ve tercihli yonlenme gibi 6zellikler belirlenebilir.
Aym zamanda, icerdigi fazlar hakkinda bilgi sahibi olunmayan numunelerin analizi
sonucunda elde edilen verilerin ilgili veri tabani ile karsilastirilmasi sonucu numunenin
icerdigi fazlar belirlenebilir. XRD analizlerinde Bruker D8 Advance XRD cihazi (adim
aralig1 0.02° 26, 10° 26/min artis hizi) kullanilmis olup kristal ¢aplar1 (002) ve (300)
diizlemlerinden yansiyan isinlardan yararlanarak Sherrer esitligi ile hesaplanmustir.
Sherrer esitligi;

d=k /bCos 6 2%

olup bu esitlikte d = kristal cap1 (A), k = sekil faktorii (~0.9), 2 = dalga boyu (A), 6
Bragg derecesi ve b maksimum pikin yari yiikseklikteki radyan olarak genisligidir.?!*
Sherrer esitligi ile kristal capinin hesaplanmasini gosteren 6rnek hesaplama EK 1°de
verilmistir. XRD analiz sonuglart ICDD referans difraktogramlarla kiyaslama yapilarak
elde edilen {iriin karakterize edilmistir. Tablo 3.3’deki kafes parametreleri MDI Jade 5.0

XRD yazilim programiyla hesaplanmis olup kristal ¢aplar1 ise Debye-Sherrer esitligi

kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. 48 saat yaslandirma siiresi sonucu iiretilen 750°C’de sinterlenmis numunenin

XRD spektrumu

Tablo 3.3. Sentezlenen HAp’ye ait kafes parametreleri ve kristal gaplari

Kafes parametreleri Birim hiicre hacmi ~ Kristal ¢aplar1 (nm)
ao (A) Co(A) (A)® d [002] d [300]
9.423 6.885 529.44 22.97 19.86

FTIR analizi molekiillerin IR 1s1gm1 (0,78—-1000 um dalga boylu veya 12800-10
cm? dalga sayili) absorpsiyonuyla titresim ve donme enerji seviyelerine uyarilmalarinin
6l¢timiine dayanir. Molekiiler maddeler i¢in infrared absorpsiyon emisyon ve yansima
spektrumlari; spektrumlarin, molekiillerin bir titresim veya donme enerji seviyesinden
otekine gecisleriyle saglanan enerjideki ¢esitli degismelerden kaynaklandigi
varsayimiyla agiklanabilir. Genellikle 4000 cm™ ile 400 cm™ arasinda kalan orta IR
bolgesi kullanilir. Uzak IR bdolgesi metal ametal baglarini icerdigi icin ozellikle

anorganik bilesiklerin (koordinasyon bilesikleri) yapilarinin aydinlatilmasi agisindan
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onemlidir. Dalga sayis1 (1/A), hem enerji hem de frekansla dogru orantili oldugundan,
infrared spektroskopide genellikle dogrusal bir dalga sayis1 dlgegi kullanilmaktadir.

Titresim frekansini kullanmak sayisal olarak 6l¢eklenmeye uygun olmadigindan dalga

-1
sayisinin kullanilmasi tercih edilmektedir. FTIR analizlerinde 4000-400 cm dalga
sayist araliginda calisan Fourier doniisiimlii infrared spekroskopisi (FTIR)
kullanilmistir. Analiz numuneleri KBr ile 100:3 (KBr:HA) oraninda karistirilarak

hazirlanmistir.

3.3.7. Trikalsiyumfosfat (Tcp)-Hekzagonal Bor Nitriir Kompozitlerinin
Hazirlanmasi

Uygun bilesimdeki kompozit regetelerinin hazirlanmasinda TCP( tri kalsiyum
fosfat) tozlar1 kullanilmistir. Yapilan c¢alismada tozlar agat havanda uygun tane
boyutuna getirildikten sonra plastik degirmende zirkonya bilya kullanilarak sulu
ortamda karistirilmistir. Denemelerde porozite olusturmak amaciyla farkli oranlarda
PVA(polyvinilalkol)  kullanilmistir.  Standart TCP ve TCP-hBN kompozit
kompozisyonlari bilyali degirmende hazirlanmistir. Hazirlanan ¢amurlar etiivde 24 saat
kurutulduktan sonra halkali degirmende 3 dakika siire ile ogiitiilmiistiir. Tozlarin 1sil
ozellikleri DSC cihazinda belirlenmistir. Tozlarin sekillendirilmesinde tek eksenli el
presi kullanilmistir. Tozlar 17 mm ¢apa sahip ¢elik kaliplar kullanilarak 500 psi yiik
altinda pelet haline getirilmistir. Sekillendirilen numuneler, etiivde 24 saat
bekletildikten sonra 600°C’de baglayict uzaklastirma islemine tabi tutulmustur.

Numunelerin 1s1l iglemleri 900-1000-1100-1200°C’de olmak iizere dort ayri
sicaklikta  gergeklestirilmistir.  Numunelerin  boyut  kii¢iilmeleri  hesaplanmus,
yogunluklar1 Archimedes prensibine gore Olgiilmiis ve goriiniir poroziteleri
hesaplanmistir. Numunelerin goriintii analizleri SEM (taramali elektron mikroskobu)
cihazinda gerceklestirilmistir. XRD analizleri numuneler o6giitiildiikten sonra Rigaku
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Rint 2000 x- 1sinlar1 difraktometresinde 2°/dk hiz ile 10-70° 26 acgilar1 arasinda CuKo x-
1s1n1 ile gergeklestirilmistir.
Numunelerin karakterizasyonu sonrasinda elde edilen porozite miktarlarina ve

yogunluk degerlerine gore en uygun regete ve 1s1l islem sicakliklari belirlenmistir.

3.3.8. Bor Nitriir ve Hidroksiapatit Emdirilmis Scaffold Malzeme
Karakterizasyonu

Kompozit malzemeler yapisal ve morfolojik olarak karakterize edilmistir.
Yapisal karakterizasyonda Raman Spektroskopisi teknigi kullanilirken, morfolojik

incelemede ise Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) tekniginden yararlanilmustir.

3.3.8.1. Raman Spektroskopisi ile Yapisal Karakterizasyon

Raman spektroskopisi, molekiil ve kristal drgiilerdeki bagli atomlarin elektron
bulutlarinin, gelen 1sikla etkileserek titresmesi sonucunda meydana gelen Raman
sa¢ilma siirecine dayanmaktadir. Raman spektrumundan organik ve inorganik
maddelerin baglar1 hakkinda kalitatif ve kantitatif bilgilerin yan1 sira madde veya
malzeme yapisini meydana getiren ilgili fonksiyonel gruplar hakkinda da bilgi
edinilebilmektedir. Raman  Spektroskopi ~ Analizlerinde Sabanci  Universitesi
Nanoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde bulunan, 532 nm yesil lazer

eklentisine sahip Renishaw Raman InVia cihazi kullanilmistir.

3.3.8.2. Morfolojik Karakterizasyon

Taramali elektron mikroskobunda (SEM), yiiksek voltaj ile hizlandirilmisg
elektronlarin numune iizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin numune ylizeyinde
taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan gesitli girisimler
sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve sinyal

giiclendiricilerinden  gecirildikten sonra bir katot 1sinlar1 tlipiiniin  ekranina
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aktarilmasiyla goriintii elde edilir. SEM analizlerinde Sabanci Universitesi
Nanoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde bulunan SEM (JEOL MultiBeam
4601F) cihaz1 kullanilmistir. SEM’de numunelerin ylizeylerinde kullanilan enerji ve
akim degerlerine bagli olarak yiiksek biiyiitmelere c¢ikilabilirken, goriintiilerin
¢oziiniirlik kalitesi malzemeye de bagldir. Ornegin elektriksel olarak yiiklenen
ornekler SEM igerisinde goriintii distorsiyonuna neden olacagi igin, islem o6ncesi iletken
ince filmlerle kaplanmalidirlar. Bu ¢alismadaki tiim 6rnekler tek kullanimlik bir bigak
ile dikine kesilerek i¢ kesitleri elde edilmis ve SEM oOncesi ince Pt/Pd filmler ile
kaplanmistir. Bunu takiben, goriintiileme igin SEM’de diisiik voltajlar (3-5 keV)

kullanilmistir.

3.3.9. Radyolojik Calismalar

3.3.9.1. BT (Bilgisayarh Tomografi) Analizi

Tiim siganlarin sag alt ekstremite tiyopental sodyum ile 6tenazi sonrasi ¢ikarildu.
BT analizi 256-kesitli helikal BT kullanilarak yapildi (SOMATOM Definition Flash
CT, Siemens Medical Solutions, Erlangen, Germany). Femurlarda hem defekt hemde
defekt olmayan bolgelerden ROI olgiimleri Hounsfield Unit (HU) olarak belirlendi.
ROI(Region Of Interest) 6l¢iim alan1 0.469- 0.760 mm2 olarak kullanildi. Defekt
olmayan alan, defektli alana boliinmesi ile normallestirilmesi gergeklestirildi. Defekt
caplart milimetrik olarak olgiildii. Buna ek olarak, 3-D (VRT volumetric rendering

techniques) goriintiiler rekonstriiksiyon teknigi kullanilarak resimlendirildi.

3.3.9.2. Dual Enerji X-ray Absorptiometre (DEXA) Analizi
Tim siganlarin sag alt ekstremite tiyopental sodyum ile Otenazi sonrasi
cikarildiktan sonra in vitro olarak degerlendirildi. Kemik mineral yogunlugu ol¢timii

(BMD g/cm2) kiiciik hayvanlarda kemik mineral yogunlugu degerlendirilmesi i¢in
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uygun olan bir yazilim ile donatilmig Discovery Wi (Hologic Inc., Bedford, MA,
U.S.A.) kullanilarak DEXA yontemi ile analiz edilmistir.
3.3.10. Histopatolojik Analizler

3.3.10.1.Rutin Histolojik ve Hematoksilen Eozin Prosediirii:

Fiksatif i¢inde bulunan sert doku drnekleri %10’luk nitrik asit igerisine atildu.
Her giin soliisyon degistirilerek, igne yardimiyla doku yumusamasi takip edildi. 2-10
giinliik siire boyunca dokularda dekalsifikasyon islemi gerceklestirildi. Daha sonra bir
gece boyunca yikamaya alinan dokulara devaminda artan alkol serilerinde
dehidratasyon, ksilende seffaflastirma ve parafinde infiltrasyon islemleri yapilarak

bloklar haline getirildi.
3.3.10.2.Leica TP 1050 Cihaz1 Takip Basamaklari:

%10’ luk tamponlanmis formalin (1 saat 15 dakika), %70’ lik alkol (1 saat), %
80’lik alkol (1 saat), % 90’lik alkol (1 saat), saf alkol (1 saat), saf alkol (1 saat), saf
alkol (1 saat 15 dakika), ksilol (1 saat), ksilol (1 saat), ksilol (1 saat 15 dakika), parafin

(1 saat), parafin (1 saat), parafin (1 saat 15 dakika) seklindedir.

Cihaz, formalin, alkol, ksilen basamaklarinda 40°C, parafin basamaginda
65°C’de calismaktadir. Takip sonrasi elde edilen dokular, Leica EG1160 bloklama
cihazinda 67°C sicaklikta eriyik parafin ile bloklandi. Bloklanan dokular -4°C’de
sogutuldu. Leica RM 2145 mikrotom cihazi ile her bir bloktan 5’er mikron kalinliginda
2’ser kesit su banyosuna alindi. Bu 2 kesitin 1 tanesi HE i¢in normal lama, digeri
immunohistokimya i¢in polilizinli sarjli lama alindi. Rutin histopatolojik inceleme i¢in
lam {izerine alman kesitler, 30 dakika, 70°C sicaklikta, EN 055 Etiivde deparafinize

edildikten sonra; 10 dakika ksilolde bekletildi.
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Leica Autostainer XL otomatik boyama ve kapama cihazinda HE boyamasi
otomatik prosediir ile yapildi. Prosediir; ksilol (2 basamak) - absolii etil alkol (3
basamak) basamaklar1 ardindan yikama safhasini takip ederek hematoksilen ile 5 dakika
yikama ve ardindan asit alkole daldirip ¢ikarma, tekrar yikama, amonyak yikama
basamaklar1 ardindan eozin ve yikama soliisyonuna daldirilip ¢ikarma islemi ve absolii

etil alkol (3 basamak), ksilol (2 basamak) seklindedir.

Otomatik boyama ve kapama cihazinda son basamak entellan damlatilarak

kapatilmasi olup preparatlarin incelemeye hazir hale getirildi.

3.3.11. Molekiiler Calismalar
3.3.11.1. Gerg¢ek Zamanh PCR Analizi
Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Molekiiler

Farmakoloji Laboratuarlarinda molekiiler analiz islemlerinin timii gergeklestirildi.

3.3.11.2. RNA izolasyonu

1., 2. ve 4. hafta alinan femurlar kaslardan tamamen ayrilarak defekt bolgesi
molekiiler analizler i¢in diseke edildi ve eppendorf tiip igerisine konuldu, tiim dokuyu
kaplayacak sekilde RNA Later RNA Stabilization Reagent (QIAGEN) soliisyonu ilave
edildi. Doku igerisine niifuz etmesini saglamak amaci ile 24 saat oda 1sisinda

bekletildikten sonra 20°C’de muhafaza edildi.

Dokular RNA Later igerisinden ¢ikartilarak ¢elik jarlarin igerisine konularak sivi
azot ile mikroskopik parcalama yapildi. Soguk zincir korunarak her gruptan 20 mg
femur dokusu alinarak 600 pl Buffer RLT + 6 pl B-mercaptoethanol (-ME) soliisyonu
ile birlikte igerisinde 1 adet steril ¢elik bilye bulunan plastik tiiplere konuldu ve Tissue

Lyser Il (Qiagen) homojenizasyon cihazi ile 5 dk 30 Hz olacak sekilde homojenize
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edildi. Homojenizasyon isleminden sonra yeni bir eppendorf tiip i¢erisine alindi ve 3 dk
13.000 RPM’de santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra silipernatant yeni bir eppendorf tiipe alindi ve RNeasy Mini
Kit (cat no: 74106)’in protokoliine gore total RNA izolasyonu QIAcube (QIAGEN)
yapildi. Eppendorf tiipii i¢erisinde elde edilen RNA -80°C’de muhafaza edildi.

