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OZET
Ratlarda Kalvarial Defekt Modelinde Bor Nitriir Ve/Veya Hidroksiapatitli Scaffold

Uygulamasinin Kemik Rejenerasyonuna Etkileri

Amac: Bu ¢alismanin amaci farkli konsantrasyonlarda Bor nitriir ve/veya hidroksiapatit
iceren PLGA scaffoldlarinin sicanlardaki kalvarial kemik defekti lizerinde etkilerini aragtirmaktir.

Materyal ve Metot: Calisma grup basma 20 disi si¢an olacak sekilde gergeklestirildi.
Saglikli hayvanlar kontrol grubu olarak kullanildi (Grup 1). Anestezi altinda ratlara kritik derecede
(8 mm ¢apinda) kalvarial defekt olusturuldu. Farkli konsantrasyonlarda BN-HA igeren PLGA
scaffoldlar defektli alana yerlestirildi ve cerrahi alan kapatildi. Bir grupta defekt olusturuldu ancak
PLGA uygulamas: yapilmadi (Grup 2).Operasyondan sonraki 2, 4 ve 8. Haftalarda bilgisayarli
tomografi goriintiileri ¢ekilen gruplardan 4. ve 8.haftalarda doku 6rnekleri toplandi.

Bulgular: Operasyondan sonraki 4. Haftalarda Defekt, PLGA, %10HA ve %10BN
gruplarinda herhangi bir iyilesme izlenmezken %2,5BN ve %5BN gruplarinda iyilesme gozlendi.
Ancak 8. Haftada defekt grubu hari¢ diger gruplarda iyilesme gozlenirken 6zellikle 2,5%BN igeren
gruplarda daha iyi iyilesme bulgulari mevcuttu. Real Time PCR analizlerinde OPN, ALP, Runx2
ve BMP-2 gibi baz1 kemik iyilesme parametreleri incelendi. %2,5BN igeren gruplarda diger
gruplara gore daha iyi sonuglar elde edilmistir. Histopatolojik incelemeler de BT bulgularini ve
Real Time PCR bulgularini destekler niteliktedir.

Sonu¢: Bu c¢alisma BN ve/veya HA igeren PLGA skaffoldlarinin siganlarda kalvarial

kemik iyilesmesini artirdigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Bn, bor, defekt, kalvaria, kemik, rat



ABSTRACT
The Effects Of Scaffold Embedded BN And/Or HA Nano Particules On Bone

Regeneration In Rat Calvarial Defect Model

Aim: This study investigated PLGA scaffolds including different concentrations of
Bornitriir and/or Hidroxiopatite on calvarial bone defect in rats.

Materials and Methods: This study performed in 20 female rats groups. Heathy ones were
control rats (Group 1). Under anesthestics conditions critical size (8 mm diameter) calvarial defect
induced in rats. 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 2%, 4" and 8" week after
operation, Computed tomography images obtained and tissue samples collected 4" and 8" weeks.

Results: In 4" week after operation any healing could not recognized in Defect, PLGA,
%10HA and %10BN groups but healing observed in %2.5BN groups. At the 8" week healing
observed in all groups (except for Defect group) especially better healing results observed in
%2.5BN groups. In Real Time PCR analyses, OPN, ALP, Runx2 and BMP-2 investigated.
%2.5BN groups exerted better results when compared other 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 critical sized calvarial defects in rats.

Key Words: Bn, bone, boron, calvaria, defect, rat
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1. GIRIS

Giliniimiizde artan is temposu ve trafik kazalar1 sonucunda; kafatasi kiriklartyla daha sik
karsilasilmaktadir.! Yapilan ¢alismalar kalvariumda defekte yol agan nedenler arasinda travmanin
%67, tiimorlerin ise %17 gibi biiyiik bir paya sahip olduklarmi gdstermektedir.? Bu gibi
durumlardan sonuglanan kemik hasarlarinda kemik iyilesmesini saglamak iilkemiz ve tiim diinya
geneli igin 6nemli saglik sorunlari arasindadir.® #

Kemik defektlerinin iyilesmesinde primer amag, kendiliginden ve hizli bir sekilde
iyilesmeyi saglamaktir. Ancak olusan defektin biiyiikliigline gore iyilesme azalmakta ve hatta hig
iyilesmemekte ve cerrahi miidahaleye gerek duyulmaktadir.’>”’ Uygulanan tedavi yaklasimlari
arasinda “altin standart” yaklasim otogreft kullanimidir.® Ancak hastada saghikli kemigin yeteri
kadar olmamasi1 ve otogreftin alinacagi bolgedeki olusacak problemler otogreft kullanimini
sinirlamaktadir. Otogreft disinda kranium defektlerinin iyilestirilmesi i¢in pek ¢ok yontem
gelistirilmistir. Ksenogreftler, allogreftler, altin, gliimiis, titanyum gibi metaller ve alloplastik
materyaller de bu tiir defektlerde kullanilmaktadir. Her bir yontemin avantaji bulunmasina ragmen
bu tiir yaklagimlarin sonucunda doku rezorbsiyon, enfeksiyon, doku reaksiyonu ve donor alan
morbiditesi gibi onemli klinik problemler ortaya c¢ikmaktadir. Bu yiizden enfeksiyon riski
bulunmayan, doku ile uyumlu yeni kraniyoplastik materyeller gelistirilmektedir. Kemik
defektlerinin yeniden yapilanmasi amaciyla kullanilan materyallerin, osteojenik aktivitelerinin
olmast ve kemik rejenerasyonu ile tamirini stimiile edici ozelliklerinin bulunmasi tercih
edilmektedir.® Kemik gibi dokualrin inorganik yapisin1 meydana getiren, kalsiyum fosfatl1 bir
biyoseramik malzeme olan hidroksiapatit (HA) bu amagla kullanilmaktadir ve biiyiik kemik
defektlerinde yapisal destege ihtiya¢ duyuldugunda 6nem kazanmaktadir.®

Bor madeninden bircok malzeme iiretilmis olup konumuzla ilgili en O6nemli ve en
destekleyici malzeme ise nanoteknoloji ile iiretilmis Bor nitriirdiir (BN). Bor nitriir, kendine has
fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olusu nedeni ile miihendislik uygulamalarinda tercih edilen

bir malzemedir. Yapisal olarak grafite benzer hekzagonal yapida, diisiik yogunlugu, yiiksek 1sil

1



iletkenligi, kimyasal kararlilig1 ve toksik olmamasi gibi 6zellikleri nedeni ile tip, ilag ve kozmetik
sektoriinde de tercih edilen bir malzemedir.

En 6nemli iz elementlerden biri olan boron embriyojeneziz, kemik biiyiimesi ve immiin
fonksiyonlarin siirdiiriilmesi gibi pek ¢ok fizyolojik olaylarda énemli rollere sahiptir.!° Konumuzla
ilgili olarak Lahiri D ve ark. 2011 yilinda yaptig1 bir ¢calismada BN ve hidroksiapatitin in-vitro
ortamda osteoblastlarin biokompatitesinde dnemli rollerinin oldugunu gostermistir.'*

Boron kemik biiylimesindeki bu etkilerinin osteoindiiktif biiyiime faktdrlerinin, sitokinlerin
ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin salinimi artirarak katki sagladig1 gosterilmistir.'>* Yine
2015 yilinda yapilan bir ¢aligmada osteoporotik ratlardaki femur defektinde boron iceren scaffold
uygulamasinin iyilesmeye katki sagladig gosterilmistir.® 2010 yilinda yapilan diger calismada ise
BN toksisitesinin olmadigin1 gdsterilmistir.!! Ayrica hiicre kiiltiirii caligmalar1 borun kemik
gelisimi i¢in faydali oldugunu gostermektedir. 1 veya 10 ng/mL Bor dozlarimin 0 ve 0.1 ng/mL
dozlariyla hiicre kiiltriinde karsilastirilmasi sonucu 1 veya 10 ng/mL dozlarinda bor’un osteoblast
(MC3T3-El) hiicrelerinde tip 1 kollajen, osteopontin, osteokalsin ve Runx2 mRNA
ekspresyonlarimi artirdig1 gosterilmistir.’® Ayrica bor verilmesinin BMP 4, 6 ve 7 seviyelerini
artirdig1 da gosterilmistir.

Calismamizin  konusu ile ilgili olarak HA-hBN kompozitlerinin kalvarial kemik
defektlerinin iyilesmesi alaninda kullanildigi bir uygulama heniiz yoktur. Bizde ayri olarak
calismamizda Kritik boyuttaki kafatasi defektlerinde scaffold igine emdirilen BN ve HA nin farkli
kombinasyonlarinin kemik iyilesmesinde etkili olup olmayacagini radyolojik, histolojik ve
molekiiler yontemler ile incelemeyi ve kalvarial defektlerin tedavisinde yeni yontemler

gelistirmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemigin yapisi ve fonksiyonu

Biyolojik olarak dinamik bir doku olan kemik metabolik olarak aktif hiicrelerden
olusmaktadir. Kemigin 3 6nemli ana fonksiyonu vardir: Mekanik destek, vital organlar ve kemik
iliginin korunmasi, serum kalsiyum ve fosfat dengesinin korunmasidir. 1" 8 Kemigin iyilesme
potansiyeli kirigin tipine gore degismekte ve ayn1 zamanda pek ¢ok biyokimyasal, biyomekanik,
hiicresel, hormonal ve patolojik mekanizmalardan etkilenmektedir.'® 2° Kemik iyilesme siirecinde
depozisyon, resorpsiyon yeniden yapilanma asamalart meydana gelmektedir.!® 2! Kemik
iyilesmesinin temel biyolojik ve fizyolojik prensiplerini anlamak i¢in kemigin biyokimyasal ve
anatomik yapisinin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir.