3.3.11.3.Reverse Transkriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit enzimi kullanimi ile total
RNA’dan ¢cDNA sentezi yapildi. Her reaksiyon Tablo 3.4’de gosterildigi gibi toplam
hacim 10ul RNA olacak sekilde hazirlandi ve ¢cDNA sentezi Sekil 3.5.’deki sicaklik
degerlerine gore Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystem) ile saglandi.
cDNA miktar1 nano-drop spektrofotometri (EPOCH Take3 Plate, Biotek) ile 6l¢iim
belirlendi ve -20°C’de saklandi.

Tablo 3.4. cDNA sentezi igin kullanilan mix igerigi

PCR Master mix icerigi Mix Miktar( pl)
10X Buffer RT 2

25 X dNTPs mix 0,8

10 X RT Random Primers 2
MultiScribe Reverse Transcriptase 1
DEPC-H20 4,2

RNA 10
Toplam 20
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25°C

85°C

/ S5min

37°C

/120min

10min

Sekil 3.5. Thermal cycler kosullar

Tablo 3.5. Rolatif Gene Ekspresyonu Primer/Prob Dizilimleri

OoP

Ileri Primer

CTCTTC CAAGCAACTCCAATGA

ALP

TRAPSB

BMP-2

Runx-2

TNF-a

ACTB

Geri primer
Ileri primer

Geri primer

fleri primer

Geri primer

Ileri primer
Geri primer
Mleri primer
Geri primer
Mleri primer
Geri primer
Mleri primer

Geri primer

GTT CAC AGA ATCCTC GCT CTC
CGCAACAACGCAATCTATGAC

GGACAGCAATGGGGGTTCT

CGCAACAACGCAATCTATGAC

GGACAGCAATGGGGGTTCT

GTCCTTTTC CCC TGG CTG AT

TCT AGG TAC AAC ATG GAG ATTGC
TTCCAGACCAGCAGCACTC
GGGGACCATTGGGAACTGA

GCT CCC TCT CATCAGTTCCA
CTCCTCTGCTTGGTGGTT TG

TGG TGG GTATGG GTC AGA AG

GAC AAT GCC GTG TTC AAT GG

3.3.11.4.Gercek Zamanh PCR Primerleri ve Calisma Prensibi

Rolatif TNF-a, OP, BMP-2, RUNX-2, ALP ve TRAP5B mRNA ekspresyonlar1

rat femur dokularinda StepOne Plus Real Time PCR System technology (Applied

Biosystem) cihazi kullanilarak gergeklestirildi. TagMan bazli ilgili genlerin primer
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problari Primer Design Ltd. firmasinda dizayn ettirilip temin edildi (Southampton, UK).
Ilgili gen sekanslar dizilimleri Tablo 3.5.’de verilmistir. Sonuglar kontrol grubuna gére
kat-degisim (fold change) olarak degerlendirildi. Endojen kontrol gen olarak [-actin
kullanildi ve her bir cDNA 6rnegi i¢in ii¢ tekrar uygulandi. Real Time PCR reaksiyonu
96 kuyucuklu plaklarda 9 ul cDNA (100 ng), 1 ul Primer Perfect Probe miks ve 10 ul
QuantiTect Probe PCR Master miks (Qiagen, Hilden, Germany) olacak sekilde toplam
reaksiyon volumii her bir kuyucukta 20 pl’ye tamamlandi. gPCR Hazirlanan reaksiyon
plagi 2 dk 50°C, 10 dk 95 °C’de bir sikliis ve 15 sn 94 °C, 60 sn 60 °C’de 40 sikliis
olacak sekilde yiiriitiildii (Sekil 3.6). Tim veriler kontrol grubuyla karsilastirmali

sekilde 2722 metoduna gore hesaplandi.?®

95°C I 95°C
10mMin |15sec \

60°C
S0 € 1min
2min L Y
40 cycles

Sekil 3. 6. Ger¢gek Zamanli PCR Reaksiyon 1s1 ve siireleri
3.3.12. istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi ve
0.05'in altindaki P degerleri, istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi. Gruplar
aras1 farkin 6nemlilik derecesi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile ve post-hoc
testlerinden “Tukey” teknigi kullanilarak belirlendi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
Her bir farkli harf diger gruptan istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir.

Ayni harfler anlamsiz oldugunu gostermektedir.
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4. BULGULAR

HA Uretimide Yapiya Yénelik Karakterizasyon Analizleri
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Sekil 4.1. Sentezlenen HAp numunesine ait FTIR spektrumu

Yapida hidroksiapatit varligmin ilk belirtisi 1000-1100 cm™ araligindaki genis
FTIR bandidir.?** Ayrica 633 cm? ve 3568 cm™’deki pikler stokiyometrik HA’nin
karakteristik pikleridir.2%® Bu piklerin varligi ve XRD sonuglar1 bize saf stokiyometrik
HA’nin elde edildigini dogrulamaktadir. 962 cm™°de gbriilen pik, PO,® iyonundaki P-
O arasindaki v1 tipi simetrik gerilme titresimine aittir. Fosfat grubunun en biiyiik ve
siddetli piki olan v3 piki; 1095 cm™®’de gozlenmistir. 565-603 cm™ arasindaki band
kristal kafeste iki siteyi kaplayan v4 tipi fosfat grubu egilme titresim moduna aittir. Bu
aralikta spektrumda belirgin olarak goriilen iki pik; molekiillerin diisiik site simetrisi
gosterdigini ve HAp kristal kafesinde birden daha fazla sitenin varligii gosterir.?’ 473
cm™, 633 cm™ ve 3564 cm™’de goriilen pikler HA’daki OH™ grubuna ait olup 3564 cm™
piki serbest O-H gerilme titresimidir. 1635 cm™’deki pik ise bagl suyun egilme
titresimine aittir.?!® HAp kristalizasyonu bazik (pH=10) ortamda gerceklestiginden

CO;%olusmasina sebep olan atmosferik CO2’in ¢dziinmesi FTIR spektrumlarimizda 875
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cm?tve 1423 cm™’de goriinen inorganik karbonata ait pikler literatiire uyumlu olarak.?*8

karsimiza ¢ikmaktadir. Spektrumlarimizda 875 cm™’de goriinen pik; v2 CO3” piki olup

HAp yapisindaki PO,*’1n A veya B tipi karbonat yer degistirmesine isaret etmektedir. A
tipi karbonat bandlar1 1550, 1457 ve 880 cm™’de tespit edildiginden ve daha once
yapilan benzer ¢alismalardaki sonuglar da g6z 6niinde bulunduruldugunda karbonat yer
degistirmesinin B tipi oldugu diisiiniilmektedir. IR spektrumundaki en giiclii CO;” piki
ise 1423 cm™’deki v3 modu olup genellikle iki bandan olusur. Spektrumlarimizdaki v3
modunun sekli ve 700 cm™’de C-O adsorpsiyon bandinin olmayist HAp ile birlesmis
kalsit yapismin olmadigin1 ve CO;” *in apatit yapisindaki PO,? ile yer degistirmek
suretiyle yaprya katildigini gosterir. Kemik agirlikea %4-6 oraninda karbonat
icerdiginden sentezlenen HA yapisindaki CO;2 varligimin biyoaktiviteyi artiracagi
diistiniilmektedir.?*°

Sekil 4.2’de katkisiz HAp numunesine ait Raman spektrumu goriilmektedir.
Spektrumda 962 cm™’de gériilen karakteristik pik, tetrahedral PO4 grubunun (P-O bag:)
tamamen simetrik gerilme modundan (v1) kaynaklanmaktadir.?2%-?22 PO, grubundaki
liclii dejenere (P-O-P bagi) biikiilme modu (v4) spektrumumuzda 585 cm™’de
goriilmektedir.?? 222, 1045 cm™’de goriilen orta siddetteki pik, POs grubunun (P-O
bag) iiglii dejenere asimetrik gerilme moduna (v3) aittir. Son olarak spektrumunda 427
cm?°de goriilen zayif pik ise POs grubundaki ¢iftli dejenere (P-O-P bagi) biikiilme

modunu (v2) gostermektedir.??l: 224
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Sekil 4.2. HAp 6rnegine ait raman spektrumu
HA Uretimide Morfolojiye Yonelik Karakterizasyon Analizleri

Taramali Elektron Mikroskobunda (SEM) goriintiiyli yiiksek voltaj ile
hizlandirilmis elektronlarin numune tiizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin
numune ylizeyinde taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan
cesitli girisimler sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi
ve sinyal giiclendiricilerinden gecirildikten sonra bir katot isinlari tiipiiniin ekranina
aktarilmasiyla elde edilir. Modern sistemlerde bu algilayicilardan gelen sinyaller dijital
sinyallere ¢evrilip bilgisayar monitdriine verilmektedir. Gerek ayirim giicii (resolution),
gerek odak derinligi (depth of focus) gerekse goriintli ve analizi birlestirebilme 6zelligi,
taramali elektron mikroskobunun kullanim alanini  genisletmektedir. Elekton
mikroskobu ile birlikte kullanilan X-i151n1  Spektrometresi, 4Be, 92U arasindaki
elementleri K-L serileri arasinda analizlemek i¢in gerekli dalga boyu araligin1 kapsar.
SEM-EDS analizlerinde Sabanci Universitesi Nanoteknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde bulunan SEM (JEOL MultiBeam 4601F)- EDS (Oxford Instruments)
cthazlart kullanilmistir. Numunelerin ylizeyi iletken olmadigindan elektron mikroskopi

incelemeleri esnasinda yiizeylerin yliklenmemesi i¢in ornekler altin ile kaplanmustir.
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Sekil 4.3: Sinterleme Oncesi ve sonrast HAp Ornegine ait ikincil elektron (SE) SEM

goriiniitiileri

Sekil 4.4: Uretilen HAp numunesine ait EDS spektrumu
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Tablo 4.1. HAp 6rnegine ait elementel analiz verileri

Element % Agirhk %M(mol)
Ca 35.35 0.18
P 16.79 0.11
O 33.01 0.17
Au 14.85 0.28
Toplam 100

Gegirimli Elektron Mikroskobu veya TEM (Transmission Electron Microscope)
temelde optik mikroskoplara benzemesine ragmen cismin ig¢inden gecirilen yiiksek
enerjili elektronlarin goriintiilenmesi prensibine dayanir. Max Knoll ve Ernst Ruska
tarafindan 1930’larda yapilan caligmalarin sonucu ortaya ¢ikan gecirimli elektron
mikroskobu, 1s1k yerine elektronlar1 kullandigindan goriintiileme 151g1n dalga boyundan
bagimsiz oldugu i¢in optik mikroskoplarla kiyaslandiginda ¢ok daha kii¢iik ayrintilari
yiiksek ¢oziiniirliikte gormeye olanak tanir. TEM analizleri, 200 kV’da ¢alisan (LaBe
flament) JEOL JEM 2100 HRTEM marka ge¢irimli elektron mikroskobu ile incelenmis

olup, goriintiiler Gatan Model 694 Slow Scan CCD kamera ile elde edilmistir.

58



Sekil 4.5. Uretilen HAp’nin TEM gériintiisii

4.1. Raman Spektroskopisi ile Yapisal Karakterizasyon Analizi
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Sekil 4.6. PLGA 6rmegine ait Raman spektrumu

7/
2800
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Sekil 4.6.’de katkisiz PLGA numunesine ait Raman spektrumu goriilmektedir.

Spektrumda 874 cm™’de goriilen karakteristik pik glikolik asit birimindeki C—COO

grubundaki gerilme moduna aittir.??® 1045 cm™’de goriilen orta siddetli pik, laktik asit
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grubundaki C—CH3 gerilme moduna aitken, 1129 cm™’de gériilen orta siddetli pik ise
yine laktik asit grubundaki sallanma moduna aittir.??>?2" Spektrumda 1454 cm™’de
goriilen orta siddetli pik, laktik asit birimindeki CH3’{in asimetrik biikiilme moduna
aittir.??”.Glikolik asit birimindeki CH2 gerilme moduna ait pik ise spektrumda 1426 cm
Lde goriilmektedir.??® Spektrumda 1095 cm™’de goriilen orta siddetli pik, laktik asit
birimindeki COC simetrik gerilme moduna aittir.??® 1773 cm™’de goriilen karakteristik
pik, ester grubunun C=0O gerilme moduna aittir.??® Glikonik asit birimindeki CH2
simetrik gerilme moduna ait pik 2952 cm™’de, asimetrik gerilme modu ise 3007 cm™*de

goriilmektedir.?®
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Sekil 4.7. %10 HAp igeren PLGA 6rnegine ait Raman spektrumu

Sekil 4.7°de %10 HAp iceren PLGA numunesine ait Raman spektrumu
goriilmektedir. Spektrumda katkisiz PLGA Ornegine ait piklere ilaveten 961 cm™
civarinda goriilen karakteristik pik, hidroksiapatitteki tetrahedral PO4 grubunun (P-O

bag1) tamamen simetrik gerilme modundan (v1) kaynaklanmaktadir,?20: 229 230
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Sekil 4.8. %10 HAp ve %2.5 BN igeren PLGA 6rnegine ait Raman spektrumu
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Sekil 4.9. %10 HAp ve %5 BN iceren PLGA 6rnegine ait Raman spektrumu
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Sekil 4.10. %10 HAp ve %10 BN iceren PLGA 6rnegine ait Raman spektrumu
Sekil 4.8, 49 ve 4.10’da %2.5-10 arasinda BN igeren PLGA+%I10HAp

numunelerine ait Raman spektrumlar1 goriilmektedir. Spektrumlarda katkisiz PLGA

1

Ornegine ait piklere ilaveten 960 cm™ civarinda goriilen karakteristik pik,

hidroksiapatitteki tetrahedral POs grubunun (P-O bagi) tamamen simetrik gerilme
modundan (v1) kaynaklanirken.??® 221:230 1370 ¢cm™ civarinda goriilen pik ise, diizlem

igerisindeki B-N Egyg titresim moduna ait olup BN karakteristik pikidir.?3%%
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Sekil 4.11. 9%2.5 BN igeren PLGA 06rnegine ait Raman spektrumu
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Sekil 4.12. %5 BN iceren PLGA 0rnegine ait Raman spektrumu
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Sekil 4.13. %10’a BN igeren PLGA numunelerine ait Raman spektrumlari
goriilmektedir. Spektrumlarda katkisiz PLGA 6rnegine ait piklere ilaveten 1367 cm™’de

goriilen pik, diizlem igerisindeki B-N Epg titresim moduna ait olup BN karakteristik

pikidir .231-233
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4.2. Taramah Elektron Mikroskobunda (SEM) Morfolojik Karakterizasyon

Sekil 4.14. Katkisiz PLGA 6rnegine ait ikincil elektron (SE) SEM goriintiisii

Sekil 4.14’deki katkisiz PLGA i¢ kesit yiizeyine ait ikincil elektron SEM
goriintlilerinden de anlasilacagi iizere li¢ boyutlu ve homojen mikroporozite mevcuttur.
Por ¢aplari yaklasik olarak biiyiik porlarda 100 pum, kii¢iik porlarda ise 30 um araliginda

degismektedir. Malzeme ylizeyi diiz olmayip piiriizliidiir.
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Sekil 4.15. Katkisiz PLGA 6rnegine ait ikincil elektron (SE) SEM goriintiisii
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Sekil 4.16. %10 HAp igeren PLGA 6rnegine ait ikincil elektron (SE) SEM goriintiisii

.
74
f

Sekil 4.16’da %10 HAp iceren PLGA ig¢ kesit yiizeyine ait ikincil elektron SEM
goriintiileri verilmektedir. Burada yine katksiz 6rnekte oldugu gibi ii¢ boyutlu fakat
daha heterojen mikroporozite mevcuttur. Por ¢aplari yaklasik olarak biiytik porlarda 100
um, kiiciik porlarda ise ortalama 10 um araliginda degismektedir. Malzeme yiizeyi diiz

olmay1p piirtizliidiir.
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Sekil 4.17: %10 HAp ve %2.5 BN igeren PLGA 06rnegine ait ikincil elektron (SE) SEM
goruntisu

Sekil 4.17°de %10 HAp ve % 2.5 BN iceren PLGA 6rneginin i¢ kesit yiizeyine
ait ikincil elektron SEM goriintiileri verilmektedir. Burada boyutlar1 yaklagik 250 um
civarinda olan odacikli bir yap:1 goriilmektedir. Ug¢ boyutlu porozite mevcut olup
ozellikle bu odaciklar1 olusturan ¢ukurlarin birlesme noktalarinda daha yogundur. Bu
bolgelerdeki por caplar yaklagik olarak 10-30 um araliginda degigsmektedir. Malzeme

yiizeyi diiz olmayip dalgalidir.
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Sekil 4.18. %10 HAp ve %5 BN iceren PLGA 6rnegine ait ikincil elektron (SE) SEM
goruntiisu

Sekil 4.18’deki %10 HAp ve % 5 BN iceren PLGA 6rneginin i¢ kesit yiizeyine
ait ikincil elektron SEM goriintiilerinden de anlasilacagi iizere odacikli yap1 mevcuttur
fakat boyutlar1 yaklasik olarak 170 pum’dir. Odaciklar homojen olmayip, i¢e ¢okme
egilimi gostermektedir ve burada daha heterojen ii¢ boyutlu porozite mevcuttur. Por
caplart yaklagik olarak 10-30 pum araliginda olup por duvarmin kalinhigr 3 um

civarindadir. Malzeme yiizeyi diiz olmayip dalgalidir.
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Sekil 4.19: %10 HAp ve %10 BN iceren PLGA 06rnegine ait ikincil elektron (SE) SEM
goruntiisu

Sekil 4.19°da %10 HAp ve % 10 BN iceren PLGA 06rneginin i¢ kesit yilizeyine
ait ikincil elektron SEM goriintiileri verilmektedir. Kompozit igerisinde BN miktarinin
artmasiyla yapida oldukga belirgin farkliliklar meydana gelmistir. Burada odacikli
yapinin bozuldugu daha heterojen {i¢ boyutlu porozite mevcuttur. Es boyutlu ve sirali
porlardan olusan laminer yapilar goriilmektedir ve bu yapilardaki por ¢aplart 10 um’den
kiigliktlir. Ayrica bu porlarda por duvarmnin kalinligt 200 nm civarindadir. Malzeme

yiizeyi diger 6rneklerle kiyaslandiginda nispeten daha diizdiir.
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Sekil 4.20. Farkli oranlarda BN iceren %10 HAp-PLGA oOrneklerine ait ikincil elektron
(SE) SEM goriintiileri

Sekil 4.20° de %10 HAp iceren PLGA 0Ornegine farkli oranlarda BN ilavesinin
morfolojiye olan etkisi mukayeseli olarak goriilmektedir. Ayni biiylitmede alinan
goriintliilerde BN miktarinin artmastyla ii¢ boyutlu yapinin gézenekli laminer tabakalar
seklinde olustugu ve bu tabakalarda por ¢eper kalinliginin olduk¢a ince ( =200 nm)
oldugu goriilmektedir. Malzeme ylizeyindeki dalgalanma da kompozit igerisinde BN

miktarinin artmasiyla azalmaktadir.

Sekil 4.21. 9%2.5 BN igeren PLGA 06rnegine ait ikincil elektron (SE) SEM goriintiisii
Sekil 4.21’de %2.5 BN iceren PLGA Orneginin i¢ kesit yilizeyine ait ikincil
elektron SEM goriintiileri verilmektedir. Burada oldukga belirgin morfolojik farkliliklar
mevcuttur. Homojen {i¢ boyutlu yapt mevcut olmayip, kivrilmig laminer bir yapi
goriilmektedir. Bu yapilar aym1 miktarda BN iceren %I10HAp-PLGA 06rnegindeki

odacikli yapimin stabil olamamasi sebebiyle ¢okme veya ayrilma sonucu meydana
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gelmistir ve bu laminer yapilardaki mikro gozeneklilik yok denecek kadar azdir (Sekil

4.22). Ayrica bu yapida kompozitin mekanik direncini azaltacagi diisiiniilmektedir.

e awe

| 109%HAP+2.5% BN oy 2.5% BN |¢ .

Wiminer yapdarei i 3

0\ A

Sekil 4.22. HAp iceren ve icermeyen %2.5 BN- PLGA Orneklerine ait mukayeseli

ikincil elektron (SE) SEM goriintiileri

S5um  2015/01/07

Sekil 4.23: %5 BN iceren PLGA 6rnegine ait ikincil elektron (SE) SEM goriintiisii
Sekil 4.23’da %5 BN iceren PLGA Orneginin i¢ kesit ylizeyine ait ikincil
elektron SEM goriintiilerinde de benzer sekilde oldukca belirgin morfolojik farkliliklar
mevcuttur. Homojen li¢ boyutlu yapit mevcut olmayip, kivrilmig laminer bir yapi
goriilmektedir. Bu yapilar ayn1 miktarda BN iceren %I10HAp-PLGA o6rnegindeki
odacikli yapinin stabil olamamasi sebebiyle ¢okme veya ayrilma sonucu meydana
gelmistir ve bu laminer yapilardaki mikro gozeneklilik yok denecek kadar azdir (Sekil

4.24),
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1 10%HApP+5% BN |

Sekil 4.24. HAp igeren ve igermeyen %5 BN- PLGA o6rneklerine ait mukayeseli ikincil

elektron (SE) SEM goriintiileri

5.0kV %2,500 10um  2015/01/07 6.3 7 SEM_SEI

Sekil 4.25. %10 BN igeren PLGA 6rnegine ait ikincil elektron (SE) SEM goriintiisii
Sekil 11.12°de %10 BN iceren PLGA Orneginin i¢ kesit ylizeyine ait ikincil
elektron SEM goriintiilerinde de %35 BN igeren Ornektekine benzer, heterojen {i¢
boyutlu yap1 mevcut olup, pargalanmig laminer bir yap1 goriilmektedir. Bu yapilar ayni
miktarda BN iceren %10HAp-PLGA o6rnegindeki yapinin stabil olamamasi sebebiyle
¢okme veya ayrilma sonucu meydana gelmistir ve bu laminer yapilardaki mikro

gozeneklilik de yok denecek kadar azdir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26: HAp igeren ve igcermeyen %10 BN- PLGA oOrneklerine ait mukayeseli

ikincil elektron (SE) SEM goriintiileri

Sekil 4.27. Farkli oranlarda BN iceren PLGA 6rneklerine ait mukayeseli ikincil elektron
(SE) SEM goriintiileri

Sekil 4.27°de farkli oranlarda BN iceren PLGA 06rneklerine ait ayn1 biiyiitmedeki
ikincil elektron (SE) SEM goriintiileri verilmektedir. Goriintiilerden de anlasilacagi
tizere kompozit igerisinde BN miktarinin artmasi yapinin bozulmasma ve dolayisiyla
mekanik direncin azalmasina sebep olmaktadir. Ayni miktarda BN iceren PLGA
numunelerinde, HAp icerenlerde daha homojen ii¢ boyutlu yapi1 oldugundan bu

numunelerde mekanik direncin daha fazla olmas1 beklenmektedir.
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4.2. Dual Enerji X-ray Absorptiometre (DEXA) Bulgular:

Sekil 4.28. (* Kontrol defekt grubuna gore p<0.0001 oraninda anlamli).

Calismamizin 4. haftas1 sonunda defekt alaninda primer kemik rejenerasyonunu
dual enerji x-ray absorptiometre (DEXA) ile belirledik (Sekil 4.28). lyilesme siirecinin
takip edildigi 4. haftada OP DEF grubunun BMD diizeylerinin diisik oldugu
gozlenmistir. Doku iskelesi olarak kullandigimiz PLGA’ nin yalniz kullanildig1 grupta

OP DEF grubuna yakin degerler belirlenmistir.

Kemik matriksinin olusumunda 6nemli bir yap1 tasi olan HA’ nin %10’luk
konsantrasyonunun uygulandigi grupta ise BMD degerlerinin hafif olarak arttidigi
goriilmektedir. Tedavi gruplarimiz igerisinde BMD degerlerini OP DEF grubu ile
karsilastirdigimizda OP DEF %2.5 BN %10 HA ve yalmiz OP DEF %2.5 BN
gruplarinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi gozlenmistir (p<0.0001). OP
DEF %5 BN %10 HA, OP DEF %10 BN %10 HA, OP DEF %5 BN ve OP DEF %10

BN gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir iyilesme goriilmemistir.

4.3. BT (Bilgisayarh Tomografi) Bulgular:
Deney hayvanlar1 defekt operasyonundan sonraki 1. 2. ve 4. haftada her grup

icin 10 rat yiiksek doz genel anestezik Tiopental Sodyum (50 mg/Kg) (IE ULAGAY,
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Istanbul) ile sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen ratlardan her grup igin 5 rat BT ¢ekimi i¢in
femurlar1 ayrilarak BT goriintiileri Radyoloji Anabilim Dali’nda goriintiillendi ve

degerlendirildi.

Sekil 4.29, 4.30. ve 4.31.’de her bir deney grubundan her hayvana ait BT

gorintiileri VRT formatinda farkli haftalara gére sunulmustur.

&

Sekil 4.29. Gruplarin 1. Hafta BT goriintiileri. (A) OP + Def., (B) OP + Def. + PLGA,

(C) OP + Def. + %10 HA, (D) OP + Def. + %2.5 BN + %10 HA, (E) OP + Def. + %5
BN + %10 HA, (F) OP + Def. + %10 BN + %10 HA, (G) OP + Def. + %2.5 BN, (H)

OP + Def. + %5 BN, (1) OP + Def. + %10 BN.

1. Hafta BT goriintiilerinde OP + Def. (A) grubu harig, diger gruplarin femur
distal metafizinde olusturulan defektif kemik bolgesinde minimal kemiklesme mevcut

oldugu BT analizinde izlenmektedir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.30: Gruplarin 2. Hafta BT goriintiileri. (A) OP + Def., (B) OP + Def. + PLGA,
(C) OP + Def. + %10 HA, (D) OP + Def. + %2.5 BN + %10 HA, (E) OP + Def. + %5
BN + %10 HA, (F) OP + Def. + %10 BN + %10 HA, (G) OP + Def. + %2.5 BN, (H)

OP + Def. + %5 BN, (1) OP + Def. + %10 BN.

2. Hafta BT goriintiilerinde OP + Def. (A) grubu harig, diger gruplarin femur
distal metafizinde olusturulan defektif kemik bdlgesinde orta kemiklesme mevcut

oldugu BT analizinde izlenmektedir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.31: Gruplarin 4. Hafta BT goriintiileri. (A) OP + Def., (B) OP + Def. + PLGA,
(C) OP + Def. + %10 HA, (D) OP + Def. + %2.5 BN + %10 HA, (E) OP + Def. + %5
BN + %10 HA, (F) OP + Def. + %10 BN + %10 HA, (G) OP + Def. + %2.5 BN, (H)

OP + Def. + %5 BN, (I) OP + Def. + %10 BN

4. Hafta BT goriintiilerinde OP + Def. (A) grubu hari¢ tim gruplarin femur distal
metafizinde olusturulan defektif kemik bolgesinde iyilesme mevcut, 6zellikle (D) OP +
Def. + %2.5 BN + %10 HA, (G) OP + Def. + %2.5 BN gruplarda daha fazla bir

iyilesme BT analizinde izlenmektedir (Sekil 4.31).
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Defekt Caplarinin BT analiz Bulgulan

1. Hafta
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Sekil 4.32. Gruplarin 1. Hafta BT defekt ¢ap olgtimleri  (* Kontrol defekt

grubuna gore p<0.05 oraninda anlamli).

2. Hafta
0.201

0.154

€ 0.10

0.05+

0.00

Sekil 4.33. Gruplarin 2. Hafta BT defekt ¢ap olgtimleri  (*** Kontrol defekt

grubuna gore p<0.001 oraninda anlaml1).
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4. Hafta

0.15-

0.10+

cm

0.05-

0.00

Sekil 4.34. Gruplarin 4. Hafta BT defekt ¢ap 6l¢timleri  (*** Kontrol defekt

grubuna gore p<0.001 oraninda anlaml1).