2.2. Kemigin biyokimyasi

Kemik organik ve inorganik iki kisimdan olusur. Kemigin fonksiyonlarinin tam olarak
yerine getirebilmesi i¢in organik ve inorganik matrisin belli oranlarda bulunmasi gerekmektedir.
Kemik agirliginin %20’si su, kuru kemik agirliginin %60-70’1 inorganik kalsiyum fosfat, %30-
40’1 ise organik fibroz protein ve kollajenden olusmaktadir.?224
Organik kisim; osteoblastlar tarafindan salgilanan mineralize olmamis organik yapidan olusur
(osteoid).
Tip | kollajen %90
nonkollajendz proteinler (glikoproteinler, proteoglikanlar),
peptitler, %10
karbohidratlar,
lipidler

Inorganik kisim; kalsiyum, fosfat, sitrat, magnezyum, sodyum gibi minerallerden
olugmaktadir. Viicuttaki kalsiyumun %99’u, fosforun %85°1, magnezyum ve sodyumun %40-60’1

iskelet sistemindedir. Kemikteki kalsiyum ve fosfat hidroksiapatit kristalleri seklinde



bulunmaktadir. Gelisimini tamamlamis bir kemik dokuda kollajen lifler porus adi verilen bosluklar

birakacak sekilde dizilmistir ve bu bosluklara hidroksiapatit kristalleri(HA) yerlesiktir.?2-%

HA kristallerinin onemiyse, osteoid mineralizasyonuyla, kollajenlerle birlikte kemigin
sertlik ve dayanikliligini saglamasidir.??* Osteoid kemigin mineralize olmayan organik matriks
kismidir ve osteoblastlar tarafindan salgilanmaktadir. Osteoid yaklasik %90 tip-1 kollajen
icermektedir ve geri kalan %10’luk kismi ise kollajen olmayan proteinler, glikoproteinler,
proteoglikanlar, peptidler, karbohidratlar ve lipitlerden olusmaktadir.?® Kollajen fibrillerin tercih
dogrultusunda katmanda katmana yetiskin bir kemikte degismesi kemigin lameller yapisini
kazandirmaktadir.?® inorganik mineral tuzlari tarafindan osteoid mineralizasyonu kemigin sert ve
saglam olmasmi saglar. Osteoidin kalsifikasyonu saliverildikten sonra birka¢ gilin iginde
baslamaktadir ancak tamamlanmasi aylarca siirmektedir.?” 2

2.3.Kemigin Anatomisi

Kemigin hiicresel elemanlarin1 osteoprogenitoér hiicreler, osteoblastlar, osteoklastlar,
osteositler ve hematopoetik kemik iligi hiicreleri olusturmaktadir (Sekil 2.1).18-25 28
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Sekil 2.1. Kemikte bulunan farkli hiicreler: osteoblastlar, osteoklastlar ve osteositler.*°
Osteoprogenitdr hiicreler endosteum ve periosteumun i¢ kisminda bulunmaktadir.3! Periost

eklem yiizeyleri hari¢ kemigin tiim bolgelerini saran vaskiiler bag dokusudur. Endosteum kemigin

i¢ medullar yiizeyindeki hatlaridir. Endosteum tabakasi fibr6z dokudan yoksundur ancak, tek

katmanli osteogenik hiicrelerden olusmaktadir.®?



Osteoblastlar metabolik olarak aktif olan olgunlasmis kemik hiicreleridir.?® Osteoblastlar
paratiroid hormon ve prostaglandin reseptorlerine sahiptir.>

Ayrica osteoblastlar dstrojenler, Vitamin-D3, adhezyon molekiilleri ve pek ¢ok sitokin
reseptorlerininde eksprese etmektedir. Osteoblastlarin plazma membraninda alkalin fosfataz bol
miktarda bulunmaktadir. Alkalin fosfatazin serum konsantrasyonu kemik formasyonu i¢in indeks
olarak kullanilmaktadir.

Osteositler kiigiik osteositik lakunalarda kemik lamellasinin igine es merkezli olarak
gomiilii olan olgun osteoblastlardir.?® Herbir osteositten kan damarlarma ve diger osteositler ile
hiicre hatlar1 arasinda sitoplazmik baglant1 siireci silindirik kanalikiiler boyunca uzanmaktadir. Bu
stire¢ osteoid kalsifikasyonundan 6nce organize edilmekte ve tiim kemik matriksine yayilmaktadir.
Osteositler ayn1 zamanda ekstraselliiler kalsiyum ve fosfor konsantrasyonunun diizenlenmesine
yardimci olmaktadir.?

Osteoklastlar kemik rezorpsiyonundan sorumlu hiicrelerdir.?® Osteoklastlar ¢ok nukleuslu
kandaki monositlerden farklilasan dev hiicrelerdir. Osteklast farklilasmasi ve aktivasyonuna yol
acan pek ¢ok faktor bulunmaktadir (tiimor nekrozis faktor (TNF) reseptor (TNFR)/TNF like
proteins: osteoprotegerin (OPG), reseptor aktivator of niiklear faktor (NF)- B (RANK) ve RANK
ligand (RANKL)) .3

Osteoklastlarin kemik rezorpsiyonu hormonal ve hiicresel mekanizmalar tarafindan kontrol
edilmektedir. Osteoklastlarin plasma membraninda monosit koloni sitimulan faktor (M-CSF) ve
kalsitonin reseptdrleri bulunmaktadir.!” Osteoklastlarin aktivasyonu Howships lakuna olarak
adlandirilan bolme ile sinirlandirilmaktadir. Howship lakunalart diisiik pH’ya sahiptir. Dogal asit
kemigin mineral igeriginin ¢okiinmesine neden olur ve bu sayede kemigin organik matriksi
proteazlar ve kollagenezlar tarafindan parcalanabilir duruma gelmektedir. 26 %

Viicudumuzda 3 tip kemik bulunmaktadir; woven kemik, kortikal kemik ve kanselloz
kemik.?® 3 Sadece mikroskobik kanallar igeren kortikal (kompakt) kemik ¢ok yogundur.®” Bu

kisim kemigin dis tabakasini olusturur ve iskelet sisteminin destekleyici ve koruyucu islevinin



biiyiik boliimiinii saglar. Toplam kemik kiitlesinin %80°1 kortikal, %20'si ise siingerimsi kemikten
olusmaktadir. Siingerimsi kemik trabekiillerden olusmaktadir. Siingerimsi kemik omurgada, uzun
kemiklerin u¢ kisminda ve fetiiste bulunur.

Olgun kemik lameller kemiktir. Lamellar kemik birbirine paralel kollajen liflerden yapilan
katmanlar veya lamellerden olusur. Lamellar kemiklerde lakuna ad1 verilen bosluklar kanalikuli
olarak adlandirilan tiibiiler kanallar yoluyla birbirine baglanmistir. Osteositler bu bosluklara yani
lakunalara gomiiliidiir ve kemik ile besin ve uyari alis verisi kanalikuliler araciligiyla olur. Olgun
kortikal kemikte lamellerin siralanisi diizenlidir ve bu yap1 osteon adini alir. Osteonlar, havers
kanali ad1 verilen merkezi bir kanalin etrafin1 saran yogun matriks halkalarindan (lameller)
olusur.?> %" Havers kanallar1 kan damarlarim igerir ve bunlar kemigin uzun eksenine paraleldir. Bu
kan damarlari ile kemik yilizeyindeki kan damarlar1 kanalikuliler araciligiyla birbirine baglanir.

2.4 Kemik Metabolizmasi Diizenleyicileri

Kemik metabolizmast hormonal ve lokal faktorlerle diizenlenir. Kemik
metabolizmasindaki en 6nemli kalsitropik hormonlar paratiroid hormonu, D vitamin ve
kalsitonindir.'® Paratiroid hormonu plazma kalsiyum konsantrasyonunu arttirir ve viicudun hiicre
dis1 kalsiyumunu sabit diizeyde tutar. Osteoblastlar sitoskeletal degisiklikleri tetikleyen tek kemik
hiicresi ve paratiroid hormon reseptorleri olan tek hiicredir. D vitamini bagirsak ve bobrek
kalsiyum baglayici proteinleri uyarir ve aktif kalsiyum tagmnimini kolaylastirir.3® Kalsitonin, akut
bir sekilde yiikselen plazma kalsiyum diizeyine cevaben tiroid bezinin parafollikiiler hiicreleri (C-
hiicreleri) tarafindan salgilanir. Kalsitonin, kalsiyumun bagirsaklar tarafindan emilimini inhibe
ederek, bobrekteki Ca ve PO4 un yeniden emilimini inhibe eder ve kemik diizeyindeki osteoklastik
aktiviteyi inhibe ederek kandaki kalsiyum diizeylerine etki eder.%

Kemik metabolizmasini trombositler, makrofajlar ve fibroblastlardan salinan bir dizi
biiyiime faktorii de etkiler.*® Bu biiyiime faktorleri, iyilesen kemiklerin vaskiilerize olmasin,
sertlesmesini, birlesmesini ve mekanik olarak islevsel hale gelmesini tetikler.?’ Mezensimal tiirevli

hiicrelerin taginmasini, ¢ogalmasini ve kemik olusturucu hiicreler haline gelmesini tetikleyebilir.



Kemik iyilesmesini hizlandiran biiyiime faktorleri, digerlerinin yani sira kemik morfojenik
protein (BMPler), insiilin benzeri biiytime faktorleri, doniistiiriicii biiylime faktorleri, trombosit
tiirevli biiyiime faktorii (PDGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorleri (VEGF) ve fibroblast
biiyiime faktoriidiir.*° BMP’ler, mezensimal hiicrelerin kemik hiicreleri haline gelmesini tetikleyen
kemik matrisi tiirevli bir glikoprotein ailesidir.** Normalde ¢ok kiiciik miktarlarda bulunsalar da
pek cok BMP, rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak sentezlenmistir ve su anda kemik
yenilenmesini  kolaylastirma potansiyellerini degerlendirmek iizere klinik deneylerden
gecmektedir.*?** Diger proteinler, kemik iyilesmesini farkli sekillerde etkilemektedir. Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii ve doniistiiriicli biiytime faktorii de anjiyojenez, kemik olusumu, hiicre
dis1 matris sentezi diizenlenmesi ve kontrol hiicre aracil aktivitelerin diizenlenmesinde rol oynar.*®

2.5. Kemigin Yeniden Olusmasi

Yetiskin iskeleti dinamik bir halde olup siirekli bozulmakta ve osteoklastik ile osteoblastik
aktivitelerin kemikli ylizeylerde ve haversian sistemindeki koordineli hareketleri ile
diizeltilmektedir.? Kemik formasyonu ve rezorbsiyonu, kemik gelisiminin diizenli bir fonksiyonu
ya da eski kemigin yerini yeni kemigin aldig1 déngii mekanizmasi olarak ortaya ¢ikar.!” Kemigin
yeniden olusum aktivitesi, esasen periferde olup konsantrik kemik biiylimesi ve lamellar kemigin
dongii 6zelligiyle sonuglanir. Olgun iskelet elementinde kemik formasyonu, genellikle kemik
rezorbsiyonunun daha 6nce dongiisel bir yapida meydana geldigi yerde olusur. Bu olgu, ilk olarak
Frost tarafindan agiklanan aktivasyon-rezorbsiyon-formasyon (ARF) dizisini takip eder. ARF
dizisi, rezorbsiyon ve hareketi eski ve yeni kemik segmentleriyle birlikte semente siirlayan ters-
donme fazi ile 6n plandaki osteoklastik aktiviteden ortaya ¢ikan “kesik koniyi” kapsar. Sonug
olarak, kapanan koni osteoblastik aktivitenin 6zelligidir ve dinlenme fazi, konsantrik bir ortamda
yeni bir kemik yapisi biriminin (KYB) olusumuna yol agar.*® Bu tiir bir sistemde olusan lamellar
kemik, bir haversian sisteminde 6zellige halka benzeri bir yap1 kazandirir (Sekil 2.2). Siingerimsi
kemigin yeniden olusmasinin rezorptif faz1 yaklasik olarak 10 giin siirer.®® Siingerimsi kemigin

tam olarak yeniden olusum dongiisii ise yaklasik olarak 3-6 ay1 bulur (Eriksen, Axelrod, & Melsen,



1994). Kortikal kemik anatomik agidan farkli olsa da, yeniden olusmasi ayni biyolojik ilkeleri

izler.?8
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Sekil 2.2. Haversian sistemdeki olgun kortikal ve siingerimsi kemik arasindaki iligki *

kemik



2.6.Kirik Iyilesmesi

Kemik, eriskin yasaminda yenilenme potansiyelini koruyan ve kendi kendini
tamir i¢in Onemli kapasiteye sahip olan birka¢ organdan biridir. Bag dokusu skar
olusumuyla iyilesen diger dokularin aksine, kemik iyilesmesi genellikle eski sekil ve
islevin geri gelmesine imkan tanir. Bu essiz 6zellik, ya insan iskeletinin periyodik olarak
yeniden sekillenmesi ya da kemik greftleri ve kiriklariin iyilesmesi seklinde kendini
gostermektedir.*’

Kemik kirigi, teknik olarak dissal veya igsel bir mekanik kuvvet nedeniyle
kemigin kalsifiye yapisinin aniden kirilmasidir. Kirik iyilesmesine iliskin ¢agdas goriis
ve anlayis, fizyolojik ve biyomekanik ilkelerin yani sira molekiiler diizeyde cok sayida
faktorii kapsamaktadir. Bu farkli elemanlarin koordinasyonlu etkilesimi karmasik kemik
iyilesme yolunu olusturmaktadir. Kemik iyilesme asamalari embriyonik endokondral
kemik olusumu sirali asamalarmi takip eder.*® Ug temel histolojik kemik iyilesme tiirii
vardir. Bunlar arasindaki farklilik kirik bolgesinin rijit fiksasyonuna ve kemik
segmentleri arasindaki boslugun biiytikliigline baghdir. Kemik kirigi bolgelerindeki
iyilesme seklini farkli rediiksiyon teknikleri ve kirik ortamlar1 belirler.” 4

Birincil kemik iyilesmesi, graniilasyon dokusu olusumu olmaksizin osteonal
lyilesmeye imkan taniyacak sekilde sikica sabitlenmis ve anatomik olarak mikrometrik
diizeye indirgenmis bir kirik olarak tamimlanmaktadir.*® Soudure autogene (otojen
kaynama) veya birincil iyilesme teorisi ilk olarak ortopedik alanda tanimlanmistir. Danis,
dis kallus olusumu gdsteremeyen, fiksasyon plakalari tarafindan indirgenmis uzun kemik
kiriklariin radyografik analizini bildirmistir. Birincil kemik iyilesmesinde, kemik
proliferasyonu seviyesinin bunun olusumu i¢in duyulan mekanik ihtiyagla orantili olmasi

anlaminda Wolff yasasinin klasik ilkesine uyulmaktadir.®® Sonug olarak, birincil kemik
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tyilesmesinde, rijit fiksasyonun sagladigi stabilite, stabil bir kallus olusturmak icin
duyulan biyolojik ihtiyaci ortadan kaldirabilir.>

Teorik olarak, birincil kemik iyilesmesinde interfragmenter bosluk ihmal
edilebilir ve osteoklastik rezorpsiyon tarafindan genisletilmedigi siirece hiicrelerin ve
kapillerin minimal i¢e bliytimesini engeller. Osteoklastlar, giinde 50-80 pikometrelik(pm)
bir hizla kirik boslugu boyunca boylamasma “osteoklastik rezorpsiyon” olusturur.>
Osteoklastik rezorpsiyon; osteoblastik proliferasyon ve vaskiiler ige biiylimede 200
pm’lik bir kaviteye neden olur. Osteoblastlar daha sonra gen¢ hastalarda giinde 2 pm
oraninda ve yasl hastalarda 0.5-1.0 pm oraninda yeni cevresel lameller iiretir.>! Yeniden
olusum siireci sonug olarak eski yapinin yerine Haversian bir sistemdeki kirik bolgesi
boyunca boylamasina olusan bir katmanli kemik olusturur.

Rijit fiksasyon ile tedavi edilen kiriklar, her ikisi de kikirdak dokudan kemik
olusumu saglayan birincil iyilesme veya bosluk iyilesmesi ile iyilesebilir. Bazi calismalar
birincil kemik iyilesmesinin gergek¢i olamayacak kadar yiiksek diizeyde stabilite
gerektirdigini ve klinik uygulamada nadiren ulasabildigini ortaya koymaktadir. Bu
argliman, rijit fiksasyon durumlarinda bosluk iyilesmesi teorisini daha da destekliyor gibi
goriinmektedir.*® Bir kirik rijit fiksasyon ile tedavi edildiginde islev sirasindaki kas
gerginligi kemik segmentleri arasinda bosluk olusturabilir. Bosluk iyilesmesi bu
durumlarda olusur. Periosteum, endosteum veya Onceden mevcut kanallardan gelen
vaskiiler ice biiylime boslugu isgal edip bolgeye mezensimal osteoblastik prekursorler
saglayabilir. Yeni kemik, dnceden osteoblastik aktivite veya kartilajindz prekursorler
olmadan dogrudan kirik segmentlerinin yiizeyine ¢okelebilir. Bosluk 0.3 mm’den azsa
dogrudan katmanli kemik olusacaktir.*® Indirgenmis kirik bolgelerinde kritik deger
bosluk iyilesmesi i¢in 1 mm’dir.*® 1 mm’den biiyiik bosluklar 6riilen kemikle ve daha

sonra trabekiiler bolgeler icindeki katmanli kemik birikmesi ile dolar. Miiteakip alt1 hafta
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boyunca katmanli kemik, kirik hatti boyunca boylamasina olusumunu siirdiirecektir.
Yeniden olusum birka¢ ay boyunca gergeklesecek ve katmanli kemigin kirik kemik
segmentlerinin uzun aksi boyunca yeniden yonlenmesine neden olacaktir.*® Yeniden
olusum siirecine islevin ve saglamligin geri doniisii eslik edecektir.

Ikincisi, kemik iyilesmesi ilgili kirik segmentlerin graniilasyon dokusu
miidahalesiyle yeniden birlesmesiyle karakterizedir. Rijit fiksasyon ile tedavi edilen
kiriklarin ¢ogunda ikincil kemik iyilesmesi ile devam edilmektedir. ikincil kemik
tyilesmesi hem intramembrandz hem de endokondral kemiklesmeyi kapsar ve kallus
olusumuna neden olur. Kallus, kirik iyilesme siireci boyunca homojen degildir. Philips
farkl1 bolgelerin iyilesme siirecine katkismi agiklamistir.*® Dért temel bolge; mediiller
kanal, korteksler arasindaki boélge, subperiostal tabaka ve cevresindeki yumusak
dokulardir. Mediiller kanal ve interkortikal bolgeler yumusak kallus olusumu yoluyla
yenilenir ve daha sonra endokondral kemiklesme yoluyla kemigi olusturur. Subperiostal
alan ve kingin hemen ¢evresindeki yumusak dokular sert bir kallus olusturur ve
intramembrandz kemiklesme yoluyla kemik olustururlar. Philips ayn1 zamanda bes gegici
kronolojik kirik iyilesme agsamasi tanimlamistir. Bunlar; hematom olusumu, inflamasyon,
anjiyogenez, kikirdak olusumu ve kemik yeniden olusumudur.*

Bu olaylar akisinda bazi biyolojik &n gereklilikler tespit edilmistir.*’ > Hiicre dis1
osteokondiiktif matriksin yani sira pek ¢ok lokal ve sistemli diizenleyici faktoriin,
sitokinlerin ve hormonlarin ¢esitli hiicre tiirleriyle etkilestigi goriilmektedir. Engelsiz bir
kemik iyilesme siireci i¢in hareketli bir hiicre popiilasyonu zorunlu bir birincil unsurdur.
Multipotent mezensimal hiicreler kirik yara alaninda kullanilir veya dolasim yoluyla
buraya aktarilir. Bir kiriga kemik iligi yanit1 kemik iligi icindeki hiicresel dagilimin
yiiksek ve diislik hiicresel yogunluktaki bolgelerde erkenden yeniden yapilanmasini

kapsar.>* > Yiiksek hiicresel yogunlugun bulundugu bélgeler mezensimal kdk hiicrelerin
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oseoblastlara doniistiigii yerlerdir.>® Kemik iligi hiicrelerinin osteojenik roliiniin ileri
seviyede arastirilmasi ve tanimlanmasi, ¢esitli in vitro ve in vivo calismalarda kirik
tyilesmesinin hizlandirilmasi i¢in kullanilan genetigi degistirilmis mezensimal kok
hiicrelere ve farklilastirilmis oseoblastlara neden olmustur.%® %

Kemigin kirilmasindan hemen sonra haversian kanallardaki ilik, periosteum,
endosteum ve kapillerdeki hasar géren kan damarlarinda kanama gerceklesir. Iyilesmenin
ilk asamalarinda kirik bélgesinde kan pihtisi gelisir ve infraksiyondan sonraki birkag saat
boyunca hemostatik bir tipa gorevi goriir. Bolgedeki yumusak dokular vazodilatasyonlu
akut inflamasyonun olagan degisikliklerini ve enflamatuar hiicrelerle plazma bakimindan
zengin eksudasyonunu gosterir. Daha sonra pihtili trombositler degraniile olur ve PDGF,
TGF-a ve TGF-B biiyiime faktorleri salar.®® PDGF ¢ogalmak igin ilik kok hiicrelerinin ve
endosteal osteoblastlarin mitojenezini uyarir. Endotelyal hiicre cogalmasini tetikleyerek
anjiyojenezi de uyarir. TGF-a, ¢ogalmak ve farklilagmak i¢in ilk olarak fibroblastlari,
kondroblastlar1 ve osteoblastlar1 harekete gegirir. Devam eden TGF-a salinimi sonugta
osteoblastlarin osteoid salinimini baglatmasini tetikleyecektir.