BT bulgular1 defekt alaninda kemik rejenerasyonu degerlendirmek igin
kullanildi. Tyilesme siirecinin izlendigi defekt cerrahi presediirii uygulamasindan sonraki
ilk hafta defekt cap oranlarina gore karsilastirdigimizda kontrol defekt grubuna gore OP
DEF %2.5 BN %10 HA ve OP DEF % 2.5 BN gruplarinda anlamli olarak defekt
caplarinda kiiglilme gozlenmistir (p<0.001). (Sekil: 4.32). Daha sonraki siiregler olan 2.
ve calismamizi tamamladigimiz 4. hafta da aymi gruplar dahilinde defekt kontrol
grubuna gore ¢ap boyutlar1 kiiciilmekte ve primer kemik olusumlari gozlemlenmekle
beraber primer kemik olusumlart defekt bolgelerinde diizglin olmayan normal kemige
gore diisiik yogunluklu HU dansiteleri ile karakterize edilmektedir (Sekil:4.33; 4.34 ).
Yalniz OP DEF %2.5 BN %10 HA, OP DEF %5 BN %10 HA ve OP DEF % 2.5 BN
gruplarinda hem 2. Hem de 4. Hafta da anlamli olarak defekt caplarinda kii¢iilme

gozlenmistir (p<0.001) (Sekil: 4.33, 4.34).
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4.Hafta
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Hounsfield units (HU)

Sekil 4.35. Gruplarin 4. Hafta BT defekt Hounsfield units (HU) 6l¢timleri ~ (***

Kontrol defekt grubuna gore p<0.001 oraninda anlamli).

Calismamizin 4. haftas1 sonunda defekt alaninda primer kemik rejenerasyonunu
BT ile belirledik. lyilesme siirecinin takip edildigi 4. Hafta da OP DEF grubunun
Hounsfield Units (HU) diizeylerinin oldukga diisiik oldugu gozlenmistir. Doku iskelesi
olarak kullandigimiz PLGA ve yalniz % 10 HA kullanildigimiz gruplarda OP DEF

grubuna yakin degerler belirlenmistir.

Tedavi gruplarimiz igerisinde kemik olusumunu OP DEF grubu ile
karsilastirdigimizda OP DEF %2.5 BN %10 HA (p<0.001), yalniz OP DEF %2.5 BN ve
OP DEF %5 BN %10 HA gruplarimin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1
g6zlenmistir (p<0.05). OP DEF %10 BN %10 HA, ve OP DEF %10 BN gruplarinin ise
OP DEF grubuna gore azaldig goriiliirken OP DEF %35 BN gruplarinda ise istatistiksel

olarak anlamli bir degisme goriilmemistir (p<0.001).
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4.4. Histopatolojik Bulgular

Bu calismada BN/HA minerallerinin farkli yiizde oranlariyla emdirilmis PLGA
doku iskelesinin ovariecktomi ile indiiklenmis osteoporozda olusturulan kemik defekti
tizerine olan etki veya etkilerini histopatolojik yonden de inceledik. Tiim iyilesme
stiregleri arasinda osteoporoz defekt kontrol (OP DEF) gruplar1 ile BN/HA uygulanan
osteoporoz defekt gruplar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda farkliliklar olmasina

karsin yeni kemik olusumlari histopatolojik olarak gézlemlenmistir.

Hematoxylin ve Eosin (H&E), boyama yapilan gruplar arasinda fibrosis, yabanci

cisim ve primer kemik olusumu histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.36. Defekt grubunun 1. 2. ve 4. hafta kesit goriintiileri. Boya: Hematoksilen-

Eozin (H-E) boyama. A: 1. Hafta, B: 2. Hafta, C: 4. Hafta.

Sekil 4.37. PLGA grubunun 1. 2. ve 4. hafta kesit goriintiileri. Boya: Hematoksilen-

Eozin (H-E) boyama. A: 1. Hafta, B: 2. Hafta, C: 4. Hafta.
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Sekil 4.38. Defekt + % 10 HA grubunun 1. 2. ve 4. hafta kesit goriintiileri. Boya:

Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama. A: 1. Hafta, B: 2. Hafta, C: 4. Hafta.

Sekil 4.39. Defekt + %2.5 BN + % 10 HA grubunun 1. 2. ve 4. hafta kesit goriintiileri.

Boya: Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama. A: 1. Hafta, B: 2. Hafta, C: 4. Hafta.

‘ J ;
g \
)

Sekil 4.40. Defekt + %5 BN + % 10 HA grubunun 1. 2. ve 4. hafta kesit goriintiileri.

Boya: Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama. A: 1. Hafta, B: 2. Hafta, C: 4. Hafta.
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Sekil 4.41. Defekt + %10 BN + % 10 HA grubunun 1. 2. ve 4. hafta kesit goriintiileri.

Boya: Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama. A: 1. Hafta, B: 2. Hafta, C: 4. Hafta.

Sekil 4.42. Defekt + %2.5 BN grubunun 1. 2. ve 4. hafta kesit goriintiileri. Boya:

Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama. A: 1. Hafta, B: 2. Hafta, C: 4. Hafta.

Sekil 4.43. Defekt + %5 BN grubunun 1. 2. ve 4. hafta kesit goriintiileri. Boya:

Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama. A: 1. Hafta, B: 2. Hafta, C: 4. Hafta.
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Sekil 4.44. Defekt + %10 BN grubunun 1. 2. ve 4. hafta kesit goriintiileri. Boya:

Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama. A: 1. Hafta, B: 2. Hafta, C: 4. Hafta.

Calisgmamizdaki tiim gruplardaki sigan kemikleri yabaci cisim, primer kemik
olusumu ve fibrozis parametreleri lizerinden degerlendirilmistir. Tiim bu parametreler
modifiye edilen O’Driscoll ve arkadaslarinin skorlama yontemine gore skorlanmis ve

istatistigi yapilmistir. 234,
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Sekil 4.45: Defekt kontrol gruplari ile PLGA scaffold implante edilen gruplarin 1., 2.

ve 4. hafta Yabanci Cisim Bulgulari

Yabanci cisim parametresini inceledigimiz zaman birinci haftada ¢ok diisiik bir
yabanci cisim reaksiyonunun tiim gruplarda var oldugu ve gruplar arasinda istatistiksel

fark olmadig1 goriilmiistiir (P<0.05). ikinci hafta rat femur kemikleri yabanci cisim
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parametresi lizerinden degerlendirildiginde ise OP DEF %2.5BN %10 HA, OP DEF
%10BN %10HA ve OP DEF %10 BN gruplarinda OP DEF grubuna goére anlamli artis
goriildii (P<0.05). Calismamizdaki diger gruplar arasinda ise anlamli bir fark yoktur
(P<0.05). Deney gruplarimizda dordiincii hafta yabanci cisim parametrelerine
baktigimizda ise OP DEF, OP DEF PLGA, OP DEF %10 BN %10 HA ve sadece OP
DEF %10 BN gruplarinda yabanci cisim reaksiyonu devam ederken diger gruplarda
yabanci cisim reaksiyonuna rastlanilmamistir. OP DEF %10BN %10HA ve sadece OP
DEF %10 BN gruplarindaki yabanci cisim reaksiyonu OP DEF ve OP DEF PLGA

gruplarina gore daha da yiikselmis olarak goriilmiistiir.
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Sekil 4.46. Defekt kontrol gruplart ile PLGA scaffold implante edilen gruplarin 1., 2.

ve 4. hafta Primer Kemik Olusum Bulgulari

Histopatolojik bulgularimizda birinci haftada primer kemik olusumunu
inceledigimizde ise OP DEF %2.5BN %10HA, OP DEF %5BN %10HA, OP DEF
%2.5BN ve OP DEF %5BN de primer kemik olusumu hafif derecede baglamig ancak
diger gruplarda histopatolojik kesitlerimizde primer kemik olusumuna rastlanmamustir.
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Ikinci haftaya baktigimizda ise primer kemik olusumu agisindan histopatolojik
bulgularda tiim gruplarda primer kemik olusumu goriilmektedir. Yalniz OP EF %2.5BN
%10HA ve OP DEF %2.5BN de istatistiksel olarak anlamli primer kemik olusumu
goriilmiistiir (P<0.05). Dordiincti haftaya baktigimizda ise tiim gruplarda primer kemik
olusumu 1. ve 2. haftalara gore oldukga ylikselmis olup OP DEF %2.5BN %10HA, OP
DEF %5BN %10HA, ve OP DEF %2.5BN de primer kemik olusumu diger tiim

gruplara gore anlamli sekilde yiikselmistir (P<0.05).
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Sekil 4.47. Defekt kontrol gruplari ile PLGA scaffold implante edilen gruplarin 1., 2. ve

4. hafta Fibrosis Bulgulari

Histopatolojik c¢alismamizda baktigimiz son parametre olan fibrozis kemik
iyilesmesinde son derece dnemlidir. Birinci haftada tiim gruplarda fibrozis goriiliirken
OP DEF %2.5BN %10HA’ da OP DEF grubuna gore anlamli derecede yiiksek fibrozis
olustugu gozlenmistir (P<0.05). Aym1 zamanda OP DEF %5BN %10HA, OP DEF

%10BN %10HA, OP DEF %2.5BN, OP DEF %5BN ve OP DEF %10BN gruplarinda
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fibrozis OP DEF grubuna gore artis gosterirken bu gruplardaki fark anlamli
bulunmamistir (P<0.05). Ikinci hafta bulgularimiza baktigimizda tiim gruplarda fibrozis
devam etmekte olup OP DEF %2.5BN %10HA, OP DEF %5BN %10HA gruplarinda
birinci haftaya gore fibrozisin azaldig1 goriilmistiir. Dordiincii haftaya baktigimizda ise
OP DEF %2.5BN %10HA ve OP DEF %2.5BN gruplarinda fibrozis OP DEF grubuna
gore istatistiksel olarak anlaml sekilde diismiistiir (P<0.05). Diger gruplarda ise fibrozis
devam etmektedir. Ayn1 zamanda OP DEF %5BN ve OP DEF %10BN’ de fibrozis OP

DEF grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek goriilmiistiir (P<0.05).

4.5. Molekiiler Bulgular
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Sekil 4.48. Saglikli ve defekt kontrol gruplart ile PLGA scaffold implante edilen

gruplarin 1., 2. ve 4. hafta TNF- o mRNA ekspresyonlart

Calismamizin ilk molekiiler bulgularindan biri olan TNF-a rat femur
dokularinda 1. 2. ve 4. hafta RT-PCR analizi ile gen ekspresyon diizeyinde incelenmistir
(Sekil 4.48). Primer kemik olusum siiregleri igerisinde 1. hafta sonuglarini
inceledigimizde OP DEF, OP DEF PLGA, OP DEF % 10 HA ve OP DEF % 5 BN

gruplarimizda TNF-a seviyerinin saglikli gruba gore arttigini gozlemledik. Genel olarak
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tiim gruplarimizla saglikli grubu karsilastirdigimizda TNF-o mRNA ekspresyonlarinin
tiim gruplarimizda arttigim1 gérdiik. OP DEF grubuna gére OP DEF % 10 BN % 10
HA, OP DEF % 10 HA grubu ve OP DEF % 10 BN grubunda ki TNF-o. mRNA arttig1
istatistiksel olarak anlamli bir atris gostermistir (P<0.01). Yalniz OP DEF grubu ile OP
DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP DEF % 5 BN % 10 HA ve OP DEF % 2.5 BN
grubundaki TNF-o. mRNA ekpresyonlar1 istatistiksel olarak diisiik bulunmustur

(P<0.01).

Kemik iyilesmesini takip ettigimiz 2. hafta ise TNF-a mRNA ekpresyonlar
bulgularinmiza baktigimiz zaman yalniz defekt gerceklestirilmis olan OP DEF grubuna
gore OP DEF PLGA, OP DEF % 10 HA, OP DEF % 10 BN % 10 HA, OP DEF % 5
BN ve OP DEF % 10 BN’de ki TNF-a seviyeleri benzerdi ve birbirleri arasinda
istatikstiksel bir fark yoktu (P<0.05). Yalniz OP DEF grubuna gére OP DEF % 2.5 BN
% 10 HA ve OP DEF % 5 BN % 10 HA ve OP DEF % 2.5 BN gruplarindaki TNF-a.
MRNA ekpresyon seviyeleri istatistiksel olarak anlamli derecede diisiikk bulunmustur

(P<0.001).

Kemik defekti iyilesmesini takip ettigimiz son hafta olan 4. haftaya
baktigiomizda ise OP DEF grubuna gore OP DEF PLGA, OP DEF % 5 BN % 10 HA
ve OP DEF % 10 BN % 10 HA gruplarinda TNF-a mRNA ekpresyon seviyeleri benzer
sekilde bulunmus birbirleri arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir (P<0.05). OP
DEF % 10 BN grubundaki TNF-oo mRNA ekpresyon seviyeleri ise yalniz defekt
olusturdugumuz OP DEF grubu TNF-o miktarlar1 arasinda istatistiksel bir fark olup
TNF-oo mMRNA ekpresyonu olduk¢a yiiksek olarak tesbit edilmistir (P<0.001). Diger
yandan yalniz OP DEF grubuna gore OP DEF % 10 HA, OP DEF % 2.5 BN % 10 HA,
OP DEF % 2.5 BN gruplarinda TNF-a miktarlar istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
diistik oldugu gorillmiistiir (P<0.001).
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Sekil 4.49. Saglikli ve defekt kontrol gruplar1 ile PLGA scaffold implante edilen
gruplarin 1., 2. ve 4. hafta Osteopontin mRNA ekspresyonlart. (* Kontrol defekt

grubuna gore p<0.05 oraninda anlamli)

Calismamizin ikinci molekiiler bulgusu olan Opn mRNA ekspresyonlar
degerlerini inceledigimizde ise kemik defekti olusturdugumuzdan sonraki ilk hafta
saglikli grubu gore tiim gruplarda Opn mMRNA ekspresyonlar degerlerini yiikseldigi

goriilmekte olup (Sekil 4.49) gruplar arasinda istatistiksel bir anlam bulunmamustir.

Ikinci hafta da ise osteopontin seviyeleri tiim gruplarda yiikselmis olup OP DEF
% 2,5 BN % 10 HA, OP DEF % 5 BN % 10 HA ve OP DEF % 2.5 BN de daha yiiksek
goriilmektedir.

Yalniz 4. haftada osteopontin seviyeleri bu gruplarda diger gruplara gore
oldukca diisiik oldugu goriilmiistir. Bu da bize osteopontinin kemigin yeniden
sekillendirilmesinde gorevi bittigini, osteoklastik aktivitenin azaldigin1 ve kemik

maturitesinin tamamlanmak tizere oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda OP DEF %
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10 BN % 10 HA ve OP DEF % 10 BN gruplarindaki OPN seviyeleri anlamli sekilde

yiiksek kalmastir.
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Sekil 4.50. Saglikli ve defekt kontrol gruplart ile PLGA scaffold implante edilen
gruplarin 1., 2. ve 4. hafta BMP-2 mRNA ekspresyonlar1 (* Kontrol defekt grubuna

gore p<0.05 oraninda anlamli).