Bu erken siirecin birincil besin ve oksijen tedariki kirik bolgesinde hasara maruz
kalan stingerimsi kemik ve kas tarafindan saglandigindan, zarar géren dokunun mikro
cevresi hipoksik (pO2 = 5-10 mm Hg) ve asidotiktir (pH = 4-6).%® Piht1 yeniden
yapilanmaya bagladiginda polimorflar, histiositler ve mast hiicreleri kisa siire sonra
degradasyon siirecini baslatir. Bu; graniilasyon dokusunun olugsmasina, vaskiiler dokunun
ice bilyiimesine ve mezensimal hiicrelerin tasinimina neden olur. Ugiincii giin itibariyla,
kapillerin grefte girdigi ve graniilasyon dokusunun kirik segmentleri arasindaki boslugu
kapatmaya basladigr goriilebilir. Kiriktan sonra erkenden héakim olan, anaerobik
kosullarin vaskiiler olarak bir nebze feda edilmesi osseoustan daha kartilajin6z hale gelen

bir kallusun evrimi i¢in uygun bir mikro ¢evre sagliyor gibi goriinmektedir.>!
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Reparatif asamada, fibroblastlar vaskiiler i¢i biliylimenin desteklenmesine
yardimc1 olan bir stroma birakmaya baglar. 14 ila 17. giinler arasinda tam kapiller
gecirgenlik goriiliir. Vaskiiler i¢e biiyiime ilerledik¢e, zamanla bir kollajen matrisi
birakilir. Kondroblastlar ve osteoblastlar da sirasiyla kikirdak ve osteoid birakmaya
baglarlar. Bu, stabilizasyon amaciyla kirik segmentlerinin etrafinda yumusak bir kallus
olusumuna neden olur. Yumusak kallus, i¢ destek saglar ve kirik bolgesinde fibro
kartilojen bir birlige ulasilmasina yardimeci olur. Kallus, ilik kavitesi boyunca harici
olarak olusur ve zarar goren bolgedeki hareketi sinirlayabilir. immobilizasyon yeniden
zarar gérmenin Oonlenmesine yardimeti olur ve yeni olusan kan damarlarinin bozulmasin
ve graniilasyonunu 6nler. Bununla birlikte, harekete diren¢ bakimindan bu kallus iyilesme
stirecinin ilk dort haftast boyunca ¢ok zayiftir ve i¢ fiksasyonun desteklenmesi
bakimindan yeterli korumaya ihtiya¢ duyar. Dort haftadan sonra hiicre cogalmasi durur.
Yumusak kallusta kondrositler apopitoz ve hiicre nekrozu gegirmeye baslar. Son olarak
yumusak kallus endokondral kemiklesme yoluyla kemiklesir ve kirik boliimleri arasinda
oriilmiis bir kemik k&priisii olusturur. Oriilen kemikle kat1 birlesme yaklasik alt1 hafta
itibarryla gerceklesir.>! Alternatif olarak, uygun immobilizasyon kullanilmazsa kallusun
kemiklesmesi gerceklesebilir ve stabil olmayan fibr6z bir birlik ortaya cikabilir.>® Kirik
tyilesmesi, iyilesen kemigin eski seklini, yapisini ve mekanik saglamligini geri kazandigi
yeniden olusum siireciyle sona erer. Kemigin yeniden olusumu dort hafta sonra baslar ve
aylar ile yillar arasinda degisen bir siire boyunca yavasca gelisir. Karsilikli osteoblastik
ve osteoklastik aktivite yavas yavas Oriilen kemigin yerine katmanl kemigi getirir. Siirec;
aktivasyon-rezorpsiyon-olusum (ARF) asamalarindan olusur. Kemik tizerindeki mekanik
gerginlikler yeniden olusum siirecini kolaylastirir. Kirtk bolgesi aksiyal bir yiikleme

kuvvetine maruz birakildikca kemik genellikle gereken yerde olusur ve gerekmeyen
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yerden emilir. Ikincil kemik iyilesmesi sirasinda yeterli saglamliga 3 ila 6 ay arasinda
ulasilir.?!

2.7 Kemik Defektleri

Kemik defektleri hastaliklara bagli, cerrahi islemler sirasinda veya en 6nemlisi de
travmalara baglh gelisebilmektedir. Travmalara bagli olarak ABD de her y1l 7,9 milyon
kiside kemik kriklar1 gelistigi kaydedilmistir.®® Hastalarm yaklasik %35-10‘unuda
iyilesme sirasinda istenmeyen komplikasyonlar gelismektedir.8® 82 Yillik yaklasik olarak
1,5 milyon kisiye kemik grefti operasyonu yapilmaktadir. Bu ylizden kemik defekti
alanina uygun dogal kemik dokusunu sekillendirebilecek, kemik regenerasyonunu
artirmaya yonelik greftler ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.8. Kritik Biiyiikliikte Kemik Defekti

‘Kritik biiyliklikteki kemik defekti’ni ilk kez Schmitz and Hollinger
tamimlamislardir.?® Buna gore kritik biiyiikliikteki kemik defekti ‘organizmanin yasami
boyunca kendiliginden iyilesemeyecek en kii¢iik boyuttaki kemik i¢i defekt’ olarak
tanimlanmistir. Bu tip defektler, yeni kemik olusumu yerine fibréz bir bag dokusu ile
dolar.®> Siganlarda kritik biiyiikliikteki kraniyal kemik defekti “8 mm capindaki bir
dairesel kemik defekti” olarak tanimlanmistir.%® ® Sicanlarda kritik biiyiikliikteki
kraniyal kemik defektinin primer fibréz kallus dokusu ile doldugu ancak ii¢ aylik

periyotta minimal bir kemiklesmenin oldugu tespit edilmistir.%3 ¢

2.9. Iyilesmeyi Etkileyen Faktorler

Kalsifikasyon, osteoblast benzeri hiicrelerin ¢esitli etkenler tarafindan
tetiklenmesi sonucu kemik formasyonuna doniismesi ile olusur. In vitro ¢alismalarda
osteoblastlarn hidroksiapatit mineralleri etkisi ile kemik olusumunu meydana getirdigi
bilinmektedir.®® Osteoblastlar BMP, RANKL ve inflamatuar mediatorler gibi cesitli

faktorler ile kemik olusumu tesvik etmektedir®’
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Bunular arasinda yer alan OPN, kalsiyum ve hidroksiapatitin baglandigi kemik
matriksinde bulunan ve hiicre disinda biriken bir glikoproteindir ayrica secreted
phosphoprotein 1 (SPP1), 44 kDa kemik fosfoprotein olarak da bilinmektedir.%®
Osteopontin integrin baglayict bir protein olarak calismaktadir. Fizyolojik olarak
osteoblastlarin farklilasmasi ve kemik sekillenmesi gibi Onemli gorevlerde rol
almaktadir.® Ostepontin, osteoblast ve osteoklast hiicrelerinin farklilasmasini ve
adhezyonunu da tesvik etmektedir '° bu yiizden osteopontin kemik minerilizasyonunu

L. 72 Yapilan calismalarda Osteopontinin

inhibe eden Onemli proteinlerden biridir.
hidroksiapatite baglanmasi ile minerilizasyonu inhibe ettigi gosterilmistir.”?

Osteokalsin osteoblastlar tarafindan salman ve kemik sekillenmesinin
belirleyicilerinden biri olan minerilizasyonu tesvik eden ve 49 aminoasidlik kollejen
olmayan bir proteindir.”® Kemik metabolizmasmin diizenlenmesi igin biyokimyasal
aktiviteye sahiptir.”

Kemik metabolizmasini kontrol eden faktorler arasinda BMP (bone
morphogenetic peptide) de yer almaktadir. TGF-$ siiper ailesinin ¢ok fonksiyonlu
biiyiime faktorlerinin bir lyesidir. 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.”

Hiicrenin c¢ekirdegine baglanan faktor alfa (CBFAT1) ve osteoblast sipesifik faktor
(OSF2) olarakta bilinen”® Runx2, kemik gelisiminde rol alan énemli bir transkript
faktoriidiir. Osteoblastik hiicrelerden koken alan yapilardan sentezlenmektedir. /7 In vitro

ve in vivo c¢alismalarda osteoblast farklilasmasinda ve dolayisi ile kemik olusumu

sirasinda ve de minerilizasyonunda Runx2’nin gerekli bir transkript faktorii oldugu

16



gosterilmistir.”” Runx2, kollajen tip 1, osteopontin, osteokalsin (OC) dahil olmak iizere
bircok osteoblastik genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir.”®

Osteoprogenitor hiicreler farklilasarak osteoblastik fenotipi birka¢ asamada
gerceklestirirler. Ilk asamada hi¢ veya cok diisiik kemik alkalen fosfataz aktivitesi
gostermekle beraber minerilizasyon aktivitesi gdstermezler. Ikinci asamada ise kemik
ekstrasetiler matriksin olgunlasmasi ile kemik ALP ve kollojen tip 1 gibi genler aktif hale
gelirler. Boylelikle yliksek kemik ALP aktivitesi olusur ancak kemik minerilizasyonu
diisiik olur. Uciincii asama ise farklilasma asamasi olmakta ve ekstraseliiler matriks
minerilizasyonu artmaktadir. Osteoblastlarda kemik ALP aktivitesi orta seviyededir ve
minerilizasyon ve matriks proteinleri ise yiiksek aktivite gosterir.’®8!

Kemik dokunun bir tamamlayicist olan kollojen kemik matriks proteinlerinin
yaklasik % 80’ini kapsamaktadir. 8 Bu agidan kollojen miktar degisikligi kemik mineral
artist ve kemigin kirillganligim1 etkileyebilir. Kollojeni olusturan genetik yapilarin
mutasyonu kisilerde kemik kirilganligin1 ve de dolayisi ile kemik yeniden olusumunu
etkileyebilmektedir®? Tip 10 kollojen (COL10A1) 6zellikle hipertrofik kondrositlerde
ekspresyon edilmektedir. Kemiklesmenin gerekli oldugu yerlerde tip 10 kollojen
ekspresyonu olarak uygun ortamin olusmasimi saglar.?® Kemik ile ilgili hastaliklarda veya
iskelet sisteminin gelisimi asamasinda kollojen 10’un klinik 6neminin oldugu
gosterilmistir.

2.10.Kemik Defektinde Otogreft Yerine Kullanilan Malzemeler

Otolog kemik grefti altin standart olsa da mevcut kemik bozukluklarini
normallestirmek igin cesitli malzemeler kullanildig1 gériilmektedir.8* Kemik yerine
kullanilan malzemeler polimerler ve seramikler olarak iki kategoriye ayrilabilir; bunlarin
her biri de kendi arasinda biyobozunur ve biyobozunmaz olarak iki alt kategoriye ayrilir.

Mevcut secenekler arasinda allogrefler, ksenogrefler ve sentetik asilama malzemeleri
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bulunmaktadir. Gelecekteki asilama malzemeleri biiyiik ihtimalle tamamen sentetik
olacak ve hicbir hastalik bulagsma sansina yer birakmayacaktir. Teknolojideki gelismelere
bakilmaksizin, asilama malzemeleri dogal kemik iyilesmesi siirecini izlemelidir. ideal bir
kemik grefti malzemesinin sahip olmast gereken 1ii¢ Ozellik sunlardir: (i)
osteokondiiksiyon (Alic1 kemikten vaskiiler ve perivaskiiler yapilann grefte ilerlemesi
igin greftin ¢at1 gorevi tistlenerek ylizeyinde yeni kemik olusumunu destekleyebilmesidir)
(ii) osteoindiiksiyon (Pliiripotent hiicrelerin ¢evre dokuda osteoblastik fenotipe
donmelerini uyarabilmektir) ve (iii) osteojenez (Greft materyali igindeki hiicresel
elemanlann, transplantasyon sonrasi hayatta kalarak, nakledilen alanda yeni kemik
olusturabilmesidir). Osteointegrasyon veya kemik yiizeyine arada fibroz bir doku
olmaksizin baglanabilme becerisi bazi kisiler tarafindan doérdiincii ideal 6zellik olarak
gosterilmistir.® Yalmzca otojen kemik biitiin gereklilikleri yerine getirmektedir. Sentetik
kemik greftinde su anda yalnizca osteointegratif (Greftin arada fibr6z doku olusumuna
yol agmayacak sekilde alici kemik yiizeyine kimyasal olarak tutunabilmesidir) ve
osteokondiiktif 6zellikler bulunmaktadir. Sentetik bir greft malzemesi ayn1 zamanda ilk
kanama veya enflamatuar faz tarafindan yerinin degistirilmesine kars1 da dayanikli
olmalidir. Ayn1 zamanda konakg1 vaskiiler dokunun ve miiteakip 16kosit aksiyonunun
penetrasyonuna da izin vermelidir. Bu aksiyon, osteoklastlarla osteoblastlarin zamaninda
yeniden vaskiilarizasyonuna ve indiiksiyonuna neden olup nihai olarak osteointegrasyona
imkan tanir. Kemik yerine kullanilan malzeme konusunun kapsami genistir. Bu boliimde
kemik yerine kullanilan allogreft ve sentetik malzemelerin genel olarak go6zden
gecirilecek ve kemik bozukluklarini  normallestirme konusundaki rollerine

odaklanilacaktir.
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2.10.1. Allojenik Bioimplantlar

Allogreftler (ayni1 tiirden fakat genetik olarak farkli iki birey arasinda yapilan doku
transferi), osteojenik hiicreler disinda otogreftlerle ayn1 6zellikleri saglayan alternatif
kemik greftleridir.%® ABD’deki mevcut kemik greftlerinin yaklasik iigte biri allogrefttir.®
Allogreftler osteointegratif ve osteokondiiktiftir ve osteoindiiktif potansiyel sergileyebilir
ancak hiicresel higbir bilesen igermediklerinden osteojenik degildir. Allogreftler taze,
donmus, dondurularak kurutulmus, mineralize ve demineralize olarak hazirlanabilir ve
her bir preparat kortikal kemik, siingerimsi kemik, ya da kortikokanseloz kemik bloku
veya partikiili formunda kullanilabilir. Her bir allogreftin 6zellikleri malzemenin
islenmesi ile baglantihdir. Allogreftlerle 1ilgili komplikasyonlar arasinda kirik,
kaynagmama ve enfeksiyon bulunmaktadir.%® Allogreft kirik oranlarmin yaklasik %19’u
ortopedik alanlarda bildirilmistir.®® Klinik, radyolojik ve histolojik kaynasma arasinda
farkliliklar bulundugundan allogreft kaynasmasinin klinik olarak degerlendirilmesi
zordur. Radyolojik kaynasmama, ortopedik vakalarin yaklasik %17’sinde beklenebilir.2®
Bakteriyel enfeksiyon greft biiyiikliigiiniin artmasiyla daha sik goriiliir ve biiyiik
allogreftlerin %10’undan fazlasinda goriilebilir. Amerikan Doku Bankalar1 Birligi’nin
kabul ettigi kati yonetmelikler son yillardaki viriis bulasma oranlarin1 en aza
indirgemistir. Kan naklindeki 450,000°de 1°lik riskle karsilastirildiginda HIV’e
yakalanma riskinin 1.6 milyonda 1 oldugu tahmin edilmektedir.2% ° Nakledilecek greftler
alindiktan sonra debridman, ultrasonik yikama, etilen oksitten gec¢irme, antibiyotik
yikama ve sporlarin giderilmesi i¢in gama 1sinlamasi dahil bir dizi yontemle islemden
gecer.®® Bununla birlikte, ekstra islemden gecirmeyle greftin biyolojik ve mekanik
ozellikleri azalmaktadir. Bu adimlarin amaci, greftin biyolojik 6zelliklerini korurken
antijen bilesenleri gidermek ve konakg¢i immiin yanitlarmi azaltmaktir.®® Taze veya

donmus allogreftler en yiiksek osteoindiiktif ve osteokondiiktif potansiyele sahip olsa da,
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yiiksek konak¢r immiin yaniti ve hastalik bulastirma riski nedeniyle nadiren
kullanilmaktadir.®* Dondurulup kurutulmus kemik greftleri en az immunojen olanlardir
ancak taze veya donmus allogreftlerle karsilastirildiginda daha diisiik osteokondiiktif
Ozellikler, mekanik 6zellikler ve saglamlik tasirlar. Greftin kimyasal biitiinliigii korunarak
allogreftin hiicresel faz1 giderilerek dondurup kurutma siireci boyunca konak¢1 immiin
yanit1 ve enfeksiyon riskleri azaltilmaktadir.%?

2.10.2. Dondurulup Kurutulmus Kemik Allogreftleri (Mineralize ve
Demineralize)

Mineralize greftlerde osteokondiiktif 6zellikler bulunmakta ancak osteokondiiktif
beceriler bulunmamaktadir. Konake¢1 kemikle greft birlesmesi, agilanan malzemenin yapi
iskelesine dogru vaskiiler ice biiylime yoluyla baslatilir. 150 ila 500 pikometre (pm)
arasinda degisen gdzenek biiyiikliikleri, greft birlesmesi i¢in optimum biiyiikliiklerdir.%
Dokuda tutulan mineral yalnizca g¢erceve destegi saglamakla kalmaz ayni zamanda
konake1 hiicre yanitin1 da etkiler. Piattelli ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alisma
dondurulup kurutulmus kemik allogreftinin (FDBA) demineralize dondurulup
kurutulmus (DFDBA) kemik allogreftinden daha iyi islev gosterdigini ortaya
koymustur.94 Arastirmalarinda, FDBA greftlerinde osteositler ve bozulmamis haversian
sistemler bulunurken, DFDBA’deki osteositik bosluklarin g¢ogunlukla bos kaldig
bildirilmistir. Ayn1 zamanda, konakg¢i-greft arayliziinden en uzakta olan FDBA
partikiilleri yeni kemikte gomiiliiyken konakgi-greft arayiiziinden en uzakta olan DFDBA
partikiillerinin baglayici doku ile ¢evrili oldugunu da bildirmislerdir. DFDBA maksiller
sinlis ogmentasyonlarinda otolog kemikle karsilastirildiginda, %40’lik otolog kemik
orantyla karsilastirldiginda DFDBA %29 yeni kemik olusumu gdstermistir.*® Yine,

halihazirda bulunan kemige yakin konumdaki DFDBA partikiillerinin yeni kemikle
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cevrelendigi ancak greftin merkezine yakin partikiillerin hi¢gbir yeniden minerallesme
veya yeni kemik olusumu sinyali vermedigi bildirilmistir.%®

2.10.2.1. Demineralize Kemik Matrisi

Deminaralize kemik matrisi (DBM) kortikal kemigin dekalsifikasyonu yoluyla
olusturulmaktadir. Standart mineralize allogreftten daha osteokondiiktiftir ve mineral
fazinin ortadan kalkmasiyla kemik biliyiime faktorlerinin ¢ogunu korur. Yeterli
osteoindiiktif 6zelliklerin bulunmasi i¢in mineral igeriginin en az %40°1 ¢ikarilmalidir.®