Kemik defekt 1iyilesme siireglerini takip ettigimiz kemik molekiiler
belirteclerinden biride Bmp-2 dir (Sekil 4.50). 1. hafta gruplarimiz1 saglikli grup ile

karsilastirdigimizda Bmp-2 mRNA ekspresyon miktarlarinin diistiiglinii gérmekteyiz.

Ikinci hafta bulgularimiza baktigimizda ise OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP
DEF % 2.5 BN, OP DEF %5 BN %10 HA (p<0.001) ve OP DEF %5 BN Bmp-2

seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml bir yiikselis saptanmistir (p<0.05).

Son hafta olan iyilesmeyi takip ettigimiz dordiincii hafta ise OP DEF grubuna
gore OP DEF PLGA ve OP DEF % 10 BN % 10 HA gruplarinda Bmp-2 miktarlarinin
birbirlerine benzer oldugu ve aralarinda istatistiksel bir farkin olmadigir goriilmiistiir

(p<0.05). Yalnmiz OP DEF grubuna gére Bmp-2 mRNA ekspresyon miktarlarinin OP
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DEF % 10 HA, OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP DEF % 2.5 BN, OP DEF % 5 BN %
10 HA ve OP DEF % 5 BN (p<0.001) gruplarinda anlamli bir derecede azalmis oldugu
OP DEF % 10 BN % 10 HA ve OP DEF % 10 BN grubunda ise diger tedavi gruplarina

gore ylkselisin devam ettigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.51. Saglikli ve defekt kontrol gruplar1 ile PLGA scaffold implante edilen
gruplarin 1., 2. ve 4. hafta Runx-2 mRNA ekspresyonlar1 (* Kontrol defekt grubuna

gore p<0.05 oraninda anlaml1).

Calismamizda bir diger kemik biyobelirteclerinden biri olan Runx2’nin mRNA

ekspresyonlarini 6l¢tiik (Sekil 4.51).

[k hafta tiim gruplarimizda Runx2 mRNA ekspresyonu saglikli kontrole gore
arttig1 bu artislar igerisinde 6zellikle OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP DEF % 5 BN %
10 HA, OP DEF % 2.5 BN ve OP DEF % 5 BN gruplarinda OP DEF grubuna gore
anlamli derecede bir artis meydana gelmisken (p<0.01) buna karsilik OP DEF % 10 BN
% 10 HA ve OP DEF % 10 BN gruplarinda OP DEF grubuna gore anlamli derecede

diistis gortlmistiir (p<0.01).

92



Ikinci hafta ise saglikli gruba gdre Runx2 mRNA ekspresyonunda genel olarak
bir artis meydana gelirken OP DEF grubuna gére OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP
DEF % 5 BN % 10 HA ve OP DEF % 2.5 BN gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir artis tesbit edilirken bunun aksine OP DEF % 10 BN % 10 HA grubunda ise

istatistiksel olarak azalig meydana gelmistir (p<0.05).

Son hafta olan iyilesmeyi takip ettigimiz dordiincii hafta ise diger iki haftaya
gore Runx2 mRNA ekspresyonunda azalis meydana gelmis olup OP DEF grubuna gore
OP DEF % 10 HA, OP DEF % 2,5 BN % 10 HA, OP DEF % 5 BN % 10 HA ve OP
DEF % 2.5 BN, OP DE % 5 BN gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diisiis seklinde
goriilmistiir (p<0.001). Bu diisiis OP DEF % 10BN % 10HA ve OP DEF % 10 BN

gruplarinda da gergeklesmis olup diger gruplar kadar fazla olmamastir.

Trap mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.52. Saglikli ve defekt kontrol gruplart ile PLGA scaffold implante edilen
gruplarin 1., 2. ve 4. hafta TRAP mRNA ekspresyonlari (* Kontrol defekt grubuna gore

p<0.05 oraninda anlamli).
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Calismamizin 1. 2. ve 4 hafta TRAP mRNA ekspresyonlar1 incelenmistir (Sekil
4.52). Kemik olusum siireglerini takip etmeye basladigimiz ilk hafta saglikli grubu gore

tiim gruplarda TRAP mRNA ekspresyonu arttig1 goriilmiistiir.

Ikinci hafta OP DEF grubuna OP DEF % 10 HA ve OP DEF % 10 BN gruplar
disinda tiim tedavi gruplarimizda anlamli bir derecede diislis mevcuttur (p<0.001).
Yalniz OP DEF PLGA, OP DEF % 10 HA, OP DEF % 10 BN % 10 HA ve OP DEF %
10 BN gruplarinda TRAP degerleri benzer olup diger tedavi gruplarina gore yliksek

oldugu goriilmiistiir.

4. haftayr inceledigimizde ise OP DEF grubuna gére OP DEF PLGA’ dahil
olmak {iizere tiim tedavi gruplarimizda TRAP mRNA ekspresyon degerlerinde anlamli
bir diisiis gozlenirken (p<0.01), bu diisiis OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP DEF % 5
HA % 10 HA, OP DEF % 2.5 BN ve OP DEF % 5 BN gruplarinda anlamli1 olarak daha

belirgin sekilde oldugu bulunmustur (p<0.001).

Alp mRNA ekspresyonu

BE3 4. Hafta

Sekil 4.53. Saglikli ve defekt kontrol gruplart ile PLGA scaffold implante edilen
gruplarin 1., 2. ve 4. hafta ALP mRNA ekspresyonlart (* Kontrol defekt grubuna gore

p<0.05 oraninda anlaml1).
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Calismamizda son olarak ALP mRNA ekspresyon miktarlarini inceledik (Sekil
4.53). Ik haftamizda saglikli gruba gére tiim gruplarda Alp mRNA ekspresyonlariin

yiiksek oldugunu bulunmustur.

2. hafta ise gruplarimiza baktigimizda ise tiim tedavi gruplarinda Alp mRNA
ekspresyon miktarlarinin ilk haftaya gore artmis oldugunu ve OP DEF grubu ile tiim
tedavi gruplarimizi karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli bir diisis
gormekteyiz ve ozellikle OP DEF % 2.5 HA % 10 HA, OP DEF % 5 BN % 10 HA, OP
DEF % 2.5 BN ve OP DEF % 5 BN gruplarinda Alp seviyeleri benzer sekilde daha
fazla oranda bir diisiis tesbit edilmistir (p<0.001). Ayrica OP DEF grubu ile
karsilastirdigimizda OP DEF PLGA, OP DEF % 10 HA, OP DEF % 10 BN % 10 HA
ve OP DEF % 10 BN gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gerceklesmis
olmasina ragmen bu azalis diger tedavi gruplarina gore daha az miktarda olusmustur

(p<0.05).

4. haftaya baktigimizda ise OP DEF grubuna gore OP DEF % 2.5 BN %10 HA
ve OP DEF % 5 BN % 10 HA gruplarinda Alp mRNA ekspresyon seviyeleri diger
gruplara gore anlamli bir sekilde diismiis oldugu ve diger gruplarda ise diisiisiin anlamli

olmadig1 gozlemlenmistir (p<0.01).
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5. TARTISMA

Bu calismada kemik defekti olusturulmus osteoporotik ratlarda bor nitriir
ve/veya hidroksiapatit bilesiklerinin etkileri deneysel olarak arastirilmistir. Bu
kapsamda once overektomi uygulanan hayvanlar 3 ay boyunca bekletirelerek
osteoporoz olusumu saglanmis, daha sonra bu osteoporoz zemininde femoral kemik
defekti olusturularak hayvanlarda PLGA tasiyicisina belirlenen oranlarda eklenmis

BN/HA bilesiklerinin etkileri incelenmistir.

Osteoporoz giiniimiiz diinyasinda kemik mineral degisimi ve diisiik kemik
kiitlesi ile karakterize edilen bir halk saghgn sorunudur.?® Yapilan arastirmalarda
Avrupa’da yasayan yirmi iki milyon kadin ve bes buguk milyon erkegin osteoporoz ve
osteoporozun neden oldugu basta kalca, vertebra ve kol gibi kemik kiriklari ile
karsilastigi tahmin edilmektedir.®® Elli yas iistii kadin ve erkeklerde osteoporoza bagl
kiriklarin olusumu sirasi ile % 59.5 ve % 23.8°dir ve yine osteoporoza bagl kalca

kiriklarinin orani ise kadinlarda % 12.3 erkeklerde ise % 5.2’ dir.236

Avrupa Birligi tiyesi tilkeler arasinda yapilan bir arastirmada kiriklarin tedavisi
icin gerekli mali yiikiin ise otuz yedi milyar euro oldugu ve 2025 yilina kadar % 25’1
kadar daha artacagi diisiiniilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda osteoporoz zemininde olusan
kiriklarin tedavi edilmesi ve/veya onlenmesi igin saglik politikalarinin gelistirilmesi bu

baglamda da yeni tedavi imkanlarmin arastirilmasi1 énem arz etmektedir.*®

Kiriklarin tedavisinde ve osteoporozun neden olacagi kirik olusum risklerini
azaltmak icin etkinligi kanitlanmis farmakolojik ajanlar arasinda bifosfanatlar basta
olmak tizere SERM, teriparatid ve monoklonal antikorlardan olusturulmus denosumab

tiirii ilaclar geleneksel tedavi yoniinden oldukga tercih edilen ilag gruplaridir.?*’
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Osteoporozun tedavisinde geleneksel farmakolojik ajanlar kullanirken
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler kosullar géz ardi1 edilmemeli ve tedavide iyi tolere

edilen ilaclarin secimine dikkat edilmelidir.?3®

Osteoporozun neden oldugu en ciddi komplikasyon kemik kiriklart olup
osteoporoz tedavisinde temel hedef yeni kiriklarin olusmasini engellemek olmalidir.
Osteoporozun altinda yatan nedenlerin ¢ok iyi bilinip hareketli bir yasam tarzini
benimsemek, kalsiyum ve D vitamini gibi takviyerin uygulanmasi kirik olusma riskini
azaltabilecegi gibi antirezorptif ve anabolik ilaglarin kullanilmasi; ayrica da diisme ve
carpma tirli fiziksel kazalardan kagmilmasi osteoporoza bagli kemik kiriklarinin

onlenmesinde primer katk1 saglamaktadir.?%

Yalniz onleyici tedbirler ne kadar alinirsa alinsin osteoporosa bagl kiriklar giin
gectikce artmaktadir. Bilinmesi gereken en dnemli nokta ise osteoporosa bagli kiriklarin
iyilesme siirelerinin normal kiriklara gore ¢ok uzun olmasidir. Hastaneye yatma
siirelerinin artmas1 ise hastane enfeksiyonlari, emboli gibi bir¢ok komplikasyonu

beraberinde getirmektedir.

Kemik kiriklarinin tedavisinde kirtk bolgesine otolog veya allogenik greft
uygulamasi ortopedik cerrahilerde en sik tercih edilen prosediirler arasinda yer
almaktadir. Greftler kemik biiyiimesini indiikleyen faktorleri, osteogenezisi olusturacak
osteoprogenitdr hiicreleri ve osteokodiiksiyon olarak bilinen iskele yapi1 Ozelliklerini

tasimasi gerekir.?4

Ancak donor kisitliligi, morbidite oranlari, tedarigindeki zorluklar, greftin reddi,
bulagict hastaliklarin alictya transferi ve yiliksek maliyetten dolayr yeni biyolojik
greftlerin  gelistirilmesi Onem kazanmaktadir. Doku greftlerinin bu 6nemli

ozelliklerinden dolay1 biyolojik olarak pargalanabilen biyouyumlu kemik greftlerinin
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alternatiflerinin gelistirilmesi uluslararas1 arastirmalarda biiyiik ilgi odagi haline

gelmisgtir.2*!

Doku miihendisligi teknikleri kullanilarak biiyiik kemik defektlerinin tedavisinde
iyi sonuclar tesbit edilmistir.?*> Ancak kemik defektlerinin cerrahi tedavisinde

enfeksiyon riskleri de kagiilmaz bir potansiyel olusturabilmektedir.?*®

Ideal bir kemik grefti herhangi bir toksisite veya riski olusturmaksizin kisa
zaman igerisinde optimum kimyasal ve mekanik stabilite saglamali ve uygulanan
kisimda iyice entegre olmalidir. Ayrica greft kullanildigir alanda yerini yeni kemik
dokuya ve tekrar remodellinge birakmasi gerekir. Bu sekilde hazirlanacak olan
biyomalzeme gelistirme cabalari son zamanlarda bilim adamlar1 ve arastirmacilarin

hedefi haline gelmistir.2*

Daha 6nce de belirttigimiz gibi kemik kiriklarina baglh olarak gelisen defektlerin
tedavisinde klinikte en sik kullanilan kemik greftleri; otogreft, allogreft ve gesitli
sentetik malzemelerdir. Ancak bunlarin igerisinde otogreftler kemik defektlerinin
cerrahi tedavisinde altin standart olarak kabul edilmektedir. Kemik defektlerinin
iyilesme siiregleri birbiri igerisine ge¢mis birden fazla farkli olusum ile

gerceklesmektedir.?*®

Kemik gelisimini saglamak ve minerilizasyonu onlemek amaci ile PLGA gibi
biyo -bozunabilir ve biyo-uyumlu malzemeler son yillarda uluslararasi arastirmalarda
biiyiik ilgi odag1 olmustur.?*! Bizde calismamizda FDA onayli biyouyumlu ve degisen

zamanlarda biyobozunur.1%

ozellikte olan PLGA tasiyict polimerini farkli
konsantrasyonlarda BN/HA uygulayarak bu minerallerin osteoporoza bagli kemik

defektlerine etkisi veya etkilerini arastirdik.
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Calismamizda belirli konsantrasyonda hazirlanan hidroksiapatit ve bor
minerallerinin osteoporoza bagh kemik defektleri iizerine etkisi veya etkilerini
arastirmak ve bor mineralinin saglik alaninda kullanilabilir olabilecegini hedefledik.
Ulkemizde de bor madeninin saglik alaninda kullanilabilecegini gosteren birkag ¢alisma
olmasina ragmen, ne yazik ki bor madeninin saglik alanindaki ¢alismalar1 ¢ogunlukla
yurtdisi kaynaklidir.