Demineralize greftin kalsiyum igeriginin agirlikca %2’den az olmasi durumunda
greftlerin  osteoindiiktif ozelliklerinin ortadan kaldirldigi gosterilmistir.® DBM
kullanmanin  avantaji  istenen  herhangi bir bozukluga uyacak sekilde
sekillendirilebilmesidir. Bir dezavantajiysa diisiik viskoziteyle baglantili teknik zorluktur.
Malzemenin yeri degisebilir ve stabilizasyon membran1 olmadan yerlestirildikten sonra
asilama prosediiriine fayda saglamayabilir. Tagima 6zelliklerini iyilestirmek icin DBM’e
yardimc1 maddeler ya da tasima araclar1 eklenmistir. Daha iyi tasima ve uyum saglamak
icin viicut sicakligina getirildiginde yapigkan bir jel olan Poloxamer 407 bir ters faz ko-
polimer &rnegidir. Bu ko-polimer ayni zamanda, BMPler gibi aktif bilesenlerin yavas
salmmmi i¢in bir rezervuar gorevi de gorebilir. Diger ko-polimerler arasinda
poliglikolik/polilaktik asit bulunmaktadir ancak daha yavas emilim gerceklestirip
iyilesme bolgesinde bosluklar birakmaktadir, bu da fibr6z doku iyilesmesine neden
olmaktadir.%®

Allogreftin mineral icerigi, greft bolgesindeki biiylime faktorlerinin salinimi ile
dogru orantilidir. BMP’ler kemik mineralleri tarafindan kaplandigindan mineralize kemik
matrisi minimum osteoindiiktif 6zelliklere sahiptir.® Biiyiime faktorleri artip mezensimal
hiicreler uyarildigindan greftin mineral igerii azaltildiginda osteoindiiktif 6zellik

artmaktadir. Bunun tersine, mineral iceriginin azalmasi greftin mekanik saglamligini da
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azaltmaktadir. Sonugta, mineral igeren biyoimplantlar kemik iiretiminden dnce emilirken
demineralize  kemik  greftleri kemik indiiksiyonu sirasinda  rezorpsiyon
gecirmemektedir.®’

2.10.3. Sentetik Malzemeler

Sentetik kemik greftleri, ideal bir kemik grefti malzemesinin ii¢ 6zelliginden
yalnizca ikisine sahiptir: osteoentegrasyon ve osteokondiiksiyon. Ideal olarak sentetik
kemik grefti malzemeleri biyouyumlu olmali, minimum fibrotik reaksiyon gostermeli,
yeniden olusumdan ge¢meli ve yeni kemik olusumunu desteklemelidir. Mekanik bir bakis
acisindan, sentetik kemik grefti malzemeleri, degistirilen kortikal/siingerimsi kemige
benzer saglamlikta, osteopeniyi Onlemek icin kemiginkine benzer bir elastikiyet
modiiliinde ve periyodik ylikleme altinda yorgunlugu onlemek i¢in yeterli sertlikte
olmalidir.%

Kemik doku miihendisliginde sentetik veya dogal scaffoldlar genellikle ¢esitli
polimer, biyoaktif camlar ve seramikler ile hazirlanmistir.*® FDA (U.S. Food and Drug
Administration) scaffoldlar arasinda poli-laktit ko-glycolideasid (PLGA) kullanimin da
onaylamistir. PLGA, sentetik bir polimer materyal olup, yapilmis olan in vivo ve in vitro
kemik iyilesmesi caligmalarinda biyouyumluluk ve mekaniksel bakimdan g¢esitli
oranlarda arzu edilen iskele yapisini olusturdugu tespit edilmistir.®2% 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 ¢alismalar da yapilmustir.1%?

PLGA iskelet yapisi, osteoblast veya mezenkimal kok hiicre implantasyonu
yapilarak kemik 1yilesmesini tesvik eden 6nemli greft adaylar1 arasindadir. Ayrica PLGA

scaffoldlar, uygun bir kok hiicre kaynagi kullanilarak kemik iyilesme siiresini kisaltmak
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ve doku miktarin1 arttirmada kullanilabilecek 6nemli potansiyel greftler igerisinde yer

almaktadirt®

ideal Greft Materyalinin Ozellikleri
Gerek sert doku, gerek yumusak doku veya kombine defektlerin onariminda
kullanilan greft materyallerinin esas gorevi, defektlerin en kisa siirede, anatomik forma

en uygun sekilde kapatilmasini ve yeni olusacak dokulara rehberlik etmesini saglamaktir

(Tablo 2.1).104 105

Tablo 2.1. ideal greft materyalinin &zellikleri °

1. Alici sahaya uyumlu olmali,

2.Genis defektler olusturan cerrahi girisimler sonucu meydana gelen doku kayiplarini karsilayabilmeli

3. Antijenik 6zellik tagimamall,
4. Yeterli destek ve stabiliteyi saglayabilmeli,

5. Revaskiilarizasyonu, osteogenezisi ve osteoindiiksiyonu kolaylastirmali,
6. Greftleme sonrasi kullanilabilirligi iyi olmali,

7. istenilen forma kolayca getirilebilmeli,

8. Defekt icin yeterli miktarda temin edilebilir olmali,

9. Adeziv yetenegi iyi olmall,

10. Karsinojenik ve toksik etkileri olmamali,

11. ikinci bir cerrahi operasyona ihtiyag duyulmamali,

12. Osteoindiiktif ve osteokondiiktif 6zellikleri olmali,

13. Uzun stire saklanabilmeli,

14. Allerjik olmamall,

15. Cerrahi sahadaki mekanik kuvvetlere karsi direncli olmali,
16. Maliyeti ucuz olmal,

17. Kullanimlari igin detayl ekipmana gereksinim duyulmamall,

18. Uygulanimlari kolay olmali,

19. Sterilizasyonu etkili ve kolay olmaldir.
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2.11. Kemik Grefti Iyilesmesi

2.11.1. Genel Greft iyilesmesi

Kemik greft modelindeki kemik iyilesme fizyolojik asamalari uzun kemik
kiriklarinda meydana gelenlere benzese de bazi farkliliklar mevcuttur. Her tiirli kemik
grefti kemigi lic olas1t mekanizma yoluyla yenileyebilir: osteojenez, osteokondiiksiyon ve
osteoindiksiyon. Greftler, bu mekanizmalarin degisen seviyelerdeki kombinasyonuyla
kemigi gelistirebilir.®®

Kemik nakline doku tepkisi histolojik tanimlar1 ilk olarak 1893 yilinda Barth
tarafindan ve 1907 yilinda Axhausen tarafindan ortaya konulmustur.’®® 7 Kemik
nakillerinin inert oldugu ve zamanla nekroz ge¢irdigi varsayiminda bulunmuslardir.
Nekrotik kemigin yerine, nakledilen kemikteki yeni ve halihazirda bulunan kanallar
boyunca hareket eden invazif kan damarlar1 yoluyla yeni kemik gecer. Bu siirec,
Axhausen tarafindan “schleichender ersatz” veya siiriinen siibstitiisyon olarak
adlandirilmistir.*” Ham ve Gordon da, kopeklerin kas keselerine taze ve dondurulmus
otojen siingerimsi kemik naklederek kemigin inert olmadigin1 gostermistir. Yeni kemik
olusumu yalnizca yeni nakledilen greftte goriilmiistiir. Yeni kemigin, greft malzemesinde
hayatta kalan ve ¢ogalan nakledilmis hiicrelerden olusabilecegi sonucuna varmiglardir.%®
Gray ve Elves, cesitli otojen greft malzemelerinin nispi katkisini sigan modeline
stingerimsi kemik yerlestirerek agiklamistir. Osteojeneze olan katki yiizdesi, bir veya
birden fazla hiicre bileseninden mahrum olan greftlerdeki tutulum karsilastirilarak tahmin
edilmistir. Her bir osteojenez unsurunun kemik grefti iyilesmesine olan katkisi su
sekildedir: kemik iligi stromasi ile birlikte endosteal astar hiicreleri %60; periosteal
hiicreler %30; serbest hematopoetik ilik hiicreleri ve osteositlerin onemli bir katkisi
olmamistir.’® Bu bulgular, daha onceden kortikal kemik greftleri icin bildirilenlerle

karsilastirilmistir. Osteojenez orani, siingerimsi greftlerde ayni agirliktaki kortikal
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greftlerden 2.2 kat daha yiiksekken ayni hacimdeki greftler karsilastirildiginda yalniz 1.7
kat daha yiiksek bulunmustur.'® Lindholm ve Urist de endosteumun, osteojenezin temel
kaynagi oldugunu ve naklin ilk haftasinda ancak birka¢ kan yapici hiicrenin canli
kalabildigini onaylamistir.*'® Benzer sekilde, kanalikuli boyunca besin dagiliminin bir
sonucu olarak osteositlerin yalnizca kii¢iik bir boliimii canli kalabilmektedir. Canli kalan
hiicrelerin besinlere ulasabilmesi i¢in kemik yiizeyinden 0.3 mm’lik kritik bir uzaklik
gereklidir ve bu nedenle osteositlerin ¢ogu, kemik grefti iyilesmesine ¢ok az katkida
bulunmaktadir.!*!

Ilk kez Axhausen tarafindan ortaya konulan kemik grefti iyilesmesi osteojenez
icin iki asamal1 bir siire¢ olarak tamimlanmistir.!%” Birinci asama, otojen kemik grefti
icinde nakledilen hiicrelerden kaynaklanan kemik yenilenmesidir. Ikinci asamada alic1
dokularin katkilar1 yoluyla kemik yenilemesi ve yeniden olusumu gerceklesir. Birinci
asama, asilamayi takip eden birinci haftada baslar ve dordiincii ila altinct hafta sona erer.
Greftin i¢indeki nakledilmis osteokompetent hiicreler cogalmaya ve osteoid olusturmaya
baslar. Bu hiicreler lokal c¢evreye agiktir ve greft kapiller i¢e biiyliime ile yeniden
vaskiilarize olana kadar oksijen ve besin dagilimi (plazmatik dolagim) ile canli kalir.®
Son olarak, birinci iyilesme asamasinda olusan yeni kemik miktar1 nakledilen canli
osteokompetent hiicre sayisina baglhidir. Elde edilen oriilmiis kemik son derece hiicresel
ve diizensizdir. Kemik yeniden olusumunun ikinci asamasi ikinci hafta itibariyla baslar
ve dordiincii veya besinci hafta itibariyla tepe noktasina ulasir. Bu asamada olusan kemik,
alict yatagindan ¢ikan ve yeni veya halihazirda mevcut kanallarla grefte tasinan
osteokompetent hiicrelerden meydana gelecektir. Ikinci iyilesme asamasinda kemik,
Haversian sistemin yeniden kuruldugu, katmanh sikistirma (lamellar compaction) adi

verilen bir yeniden olusum durumundan gegecektir.?’ Yeni olusan kemik siirekli olarak
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yenilendiginden bu kemik iyilesme asamasi siiresiz olarak devam edecektir. Ikinci asama,
greftin host yatagina diizenli bir sekilde dahil edilmesinden sorumludur.!?

2.12. Bor Mineralinin Genel Ozellikleri

Bor, periyodik tabloda B simgesiyle bilinen, 1siya karsi dayanakli, sert bir
elementtir. Bor elementi erime noktas1 2300 °C iken, 2500 °C ‘de kaynamaktadir'®® ve
dogada ortalama 230 farkli bor tiirii bulunmaktadir. Ayrica dogada serbest olarak degil,
tuz formu seklinde ve bazi elementlerle bilesik olarak bulunmaktadir. Diinyadaki en
onemli rezervleri Rusya, ABD ve Tiirkiye’de bulunan bu element, askeriye, bilgisayar
sistemleri, insaat sektorii, otomobil sektorii gibi 400°den fazla alanda
degerlendirilmektedir. Tiirkiye Bor maden kaynaklarinin %72’sine sahiptir.

Bor madeninden bir¢cok malzeme iiretilmis olup konumuzla ilgili en 6nemli ve en
destekleyici malzeme ise nanoteknoloji ile tiretilmis Bor nitriir (BN)’diir. BN diisiik
yogunlukta ve kimyasal kararlilig1 olan 1s1iya dayanikli kendine has 6zellikleri olan bir¢cok
alanda kullanildig1 gibi mekanik alanda da tercih edilmektedir'!® Sanayinin pekgok
kolunda, farkli amaglarla kullanilmasinin yaninda, bor saglik acisindan da 6énemli bir
mineraldir. Kalsiyum, magnezyum ve fosfor mineralleri ile Vitaminin-D’nin viicutta
korunmasina ve etkili bir sekilde kullanilmasina yardimeci olarak dis ve kemik sagliginin
korunmasima katkida bulunur. % Beyin gelisimi ve fonksiyonlarinda &nemli role
sahiptir.1® Ozellikle kadinlar agisindan, 6strojen hormonunun ¢alismasini destekleyici ve
kemik erimesini azaltic1 etkilerinden dolay1 gereklidir.1%

Insanlik ve saglik alaninda elmastan sonra en saglam maden olan ve toksik
olmayan BN’nin kalvarial defektlerde tek basina veya HA kombinasyonuyla, gesitli
bliytikliikteki bir tasiyici sistem ile plaklar halinde veya toz seklinde defekt bolgesinin

icine veya dis kismina uygulanmasiyla kirik veya defekt iyilesmesi ve kirik sonrasi olusan

enfeksiyonlarin 6nlenmesinde kullanilmasi 6nem kazanmaktadir.
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2.12.1. Bor Mineralinin Kemik Doku Uzerine Etkisi

Bor canlilar igin eser mineraller arasinda yer almaktadir.*'® insanlarda ve gesitli
hayvan modellerinde de borun kemik mineral dengesini etkiledigine dair pek ¢ok ¢alisma
mevcuttur.t*” 18 Ayrica; embriyogenesis, kemik biiyiimesi, bagisiklik ve psikomotor
becerileri gibi birgok fizyolojik siireglerde 6nemli bir rol oynayan insan viicudunda eser
elementlerden de biridir.*

Doku miihendisliginde giinlimiize kadar kemik dokularinin tamiri ve yeniden
olusumu i¢in multidisipliner alanlarla yeni bir dayanikli biyouyumlu biyometaryallerin
gelistirilmesi igin biiyiik 6l¢iide ¢alismalar yapmuslardir,*1® 120

Yapilan 6nceki ¢aligmalarda bor eksikliginin diger stres faktorlerinden bagimsiz
bir sekilde kemik biiyiimesini azalttig1 gosterilmistir.!?* Bor eksikliginde osteoblast
aktivitesinin azaldig1 ve 10 veya 20 giin boyunca 3mg/giin dozunda bor diyetinin dental
kemik gelisimini artirdi1g1 gdsterilmistir.'??

Bor’un embriyonik donemden itibaren biliylimeyi doza bagli olarak artirdigi
gosterilmistir.!?® Ratlar ve tavuklarda yapilan bir calismada diyetle verilen bor’un
biiyiimeyi artirdig1 gézlenmistir. Calismada Vitamin-D eksikligi olusturulan tavuklarda
bor verildiginde gdzlenen biiyiime bor yoklugunda gozlenmemistir.1% 124

Konumuzla ilgili olarak Lahiri D et al 2011 yilinda yaptig1 bir ¢alismada BN ve
HA’nm in-vitro ortamda osteoblastlarin biokompatitesinde 6nemli rollerinin oldugunu

! Bor’un kemik biiyiimesindeki bu etkilerine osteoindiiktif biiyiime

gOstermistir.
faktorlerinin, sitokinlerin ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin salinimi artirarak katki
sagladigr gosterilmistir.1?* Bor’un leptin destegi ile kemik immobilizasyonunu azalttig

ve kemik olusumunu tesvik ettigi bilinmektedir.’®® Yine 2015 yilinda yapilan bir

calismada osteoporotik ratlardaki femur defektinde boron igeren scaffold uygulamasinin
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iyilesmeye katk1 sagladig1 gosterilmistir.’® 2010 yilinda yapilan diger calismada ise BN
toksisitesinin olmadigin1 gdstermistir.!*

Ayrica hiicre kiltiirii ¢alismalart borun kemik gelisimi i¢in faydali oldugunu
gostermektedir. 1 ve ya 10 ng/mL bor dozlarmin 0 ve 0.1 ng/mL dozlariyla hiicre
kiltriinde karsilastirilmasi sonucu 1 ve ya 10 ng/mL dozlarinda borun osteoblast
(MC3T3-El) hiicrelerinde tip 1 kollajen, osteopontin, osteokalsin ve RunX mRNA

ekspresyonlarimi artirdign gsterilmistir. '

Ayrica bor verilmesinin BMP 4, 6 ve 7
seviyelerini artirdig1 da gosterilmistir.

Boron kemik biiylimesindeki bu etkilerinin osteoindiiktif biiyiime faktorlerinin,
sitokinlerin ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin salinimi artirarak katki sagladig
gosterilmistir.}?* Bu amagla, kemik dokusu i¢in biyomalzeme olarak geleneksel bor
iceren iskele yapilar1 son on yil i¢inde gelistirilmekte ve denenmekte olup ¢aligmamizin

konusu ile ilgili olarak HA-hBN kompozitlerinin kalvarial kemik defektlerinin iyilesmesi

alaninda kullanildig1 bir uygulama heniiz yoktur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu ¢alisma, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Molekiiler Farmakoloji Arastirma Laboratuvari, Tibbi Patoloji Anabilim Dali
Immiinohistokimya Laboratuvarinda, Yeditepe Universitesi Biyomiihendislik ve Genetik
Anabilim Dalinda, Sabanci Universitesi (SUNUM)’da ve de Anadolu Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Metalurji Miihendisligi Anabilim Dalinda gergeklestirildi.

3.2. Deney Plam

Bu galismamizda Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
(ATADEM) biinyesindeki deneysel hayvan laboratuarindan temin edilen toplam 200 adet
ve agirliklart 230-250 gram arasinda degisen Sprague Dawley cinsi disi sican kullanildi.
Deney siiresince, siganlara yeteri kadar (ad libitum) su ve pellet yem verildi. Hayvanlar
deney oncesi gruplar halinde laboratuvarda normal oda sicakliginda (22°C) barindirildi
ve beslendi. Calismamizin biitiin asamalarinin etik kurallara uygun oldugu “Atatiirk
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AUHADYEK)” tarafindan verilen 25
Temmuz 2014 tarihli ve 366389-127 sayil1 yazi ile onaylanmistir.

3.2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tiopental Sodyum (Pental Sodyum 1V flakon) I.E. Ulagay Ila¢ Sanayi Tiirk
A.S. Istanbul, Tiirkiye: Calismada i.p.(intraperitoneal) olarak &tenazi igin 50 mg/kg
olarak verildi.

Ksilazin (Xylasinbio, intermed eczadeposu Ltd.Sti., Ankara): Calismada i.p.
olarak sedasyon i¢in 10 mg/kg olarak verildi.

Ketamin (Ketalar 50mg/ml flakon): Calismada i.p. olarak anestezi i¢in 80

mg/kg olarak verildi.
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Metamizol Sodyum (Novalgin 1 g/2 ml IM/IV ampul) Sanofi Aventis ilaglari
Ltd. STI. Istanbul, Tiirkiye: Cerrahi girisim sonrasi agri kesici olarak 25 mg/kg
intramiskiiler olarak 3 giin verildi.

Sefazolin Sodyum (IESPOR 1 g IM Flakon) I.E. Ulagay Ila¢ Sanayi Tiirk A.S.
Istanbul, Tiirkiye: Postoperatif donemde 25 mg/kg/giin intramiiskiiler 3 giin uyguland.

%10 Povidon Iodine Antiseptik Soliisyon: Cerrahi insizyon alanlarinin
dezenfeksiyonu ve operasyon sonrasi pansuman i¢in 3 giin kullanildu.

Hidroksiapatit (HA) Nanotech Ileri Teknoloji San. ve Tic. Ltd. Eskisehir,
Tiirkiye

Bor Nitriir (BN) Bor Teknolojileri ve Mekatronik AS. Eskisehir, Tiirkiye

PLGA veya poly(lactic-co-glycolic acid) (50/50 lactide:glycolide, Mw 30,000-
60,000): Tasiyici iskelenin (Scaffold) yapisi olarak 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

Tablo 3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihaz

Marka/Model

TissueLyser Il

QIAqube

Thermal Cycler Veriti
Epoch spectrophotometer
Real-Time PCR

Santrifiij (Sogutmali)

pH Metre

Manyetik Karistirict
Hassas Terazi

Etiiv

8mm’lik Trepan Frezi

Trepan Frez Pnémotik Motoru

Karistirici

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
Shimadzu ATX224, USA

Memmert WNB 7-45, Germany
Dentimplants, Tiirkiye
Dentimplants, Tiirkiye

IKA- MS 3 basic, USA

Nuaire NU-9483E, USA

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

F.S.T. Germany

DAIHAN, Giiney Kore

LLG, Germany

Tecniplast, Italy
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3.2.3. Scaffold imalati

Parafin kiirelerin hazirlanmasi

Parafin kiireler standart bir protokol ile toplam 100 mL igerisinde 20 g parafin ve
% 8’lik jelatin soliisyonunda 80 °C’ de (w/v) hazirlandi. Homojen olarak karistirildiktan
sonra parafin kiirelerin kisa bir siire igerisinde katilagmasi i¢in buzla sogutulmus su
igerisine dokiildii.