Tiirkiye’deki saglik sektoriiniin gelecek vaat eden bir unsuru olan bor, elmastan
sonra en saglam maden olan, yaglayict 6zelligi olan ve toksik olmayan BN’iin
osteoporozun neden oldugu kemik defektlerinde tek basina veya hidroksiapatit
kombinasyonuyla, etkili olabilecegi diisiincesi ile bor mineralinin bu ¢alismada
denenmesini uygun gordiik. Boylece kemik minerilizasyonunu hizlandirmak, ayni
zamanda kemik defektlerinin neden olabilecegi kiriga bagli ameliyat sonrasi
olusabilecek komplikasyonlarini en aza indirece8i diisiincesi ile bor mineralini bir
tasiyiciya ylikleyerek etkisi veya etkilerini arastirdik.

Yapilan caligmalarda yaslanma ve buna bagl olarak gelisen Ostrojen eksikligi
arasinda siki bir baglanti oldugu tesbit edilmistir. Postmenapozal dénemde Ostrojen
eksikligine bagli olarak ortaya ¢ikan osteoporoz, overiektomi ile indiiklenen sigan
modellerinde benzer mekanizmalar ile Ostrojen sentezi baskilanmakta ve klinige uygun
deneysel bir model ortaya ¢ikmaktadir.?*6?*°®  Bizde osteoporozu indiiklemek igin
klinige uyumlu bu modeli tercih ettik.

Calismamizin BMD sonuglarina baktigimizda; overiektomi yapilmis ve 3 ay
beklenmis tiim gruplarimizda kemik yogunluklarimin azaldigmmi gérmekteyiz. Bu
sonuclar bize ovariektomi ile indiiklenen Ostrojen eksikligine bagli olarak yetersiz
kemik gelisimi ve bununla birlikte kemik mineral kayiplar1 olustugunu gostermisdir. Bu

osteoporotik ratlarda femur defekti olusturdugumuzda ise femur defektlerinin 4.
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haftadaki BMD bulgular1 6zellikle OP DEF %2.5 BN %10 HA ile OP DEF %2.5 BN
gruplarinda anlamli bir sekilde iyilestigini gérmekteyiz. Bu gruplardaki iyilesme
saglikli gruplardaki BMD degerlerine ¢ok yakindi. Calismamizda ayni zamanda BT
yardimiyla HU degerlerine bakilmis olup bu degerlerde tomografik olarak kemik
yogunlugunu gostermektedir. Kemik dansitometresini gosteren HU degerlerini
inceledigimizde ise DEXA sonuc¢larimizla benzer sonuglar aldigimizi goérmekteyiz.
Benzer sekilde OP DEF % 2.5 BN % 10 HA ile OP DEF % 2.5 gruplarinda HU
degerleri diger gruplara gore anlamli derece yiiksek goriilmistiir. Kemik dansitometre
sonuglarini inceledigimizde OP DEF % 2.5 BN % 10 HA ile OP DEF % 2.5 BN
gruplarinda defekt bolgesinde kemik yogunlugunun artmasi BN’iin kemik iyilesmesini
artirdigini ~ gostermektedir. Aym1  zamanda BN’in disiik konsantrasyonlarinin
antiosteoporotik etki de goéstermis olabilir. Postmenapozal kadinlar {izerinde yapilan
calismalarda da bor minerali ile 17B-estradiol arasinda iliski oldugu bulunmustur.!®
Bilindigi lizere menapozal donemde Ostrojen hormonu diizeyi hizli bir sekilde gittikce

azalmaktadir.12"> 128

Menapoz sonrasi kemik mineral kayip ve risklerinin Ostrojen
konsantrasyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir.*?® 130 Bu etkiyle osteoklast aktivitesi
artarak kemik mineral yogunlugunun kaybi sz konusu olmaktadir.®®® Ozellikle,
menopoz sonrast donem icindeki kadinlarda, bor dstrojen {iretimini uyararak dstrojenin

etkilerini taklit eden, hormonlarin sentezini de tesvik etmektedir .12°

Bor mineralinin leptin destegi ile kemik immobilizasyonunu azaltan ve kemik
gelisimini tesvik eden ve yeniden olusumunu saglayan etkileri oldugu bilinmektedir.!

Tiim bu bilgiler bizim BMD sonuglarimizi desteklemektedir.

Deneysel kemik defektleri ve osteoporozun degerlendirilmisinde BMD ve HU
degerleri haricinde iyilesme siireclerini gostermek icin BT yardimiyla kemik cap

dl¢iimleri, histopatolojik ve molekiiler analizlerde yapilmaktadir.> 26 247250 Bizde bu
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baglamda yine literatiire uyarak kemik defektlerinde radyografi, histopatolojik ve

molekiiler analizler yaptik.

Kemik iyilesmesini; kikirdak kallus olusumu, kalsifikasyon, kemigin yeniden
sekillenmesi ve hematom olusmasi gibi birgok farkli siiregler ve faktorler
etkilemektedir. Hematom olusumu, erken vaskiiler invazyon, inflamatuar yanit ve
iyilesmeyi kolaylastiracak olan mezensimal kok hiicrelerin gogli defekt iyilesmesi ile

karakterizedir.2°!

Defekt iyilesmesinin bir sonraki agamasi ise greft ile karakterize olan repair ve

remodeling olarak da isimlendirilen yeniden sekillenme asamalaridir.??

Deney gruplarimizdaki BT sonuglarina baktigimizda defekt sonrasi 4. haftada
OP DEF grubu ¢ok az olmakla beraber hari¢ tiim gruplarin femur distal metafizinde
olusturulan defektif kemik bolgesinde iyilesme mevcut, 6zellikle OP DEF % 2.5 BN %
10 HA, OP DEF % 2.5 BN, OP DEF % 5 BN, gruplarda daha fazla bir iyilesme BT
analizinde izlenmektedir. Tiibitak projesi kapsaminda yapmis oldugumuz daha onceki
calismada PLGA iskelelerine emdirilmis bor mineralinin kemik iyilesmesi {izerine
etkilerinin oldugunu tesbit etmistik.> Bu veriler 1s131nda bizim ¢alismamizin BT analiz
sonuglarina baktigimizda da bor mineralinin kemik iyilesmesi lizerine etki/etkilerini
oldugu gozlenmis olup dnceki yapilan ¢alismalar ile uyumlu bulunmaktadir.

BT incelemelerimizde 1., 2., 4. haftalarda defekt caplari da hesaplanmustir.
Defekt ¢ap sonuglarimiza baktigimizda ilk hafta OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP DEF.
% 5 BN % 10 HA uygulanan ve defekt olusturulan rat femur defekt caplarininin anlaml

derecede kiigiildiigli yalniz diger gruplarda anlamli bir iyilesme olmadig1 goriilmektedir.

2. hafta kemik caplarimizi inceledigimizde ise OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP

DEF % 5 BN % 10 HA ve OP DEF % 2.5 BN uygulanan ve defekt olusturulan rat
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femur defekt caplarininin anlamli derecede kiictildiigi yalniz diger gruplarda anlamli bir

iyilesme olmadig1 goriilmektedir.

4. hafta kemik caplarimizi inceledigimizde ise OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP
DEF % 5 BN % 10 HA ve OP DEF % 2.5 BN uygulanan ve defekt olusturulan rat
femur defekt caplarininin anlamli derecede kiigiildiigii yalmiz diger gruplarda da

tyilesme oldugu fakat anlamli bir iyilesme olmadig1 goriilmektedir.

Bu calismada BN/HA minerallerinin farkli yiizde oranlariyla emdirilmis PLGA
doku iskelesinin ovariecktomi ile indiiklenmis osteoporozda olusturulan kemik defekti
tizerine olan etki veya etkilerini histopatolojik yonden de inceledik. Tiim iyilesme
stiregleri arasinda osteoporoz defekt kontrol (OP DEF) gruplar1 ile BN/HA uygulanan
osteoporoz defekt gruplart BT analizi karsilastirildiginda gruplar arasinda farkliliklar

olmasina kargin yeni kemik olusumlari histopatolojik olarak da gézlemledik.

Hematoksilen ve eosin (H&E), boyama yapilan gruplar arasinda fibrosis,

yabanci cisim ve primer kemik olusumu histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

Kemik defekti olusturulurken teknik isleme bagli olarak o6zellikle zedelenen
damar duvarimdan kanama olmaktadir. lyilesme siirecinde zamanla kanama rezorbe olur
ve yerini oraya go¢ eden gesitli inflamatuar hiicrelere ve fibroz dokuya birakir.?
Fibroziste kastedilen kronik enflamatuar graniilasyon dokusudur. Olaya fibroblastik
proliferasyon, kapiller damar angiogenezisi ve yine inflamatuar mononiikleer hiicre
infiltrasyonu eslik eder. Iyilesme siirecinin en énemli basamagidir ve kaybolan doku
aci1gini kapatir. Daha sonrada kemiklesme baslar.

Histopatolojik olarak degerlendirdigimizde ilk parametremiz yabanci cisim

varligi olmustur. Viicut icin yabanci cisim varliglr ve viicudun ona karst olusturdugu
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yabanct cisim tipi dev hiicre fibrosis ve inflamatuar mononiikleer hiicre
infiltrasyonunun bulunmasi ile skorlandi.

Calismamizin histopatolojik boliimiinii degerlendirilmesinde ilk olarak yabanci
cisim reaksiyonlarin1 1., 2., ve 4. Hafta sonuglar1 incelenmistir. Ilk haftada OP DEF
PLGA; OP DEF % 10 HA, OP DEF % 5 BN %10 HA ve OP DEF % 10 BN % 10HA
gruplarinda yabanci cisim reaksiyonlarmin arttigi goriilmekte olup yalniz bu artis
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmektedir. Defekt iyilesmesinin 2. haftasinda
ise OP DEF grubu hari¢ tiim gruplarda yabanci cisim reaksiyonu artarken; OP DEF %
2.5 BN %10 HA ve OP DEF % 10 BN % 10 HA, OP DEF % 10 BN’ de istatistiksel
olarak anlamli artis goriilmektedir. Yalniz 4. hafta incelememizde ise OP DEF, OP DEF
PLGA, OP DEF % 10 BN % 10 HA VE OP DEF % 10 BN gruplarinda yabanci cisim
reaksiyonun devam ettigi goriilmektedir. Bu bulgu bizim daha Once tartistigimiz
bulgularla ortiismektedir. Radyografik ve DEXA ile tam kemik iyilesmesini tesbit
ettigimiz gruplarda yabanci cisim reaksiyonlarmin kayboldugu goriilmektedir. Yalniz
burada radyografik olarak 6zellikle OP DEF % 5 BN % 10 HA ile OP DEF % 5 BN
gruplarinda radyografik olarak tam iyilesme olmamasina ragmen histopatolojik olarak
yabanci cisim reaksiyonlarin durmasi bu gruplarda da iyilesmenin oldugu yalniz tam
kemiklesmenin olmadig1 iyilesmenin biraz daha uzadigin1 gostermektedir.

Histopatolojik sonuglarimizin 2. bulgusu kemik defekt iyilesmesindeki fibrozis
gelisimiydi. Calismamizin 1. ve 2. haftalarina baktigimizda bor uygulanan tiim
gruplarda fibrozisin artiginin yalniz 4. haftada ise OP DEF % 2.5 BN % 10 HA ile OP
DEF % 2.5 BN gruplarinda fibrozisin anlamli derecede azaldig1 yalniz OP DEF % 5 BN
ve OP DEF % 10 BN gruplarinda anlamli olarak yiiksek kaldigi bulunmustur. Fibrozis
bulgularimizda daha 6nce sundugumuz bulgularla ortiismektedir. Fibrozisin 4. haftada

devam etmesi kemik iyilesmesinin devam ettigini veya olmadigin1 gostermektedir. 1. ve
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2. haftalarda gelisen fibrozis 4. haftada yerini primer kemik iyilesmesine birakmalidir.
Calismamizda da OP DEF % 2.5 BN ve OP DEF % 2.5 BN % 10 HA gruplarinda
fibrozis 4. haftada azalmis komple bir defekt iyilesmesi goriilmiistiir. Burada dikkat
cekmemiz gereken diger konu ise % 5SBN % 10 HA grubunda da yabanci cisim
reaksiyonunda oldugu gibi bir diizelmenin oldgu yalniz istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 gosterilmistir.

Gergek iyilesme igin asil olmasi gereken reaksiyon ise primer kemik
olusumudur. Iyi bir kemiklesme ve daha sonra sekonder kemik olusumu, iyilesme
sliresinin tamamlandigin1 gosterir.

Histopatolojik incelememizin 3 ayagi ise primer kemik olusumunun haftalara
gore incelenmesidir. ilk hafta sonuclarimiza baktigimizda OP DEF % 2.5 BN ve OP
DEF % 2.5 BN % 10 HA gruplarinda OP DEF kontrol grubuna gore anlamli derecede
primer kemik olusumunda artig goriirken diger gruplarda goriilmemistir. Yalmz OP
DEF % 5 BN % 10 HA ve OF DEF % 5 BN gruplarinda primer kemik olusumu
baslamis olup OP DEF grubuna gore anlamli bir artis olmamistir. 2. hafta sonuglarimiza
baktigimizda tiim gruplarimizda primer kemik olusumu baslamis olmakla beraber OP
DEF % 2.5 BN % 10 HA ve OF DEF % 2.5 BN gruplarinda primer kemik olusumu OP
DEF grubuna gore analmali derecede yiikseldigi goriilmiistiir.

4. hafta sonuglarimizda ise tiim gruplarda primer kemik olusumunun devam
ettigi yalmiz OP DEF grubu ile karsilastirdigimizda OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP
DEF % 2.5 BN ve OP DEF % 5 BN % 10 HA gruplarindaki primer kemik olusumunun
anlamli sekilde yiiksek olarak bulunmustur.

Bu veriler goz oniinde bulunduruldugunda kemik iyilesme siirecleri icerisinde
farkl1 ylizdelerde BN/HA emdirilmis PLGA’ nin kemik rejenerasyonun arttirilmasinda

onemli rol oynadigi gostermektedir. Bu ¢alismamiz onceki yapilan bor kapli doku
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iskeleri ile kemik rejenerasyonu calismalar1 ile Ortiismektedir.’ Bu verilerimiz
yaptigimiz radyografik BT analizleri ile de ortiismektedir. Bu veriler g6z Oniine

alindiginda bor mineralinin kemik olusumuna tesvik edici 6zelligi oldugu soylenebilir.

Daha oOncede bahsettigimiz gibi kemik defekti iyilesme asamalar1 g¢esitli
radyografi teknikleri ile kontrol edildigi ancak bir¢cok deneysel ¢alismada da farkli
olarak defekt iyilesmesi molekiiler diizeyde kemik belirteclerinin gen ekspresyon
diizeyinde de incelendigi goriilmektedir.?*>%® Bu incelemeler olduk¢a 6nemli olup
herhangi bir maddenin kemik iyilesmesi iizerine olane etkisinin nedenlerini 6grenmek
icin gereklidir. Calismamiz sonuglarini bir araya getirdigimizde OP DEF % 2.5 BN %
10 HA ve OP DEF % 2.5 BN’nin 6nemli bir sekilde kemik defekt modelinde etkili
oldugunu gormekteyiz. Yalniz BN’nin hangi mekanizmalarla etkisini gosterdigini
incelemek icin kemik iyilesmesinde onemli olan ¢esitli molekiillerin ekspresyonunu

inceledik.

Osteoporozun zemininde olusan kemik defekti veya sadece kemik defektlerinde
anaormal seviyede bir TNF-a yiikselmesi vardir ve bu nedenle osteoblastogenezde
goreceli bir bozulma meydana gelmektedir.?>” TNF-o kemik metabolizmasinda olumsuz
etkilere yol acan en 6nemli sitokinlerden biridir. Ankilozan spondilit ve ¢esitli artritlerin

patolojik siirecleri igerisinde de olumsuz katkilar1 vardir.?®

TNF-a, BMP-2’ ye benzer bir sekilde hiicre i¢i sinyal yolaklarinda MAPK
situmiilasyonu ile enflamatuar etki olusturmaktadir.?>® 2% Ancak TNF-o, BMP-2’nin
kemik gelisimine pozitif katkis1 aksine kemik kaybini tesvik eder, osteoklastogenezi
aktive ederek ve osteoblastik farklilagmayi inhibe ederek kemik mineral yogunlugunun

azalmasina katkida bulunmaktadir,261-263
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Kemigin yeniden olusum asamalarinda TNF-o osteoblast ve osteoklastlarin
modiilasyonunda 6nemli rol oynar. Kemik defekti iyilesmesinde meydana gelen
inflamatuar fazda, TNF-o Oncii sentezlenen sitokinler igerinde yer alir ve kemik
reabsorbsiyonu uyarir.?®* Klasik TNF-o kemik homeostazinin diizenlenmesinde
osteoklastogenezi uyarmasi ve osteoblast aktivitesini 6nleyerek gerceklestirirler.'®’

Kemik hiicreleri {izerine in vitro yapilan c¢alismalarda, TNF-a’ nin osteoblast
hiicrelerinin farklilasmasi {izerine inhibe edici etkisi oldugu gosterilmistir. Bu bloke
edici etkisi, insiilin benzeri biiyiime faktorleri-1 gibi ¢esitli faktorlerin inhibisyonu

168, 169 Ayrica TNF-o’ nmn 6strojen eksikliginde

sonucu oldugu gosterilmisitr.
osteositlerin apoptozisini de indiikledigi yoniinde calismalarda gosterilmistir.'®’

TNF-a; bir transkrip faktorleri olan NF-kB etkileyerek de osteoklastogenez
lizerinde etkisini gostermektedir.t’® 1"

TNF-a bu siirecte diisitk doz halinde osteoblast proliferasyonunu saglarken
yiiksek dozlar, in vitro ve in vivo kemik olusumunu inhibe edebilir.®® 12 TNF-a yalniz
direkt etkisi ile Ostrojen eksikligine bagli matur osteoklast aktivitesini gelistirmesinin
yaninda ayn1 zamanda indirekt olarak stromal hiicrelerde ve osteoblast hiicreler yolu ile
RANKL sekresyonunu saglayarak osteoklast aktiviteyi sitimule eder.!’® 17

Onceki yapilan in vivo ve in vitro g¢alismalarda yiiksek seviyedeki TNF
osteoblastogenesisi, osteoblast fonksiyonlarim1 ve yanmi sira kemik olusumunu ile
onarmmini da engelledigi tesbit edilmistir.1’> 2> Ancak normal seviyelerdeki TNF-a’ nin

sentezi kemik olusumu icin gereklidir.?%4

Cardemil ve ark.?®® ve arkadaslarmin ovariektomi ile indiiklenmis ratlarda
yapmis olduklari ¢alismada, inflamatuar sitokinlerden biri olan TNF-o’nin kemik
iyilesme siirecinde inflamatuar etki gosterdigi gen ekspresyon analizleri ile

k 267

gostermislerdir. Zhang ve ar yapmis oldugu diger bir ¢aligmada ise kemik
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rejenerasyonun baglangicinda TNF-o’nin gen ifadesinin ilk haftalarda yiikseldigi daha
sonralar1 ise baglangi¢ seviyelerine donmiis oldugu gézlemlenmistir.

Tim bu bilgiler 1s183inda ¢alisma gruplarimizdaki ilk hafta TNF-a
ekpresyonlarina baktigimizda saglikli gruba gore tiim gruplarda TNF-o’nin arttigi
gorilmektedir. Bu TNF-o’nin artis1 yukaridaki bilgilerden de anlasilacagi gibi iki
nedenle olmus olabilir. Bir tanesi Ostrojen eksikligine bagli olusan osteoporozda TNF-a
seviyelerinin yiikselmesi, digeri ise kemik iyilesmesinin enflamatuvar fazinda TNF-
o’nin artisinin iyilesme iizerine etkilerinden dolayr oldugu olarak diistiniilebilir. Yalniz
ilk hafta TNF-a bulgularimiza tekrar dénersek OP DEF % 10 BN ve OP DEF % 10 BN
% 10 HA grubundaki artisin olduk¢a yiiksek oldugu ve aksine OP DEF % 2.5 BN, OP
DEF % 2.5 BN % 10 HA ve OP DEF % 5 BN % 10 HA gruplarindaki artigin daha az
oldugu goriilmektedir. Gerek osteoporoz gerekse kirik iyilesmesinin ilk fazinda TNF-a
seviylerinin ylikselmesi beklenirken c¢ok fazla yiikselmesi osteoklastik aktivitenin
arttigin1 - gostermektedir. TNF-o’nin ilk fazdaki etkisi modoratér etki olup ¢ok
yiikselmesi ise osteoklastik etki gosterirken az miktarda yiikselmesi osteoblastlart
module etmektedir.

2. hafta TNF-o seviyelerine baktigimzida ise tiim gruplarda beklenir sekilde
saglikli gruba gore bir TNF-a seviyelerinde artis goriirken OP DEF % 2.5 BN, OP DEF
% 2.5 BN % 10 HA ve OP DEF % 5 BN % 10 HA gruplarindaki TNF-a seviyeleri
olduk¢a diisiik kalmistir. Yalmz diger ¢alisma gruplarimizdaki TNF-a seviyeleri ilk
haftaya gore artis gostermektedir. Bu sonuglar bize 6zellikle OP DEF % 2.5 BN, OP
DEF % 2.5 BN % 10 HA ve OP DEF % 5 BN % 10 HA gruplarinda kemik iyilesme
stirecinin ilk inflamatuvar fazinin bittigini ve 2. asamaya gectigini gosterirken diger

gruplarda hala daha inflamatuvar siirecin devam ettigini gostermektedir.
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4. hafta sonuc¢larimizi inceledigimizde ise OP DEF grubuna goére OP DEF % 2.5
BN, OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP DEF % 5 BN % 10 HA ve OP DEF % 5 BN
gruplarinda TNF-a seviyeleri anlamli sekilde diismiis olup saglikli gruba yaklagmustir.

TNF-a seviyelerine baktigimizda OP DEF % 2.5 BN, OP DEF % 2.5 BN % 10
HA ve OP DEF % 5 BN % 10 HA gruplarinda 4. hafta enflamatuvar faz bitmis son faza
gecirmis oldugu goriilmektedir. Diger gruplarda ise hala daha inflamtuvar olaylar
devam etmektedir. Histopatoljik incelemelerimize tekrar geri donersek yabanci cisim
reaksiyonuyla TNF-o seviyelerinin Ortiistiigi gériilmekte olup bu iki verimiz birbirini
desteklemektedir.

Molekiiler olarak kemik gelisiminde etkili matris dis1 proteinlerden biri de
osteopontindir. Bizde bu dogrultuda osteopontin ekspresyon seviyesini gen diizeyinde
belirledik. Osteopontin SPP1 olarakta bilinen SIBLING (small integrin-binding ligands
N-linked glycoproteins) protein ailesinin bir iiyesidir.!®® Kemik dokudaki osteoblast ve
osteosit hiicreleri bol miktarda osteopontin salgilamaktadir.?®® Patolojik smirlardaki
kemik mineral kayiplar1 durumunda bu bélgelerde birikerek etki ederler.?%®

Xing ve ark.2”® yapmis olduklari ¢alismada hiicre dist matriks olgunlasmasinda
osteopontin seviyelerinin arttifi gozlemlenmis olup bizim ¢alismalarimizlada dogru

orantilidir. Yine baska bir ¢alismada Casarin ve ark.?’

sicanlarda yaptig1 deneysel
kemik defekti iyilesmesinde osteopontin gen seviyesinin arttifi  ve kemik
modiilasyonunu da tamir ettigini tesbit etmislerdir.

Bizim ¢alismamiza donersek aslinda iki 6nemli noktada osteopontin seviyelerini
incelemeliyiz. Birincisi; ¢alismamiz ovariektomi ile indiiklenen osteoporoz zemininde
oldugundan osteoporoz osteopontin iliskisi, ikincisi ise osteopontinin kemik iyilesmesi

lizerine olan etkileri olmalidir. Yapilan caligmalarda postmenopozal bayanlarda ve

ovariektomi ile indiiklenen osteoporotik siganlarda osteopontin ile kemik yogunlugu
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arasinda negatif bir korrelasyon oldugu gosterilmistir.?’?2™* Yapilan ¢alismalarda
RANKL’la indiiklenen osteoklastogenezde osteopontinin 6énemli bir anahtar regiilatér
oldugu gosterilmistir.?”™ 2® Osteopontin osteoklastogenezde ve matur osteoklastlarin
rezorptif etkisinde potent bir stimiilator oldugu gosterilmistir.?’’ Osteopontin eksikligi
olusturulmus osteoporozlu siganlarda kemik kaybminin daha az oldugu birgok
calismada gosterilmistir.?’8?% Bizim calismamiz litratiirdeki bu degerli bilgiler ile
ortiismekedir. Soyleki 1. hafta ovariektomi yapilmis tiim gruplarda osteopontin seviyesi
yiiksek goriilmiistiir. Yalniz tiim gruplar arasinda osteopontin seviyelerinde anlamlilik
bulunamamistir. Kemik iyilesmesinde ise osteopontin iskelet remodellemesinde ve
yeniden sekillendirilmesinde 6nemli gérevler alir.?8: 282 Bu nedenle osteopontin kemik
iyilesme siirecinin ikinci doneminde yiiksek olmasi dogaldir. Bizim ¢alismamizda da
ikinci hafta da osteopontin seviyeleri tiim gruplarda yiikselmis olup OP DEF % 2.5 BN
% 10 HA, OP DEF % 5 BN % 10 HA ve OP DEF % 2.5 BN de daha yiiksek
goriilmektedir.

Yalniz 4. haftada osteopontin seviyeleri bu gruplarda diger gruplara gore
oldukc¢a diisiik oldugu goriilmiistir. Bu da bize osteopontinin kemigin yeniden
sekillendirilmesinde gorevi bittigini, osteoklastik aktivitenin azaldigin1 ve kemik
maturitesinin tamamlanmak {izere oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda OP DEF %
10 BN % 10 HA ve OP DEF % 10 BN gruplarindaki OPN seviyeleri anlamli sekilde
yiiksek kalmastir.

Kemik 1iyilesmesi bir ¢ok faktorii igerisinde bulunduran kompleks yapilarin
etkisi ile olugsmaktadir. Bu yapilari meydana getiren ve iyilesme belirteclerinden biri de
kemik morfogenetik protein-2 (BMP-2)’dir. BMP-2 Transforme edici biiylime faktorii
olan TGF-B siiper ailesinin bir liyesidir. Kemotaksis ve mitoz, kikirdak farklilasmasi ve

kikirdak yapinin kemige doniistirme gibi kemik indiiksiyonunda onemli li¢ adimi
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yonetmektedir. Ayrica hiicre oliimii, hiicre canliliginin siirdiiriilmesi, ekstraseliiler
matriks sentezi ve hematopoiezin diizenlenmesinde gorev almaktadir.?2®> BMP-2, BMP
tip 2 reseptorlerine baglanarak aktivasyonu baglatmaktadir. BMP sinyali ise hiicre
igerisinde Smad1/5/8 fosforile ederek Smad4 ile kompleks olusturur ve ¢ekirdege tasinir
boylece osteojenik genlerin transkripsiyonunu aktive veya inhibe eder.?®* Ayrica BMP
ailesi bir transkrip faktorii olan core-binding factor al (Cbfal)’in sentezini sitimule

ederek osteoblasta 6zgii genlerin de aktivasyonunda gérev alirlar.?®®

Bircok calismada tasiyici implantlar, organik veya inorganik matrisler BMP-2
proteini ile kaplanarak kemik rejenerasyonunda etkisi arastirilmistir. Kemik
rejenerasyonuna yeterli etki konsantrasyonunu muhafaza eden biyomalzemeler igin
aragtirmalar devam etmektedir.®® 287 Yiiksek baglama kapasitesi olan kollojen
stingerlere ve hidrojellere BMP-2’nin emdirilerek trabekiiler kemik iizerine yapilan
kritik defektte kemik hacmini basarili bir sekilde arttirdig1 gdzlenmistir.?2® Konumuzla
ilgili olarak dstrojen BMP-2 ekpresyonunu arttirdig1 ve kemik rejenerasyon yeteneginde

onemli katkilar sagladigi gostrilmistir,2%

BMP-2 ekspresyon seviyelerini inceledigimizde 1. Haftada osteoporoz
olusturulmus tiim gruplarda BMP-2 ekpresyonlarmin saglikli gruba gore azaldigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar bize 6strojenin BMP-2 iizerinde 6nemli etkilerinin oldugunu
gostermektedir. 2. Hafta BMP-2 ekpresyonlarina baktigimizda ise tiim gruplarda
saglikli gruba gore arttigini gérmekteyiz. BMP-2 kemik iyilesmesinde dnemli roller
almaktadir. Kemik iyilesme fazlarinda BMP-2 artmasi olagandir. Yalniz gruplarimiz
icinden OP DEF % 2.5BN % 10 HA, OP DEF % 5 BN % 10 HA, OP DEF % 2.5 BN
ve OP DEF % 5 BN gruplarindaki BMP-2 ekpresyonlart OP DEF grubuna goére anlaml
derecede yiiksek bulunmustur. Bu sonug bize yukarida belirttigimiz gruplardaki kemik

iyilesmesinin daha yiliksek oranda oldugunu gdstermektedir. 4. hafta bulgularimiza
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baktigimizda ise OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP DEF % 5 BN % 10 HA, OP DEF %
2.5 BN ve OP DEF % 5 BN gruplarindaki BMP-2 seviyeleri 2. haftaya gore anlamli
derecede azaldigi goriilmiis olup OP DEF grubuna gore 4. haftada anlamli derecede
diisiik gorilmiistiir. Bu sonuglar bize bu gruplarda iyilesmenin tama yakin oldugunu
gostermektedir. Diger gruplarda ise OP DEF grubuna gére BMP-2 seviyeleri

istatistiksel olarak yliksek kalmistir.

Runt-iligkili transkrip faktor (Runx-2) osteoblast farklilasmasinda 6nemli bir
transkripsiyon faktoriidiir.?® STATS’i uyararak hiicre ici sinyal yolagini harekete
gecirmektedir.?®! Runx-2 ekspresyonunun osteoblast farklilasmasii arttirdig1 yoniinde
calismalar yapilmistir. Runx gen ailesine ait genler birden c¢ok Onemli rollere
sahipdirler. Runx1 hematopoezde dnemli roller oynarken Runx2 ile birlikte mezenkimal

farklilasmanin erken donemlerinde gogiis kemigi gelisiminde katki saglamaktadir.2%% 293

Otto ve ark.?®* Runx2 geni kapatilan fareler iizerinde yapmis olduklari bir
caligmada; farelerde minerilizasyonun gelismedigi kikirdak ve iskelet yapisinin
olusmadig1 tesbitinde bulunmuslardir. Son yillarda yapilan kemik defektleri
caligmalarinda Runx2 ekspresyonunun defekt iyilesme asamasinda onemli derecede
arttig1 tesbit edilmistir.?%2%" Rat femurlarinda Wojtowicz ve ark.?®® yaptiklar1 kritik
boyutta defekt calismasinda da uzun kemiklerde Runx2 ekspresyonunu arttiracak
tedaviler gelecekte klinik defekt iyilesmesinde Runx2’nin potansiyel bir yeri olacagin
diisiindiirmektedir.?” Gen susturma modelleri ile yapilan g¢alismalarda Runx-2’nin
kemik olusumu ile iliskisi oldugu tesbit edilmistir.?%®
Bu bilgiler dogrultusunda bizim g¢alismamizda tiim haftalar boyunca Runx2 mRNA
ekspresyonu artmig olmakla beraber deney gruplarimizda ilk hafta tim gruplarimizda

Runx2 mRNA ekspresyonu saglikli kontrole gére arttig1 bu artislar icerisinde 6zellikle

OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP DEF % 5 BN % 10 HA, OP DEF % 2.5 BN ve OP
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DEF % 5 BN gruplarinda OP DEF grubuna gére anlamli derecede bir artis meydana
gelmigken buna karsilik OP DEF % 10 BN % 10 HA ve OP DEF % 10 BN gruplarinda
OP DEF grubuna gére anlamli derecede diisiis goriilmiistiir. Ikinci hafta ise saglikli
gruba gore Runx2 mRNA ekspresyonunda genel olarak bir artis meydana gelirken OP
DEF grubuna gére OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP DEF % 5 BN % 10 HA ve OP
DEF % 2.5 BN gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis tesbit edilirken
bunun aksine OP DEF % 10 BN %10 HA grubunda ise istatistiksel olarak azalis
meydana gelmistir. Son hafta olan iyilesmeyi takip ettigimiz dordiincii hafta ise diger iki
haftaya gore Runx2 mRNA ekspresyonunda diisme meydana gelmis olup OP DEF
grubuna gore OP DEF % 2,5 BN % 10 HA, OP DEF % 5 BN % 10 HA ve OP DEF %
2.5 BN gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diisiis seklinde goriilmiistiir. Bu
dogrultuda femur distalinde olusturulan defekte primer kemik olusumunun en iist

seviyede oldugunu sodyleyebiliriz.

Hematopoietik hiicrelerden koken almig olan osteoklast hiicreleri kemik
mineralizasyonunun azalmasinda onemli rol oynamaktadirlar. Tartarat direncgli asit
fosfataz yani TRAP (ACPS5) olarak da bilinen molekiil osteoklastlarin farklilagmasini
indiikleyen faktorler arasinda yer alir. Ayrica kemik rezorbsiyonunun 6nemli bir
belirtecidir.208 209

TRAP osteoklastik olarak TRAP seklinde sentezlenirken serumda TRAP 5b

izoformu  bulunur.2%

Baslica osteopontin gibi kemik matriks proteinlerinin
defosforilasyonundan sorumludur.?% 22 Osteoklastlardan salgilanan TRAP diger kemik
hiicrelerinde de mevcut olmakla beraber kemik erimesi ve kemik olusumunu saglayan
bir faktordiir.?%® Halleen ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada serumda TRAP 5b

aktivitesinin osteoporoz ve kemik mineralizasyonunu olumsuz etkileyen bir belirteg

olarak gostermislerdir.?®* Buna karsilik yapilan in vivo ¢alismalarda TRAP proteinin
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baskilanmasi kemiklesmeyi engelledigi ve osteoporotik bir fenotipin olugsmasina neden
oldugu goriilmiistiir.?® Kadinlarda postmenapozal dénemi taklit eden Ostrojen
eksikligine bagli kemik mineral miktarinin azalmasii ovariektomi ile indiiklenmis

deneysel osteoporoz modelinde TRAP ekspresyonunun degistigi deneysel olarak
gosterilmistir.2%’

Da-wei Zhang, ve ark.>® overiektomi ile indiiklenen osteoporoz calismasinda
TRAP serum seviyelerini 6l¢miislerdir ve osteoporoz grubuna gore tedavi gruplarinda
serum diizeyinde TRAP miktarinin azaldigini tesbit etmislerdir. Yine benzer sekilde
Xin-chen Xu ve ekibinin.*®® yapmis oldugu benzer bir calismada diger ekibin
sonuclarini destekler nitelikte olmustur. Bizde bu calismalar dogrultusunda osteoporoz
zemininde olusturdugumuz defektlerde iyilesme siireci icerisinde TRAP seviyesini gen
diizeyinde belirledik. 1. hafta saglikli grubu goére tiim gruplarda TRAP mRNA
ekspresyonu arttig1 goriilmiistiir. Yalniz ilk hafta olmasina ragmen OP DEF % 2.5 BN
% 10 HA, OP DEF % 5 HA % 10 HA, OP DEF % 2.5 BN ve OP DEF % 5 BN
gruplarindaki TRAP yiikselmesi daha az idi. Bu sonug ise osteoklastik aktivitenin daha
az oldugunu gostermektedir. Ikinci hafta OP DEF grubuna gore tim tedavi
gruplarimizda anlamli bir derecede diisiis mevcuttur. Yalniz OP DEF PLGA, OP DEF
% 10 HA, OP DEF % 10 BN % 10 HA ve OP DEF % 10 BN gruplarinda TRAP
degerleri benzer olup diger tedavi gruplarina gore yiiksek oldugu goriilmiistiir.

4. haftada ise OP DEF grubuna gére OP DEF PLGA’ dahil olmak iizere tiim
tedavi gruplarimizda TRAP mRNA ekspresyon degerlerinde anlamli bir diisiis
gozlenirken (p<0.001), bu diisiis OP DEF % 2.5 BN % 10 HA, OP DEF % 5 HA % 10
HA, OP DEF % 2.5 BN ve OP DEF % 5 BN gruplarinda anlamli olarak daha belirgin
sekilde oldugu bulunmustur (p<0.001). Ekspresyon miktarlarinin yiiksek olarak

seyretmesi akla hala osteoklatik aktivitenin devam ettigini ve komplet kemiklesmenin
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bazi tedavi gruplarinda olusmadigini gostermektedir. Ayrica TRAP mRNA ekspresyon
seviyelerinin ikinci haftadan itibaren diistik seyri akla bor mineralinin anti-osteoporotik

etkisi olabilecegini gostermektedir.

ALP, bir osteoblastik farklilasma faktoriidiir.®?  Aktif ALP pirofosfat ve
inorganik fosfatin hidrolizi ile matriks proteinlerini minerilizasyona tesvik eder.*®® ALP
aktivitesinin artmas1 Ozellikle osteogenezde osteopontin gibi osteojenik genlerin
sentezini de arttirmaktadir. Yapilan hem in vivo hem de in vitro ¢aligmalarda bu etki
dogrulanmistir,3%4

Xiaoning ve ark3%® yapmis olduklar1 karvaryal kemik defektinin hizli
iyilesme caligmasinda artmis olan ALP aktivitesinin, osteoblast hiicre ve matriks
minerilizasyonu iizerine etkileri oldugunu bildirmis ve 1. 2. ve 3. hafta sonunda ALP
seviyelerinin ve kalsiyum mineral seviyelerinin arttigini gézlemlemislerdir.

ALP kemik mineralizasyonu igin gerekli olan osteoblast tarafindan salgilanan bir
kollajen olmayan proteindir.>® Serumda ALP diizeyinin artmasi siiratli bir kemik kayb1
durumunu gostermektedir.®” Bu sonuclara gére bizim osteoporoz zemininde yapmis
oldugumuz calismamizda da ilk hafta saglikli gruba gore tiim gruplarda Alp mRNA
ekspresyonlarinin yiliksek oldugunu ve literatiir ile uyumlu oldugunu gordiik.

2. hafta ise gruplarimiza baktigimizda OP DEF grubuna goére tim tedavi
gruplarinda Alp mRNA ekspresyon miktarlarinin ilk haftaya gore artmis oldugunu ve
OP DEF grubu ile tiim tedavi gruplarimizi karsilastirdigimizda istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis gérmekteyiz ve 6zellikle OP DEF % 2.5 HA % 10 HA, OP DEF % 5
BN %10 HA, OP DEF % 2.5 BN ve OP DEF % 5 BN gruplarinda da Alp seviyeleri
benzer olarak daha fazla oranda diistiigii tesbit edilmistir (p<0.001). Ayrica OP DEF
grubu ile karsilastirdigimizda OP DEF PLGA, OP DEF % 10 HA, OP DEF % 10 BN %

10 HA ve OP DEF % 10 BN gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis
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gerceklesmis olmasina ragmen bu azalma diger tedavi gruplarina gore daha az miktarda
olusmustur (p<0.05). Ilk haftaya gére Alp mRNA ekspresyon miktarlarinin artisinin
osteoporoza bagli mineral kaybinin devam ettiginin ayrica bir taraftan da minerilizasyon
icin osteoblastik aktivitenin hala devam ettigini gostermekte olup yine literature uygun

sonugclar elde edilmisitr.

4. haftaya baktigimizda ise OP DEF grubuna gére OP DEF % 2.5 BN %10 HA
ve OP DEF % 5 BN % 10 HA grubunda Alp mRNA ekspresyon seviyeleri diger
gruplara gore anlamli bir sekilde diismiis oldugu ve diger gruplarda ise diisiisiin anlaml1
olmadig1 gozlemlenmistir (p<0.01). Bu veriler devam eden osteoporoz zemininde kemik
mineral kayiplarinin ilk haftaya gore azaldigini komplet kemik olusumun siirdiigii
sOylenebilir. Yalniz OP DEF % 2.5 BN % 10 HA ve OP DEF % 5 BN % 10 HA
gruplarinda Alp miktarlarinin azalmig olmasi ise kemik olugumunun tamamlandigini

gostermketedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Deneysel olarak osteoporoz zemininde olusturulan kemik defekti tizerine degisik
oranlarda BN ve HA’ in etkilerini inceledigimiz ¢alismamizin sonuglar1 ger¢cekten umut

vericidir.

Sonug olarak bu ¢aligmada biyomalzeme materyali olarak hakkinda fazla bilgi
sahibi olmadigimiz BN molekiiliiniin in vivo olarak 4 haftalik kemik defekti {izerine
olan etkileri farkli perspektiflerden incelenmeye calisilmistir. Cesitli oranlarda PLGA
tastyicisina emdirilmis HA ve BN scaffold implantlar1 in vivo olarak test edildiginde;
kemik iyilesmesine katkida bulunduklari ve biyouyumluluk 6zellikleri sayesinde kemik
dokusu ile uyumlu olduklart ig¢in biyomalzeme olarak olduk¢a yiiksek oranda gelecek

vadetmektedir.
Calismamizin sonuclarini 6zetlersek;

1. BN ozellikle % 2.5 oraninda kullanildiginda HA ile kombine edilsin veya
edilmesin kemik iyilesmesine onemli katkilarda bulunmaktadir. Ayn1 etki %
5 BN % 10 HA ve % 5 BN gruplarinda da goriinmekle beraber tiim
verilerimizi inceledigimizde en iyi iyilesme % 2.5 BN gruplarinda oldugu
goriilmektedir.

2. BN kemik iyilesmesi iizerine olan etkisi disinda ayn1 zamanda
antiosteoporotik etki gostermistir.

3. BN’nin % 10’luk oranda kullanilmast bu etkiyi durdurmus olup
histapatolojik ~ sonuclarla  beraber inceledigimizde yabanci cisim

reaksiyonuna neden olmustur.
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Ozellikle iilkemizin hammadde olarak biiyiik rezerve sahip oldugu, ancak saglik
alaninda oldukga yeni ve gelecek vaat eden BN ile ilgili literatiirde ¢ok az ve kisith bilgi
oldugundan hakkinda daha ileri arasgtirmalar yapilmasi kac¢inilmaz olmakta ve de
gerekmektedir. Calismamizda elde edilen verilerin, ileri arastirmalarla desteklenmesi
durumunda, osteoporozun neden oldugu kemik defektlerinin tedavisinde BN’iin
kullanilabilecek potent bir ajan olabilecegini gostermesi bakimindan umut verici

oldugunu soyleyebiliriz.
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