Kat1 hale gelen parafin kiireler iki kez distile su ile yikandi ve vakum altinda
kurutuldu. Kuru parafin bloklar 212 ve 425 um olacak sekilde standardize edilerek
kesildi.

PLGA (poly-(lactide-co-glycolide) Iskelesinin (Tasiyic1) Yapim

PLGA tasiyici iskeleleri daha 6nce Dan Li, ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada
gdstermis olduklar1 metoda kiigiik modifikasyonlar yapilarak hazirlandi.'?® Kisaca, 212
ve 425 um olacak sekilde hazirlanarak sodyum kloriir (NaCl) elde edildi. %12 PLGA/
1,4-dioksan cozeltisi gruplarda belirlenen oranlarda hazirlanan BN ve HA oraninda
karistirilarak parafin kiireler 1 saat boyunca 45°C” de sonikasyon yapildi. Hazirlanan
¢ozeltiler 1: 10 oraninda tuz ile karistirildiktan teflon kaliplar igerisine dokiilerek -20°C
de 1 saat inkiibe edildi.

Daha sonra drnekler 2 giin siire ile sogukta kurutulduktan sonra saf su igerisine
atilarak tuzun ¢6ziinmesi saglandi. Her 6 saatte bir suyu degistirilen drnekler 2 giin sonra
-86°C de dondurulduktan sonra 2 giin daha sogutup kurutma islemine tabi tutuldu. Deney
numuneleri -86°C’ de deney giiniine kadar saklandi.

Scaffold karakterizasyonu
PLGA scaffoldlar —n-n porozitesi ve interkonnektivitesi SEM (Scanning electron microscopy)
mikroskobu ile belirlendi. SEM goriintiileri SEM Zeiss EVO 40 (Jena, Germany) ile elde

edildi.

32



3.2.4.Hidroksiapatit Uretimi

Sol-Jel Yontemiyle HA Uretimi
Deneysel ¢alismalarda kalsiyum (Ca(NO3)2.4H20, Merck, %99) ve fosfor (NH4H2POg,
Sigma Aldrich, %99) oncii bilesenleri Ca/P = 1.67 olacak sekilde hazirlanarak her bir
¢Ozeltinin pH’s1 NHz ile 10’a ayarlandiktan sonra kalsiyum ¢ozeltisi fosfat ¢ozeltisine
ilave edilirken, siispansiyon bir mekanik karistirict ile karistirilarak homojenlik
saglanmistir. 48 saat yaslandirma stiresi sonunda santrifiijleme sonrasi ultra saf su ile
yikama yapilmis olup siizme islemini takiben yapilan 80°C ‘de 12 saat kurutma ve
750°C’de 3 saat sinterlem sonucu nano boyutlu HAp elde edilmistir.

HA Uretimide Yapiya Yonelik Karakterizasyon Analizleri
Sentezlenen HA orneklerinin yapilarini belirlemek i¢in XRD (Bruker D8 Advance) ve
Raman (Renisaw InVia Raman) analizleri yapilmistir (Sekil 3.1).

X-1s1m1 difraksiyonu (XRD), malzemelerin kristalografik ozelliklerinin ve
icerdikleri fazlarin belirlenmesini saglayan analiz yontemidir. XRD analizlerinde Bruker
D8 Advance XRD cihazi kullanilmis olup, ICDD referans difraktogramlarla kiyaslama
yapilarak elde edilen iiriin karakterize edilmistir. Spektrumdaki biitiin pikler JCPDS kart
numarasi 09-0432 olan HAp’ye ait pikler olup, ikinci faz bulunmamaktadir. Raman

spektrumunda goriilen pikler HAp’ye ait karakteristik piklerdir!31-1%,
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Sekil 3.1. 48 saat yaslandirma siiresi sonucu iiretilen 750°C’de sinterlenmis numunenin
XRD ve Raman spektrumlari

HA Uretimide Morfolojiye Yonelik Karakterizasyon Analizleri

Elde edilen partikiillerin morfolojik incelenmesinde gecirimli elektron
mikroskobu (TEM), taramali elektron mikroskobu (SEM) ile elekton mikroskobu ile
birlikte kullanilan X-1g1in1 Spektrometresi (EDS). kullanilmistir. Numunelerin yiizeyi
iletken olmadigindan SEM incelemeleri esnasinda yiizeylerin yiiklenmemesi igin

ornekler Pt/Pd ile kaplanmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Sinterleme 6ncesi ve sonrast HAp drnegine ait ikincil elektron SEM (iist) ve
TEM (alt) goriintiileri

3.2.5. Trikalsiyumfosfat (Tcp)-Hekzagonal Bor Nitriir Kompozitlerinin

Hazirlanmasi

Uygun bilesimdeki kompozit regetelerinin hazirlanmasinda TCP (tri kalsiyum
fosfat) tozlar1 kullanilmistir. Yapilan ¢alismada tozlar agat havanda uygun tane boyutuna
getirildikten sonra plastik degirmende zirkonya bilya kullanilarak sulu ortamda
karigtirllmigtir. Denemelerde porozite olusturmak amaciyla farkli oranlarda PVA
(polyvinilalkol) kullanilmistir. Standart TCP ve TCP-hBN kompozit kompozisyonlari
bilyal1 degirmende hazirlanmistir. Hazirlanan ¢amurlar etiivde 24 saat kurutulduktan
sonra halkali degirmende 3 dakika siire ile 6giitlilmiistiir. Tozlarin 1s1l 6zellikleri DSC
cihazinda belirlenmistir. Tozlarin sekillendirilmesinde tek eksenli el presi kullanilmistir.

Tozlar 17 mm capa sahip c¢elik kaliplar kullanilarak 500 psi yiik altinda pelet haline
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getirilmistir. Sekillendirilen numuneler, etiivde 24 saat bekletildikten sonra 600°C’de
baglayici uzaklastirma islemine tabi tutulmustur.

Numunelerin 1s1l iglemleri 900-1000-1100-1200°C’de olmak iizere dort ayri
sicaklikta gerceklestirilmistir. Numunelerin boyut kiigiilmeleri hesaplanmis, yogunluklari
Archimedes prensibine gore Olgiilmiis ve goriinlir poroziteleri hesaplanmistir.
Numunelerin goriintii analizleri SEM cihazinda gergeklestirilmistir. XRD analizleri
numuneler égiitiildiikten sonra Rigaku Rint 2000 x- 1s1nlar1 difraktometresinde 2°/dk hiz
ile 10-70° 20 agilar1 arasinda CuKa x-151n1 ile gergeklestirilmistir.

Numunelerin karakterizasyonu sonrasinda elde edilen porozite miktarlarina ve
yogunluk degerlerine gore en uygun recete ve 1s1l islem sicakliklar1 belirlenmistir.

3.2.6. Bor Nitrir ve Hidroksiapatit Emdirilmis Scaffold Malzeme
Karakterizasyonu

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

ise SEM tekniginden yararlanilmistir.

— PLGA 2952

3007

Intensity (a.u)

T T T T T - / T
1000 1200 1400 1600 1800 2800 3000

Raman shift (cm™)
Sekil 3.3. PLGA 6rnegine ait Raman spektrumu
Sekil 3.3’de katkisiz PLGA numunesine ait Raman spektrumu goriilmektedir.

Spektrumda goriilen pikler glikolik asit, laktik asit ve ester grubuna aittir!®¢-13, Sekil
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3.4°de %10 HAp ve farkli oranlarda BN i¢ceren PLGA 6rneklerine ait Raman spektrumlari
goriilmektedir. Spektrumlarda PLGA karakteristik piklerine ilaveten HAp (960 cm™)

13L132 e BN (1370 cm™?) karakteristik pikleri***43 tespit edilmistir.

PLGA

PLGA%10HAp

PLGA %10HAp %2.5 BN
PLGA %10HAp %5 BN
PLGA %10HAp %10BN

Intensity (a.u)

P rume W
W%

1000 1500 3000

Raman shift (cm™)
Sekil 3.4. %10 HAp ve farkli oranlarda BN igeren PLGA 6rneklerine ait Raman spektrumlar
Sekil 3.5’deki katkisiz PLGA i¢ kesit yiizeyine ait ikincil elektron SEM
goriintiilerinden de anlasilacag iizere ii¢ boyutlu ve homojen mikroporozite mevcuttur.
Por caplar1 yaklasik olarak biiyiik porlarda 100 pm, kii¢lik porlarda ise 30 pm araliginda

degismektedir. Malzeme yiizeyi diiz olmay1p piiriizliidiir.
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Sekil 3.5. Katkisiz PLGA 6rnegine ait ikincil elektron (SEM) goriintiisii
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Sekil 3.6’te %10 HAp ve farkli oranlarda BN igeren PLGA i¢ kesit yiizeyine ait ikincil
elektron SEM goriintiileri verilmektedir. Burada yine katksiz 6rnekte oldugu gibi ii¢
boyutlu fakat daha heterojen mikroporozite mevcuttur. Kompozit igerisinde BN
miktarmin artmastyla yapida oldukca belirgin farkliliklar meydana gelmistir. Burada

odacikli yapinin bozuldugu daha heterojen tli¢ boyutlu porozite mevcuttur.

PLGA %10HAp FREREE £ Gy PLGA%lOHAp%ZSBN

L (4 & ? B el :
1008 =+ g‘_;st‘ P : S x100 100pm: 201510

Sekil 3.6. %10 HAp ve farkli oranlarda BN igeren PLGA 6rnegine ait ikincil elektron

(SEM) goriintiileri

Sekil 3.7. Farkli oranlarda BN iceren %10 HAp-PLGA orneklerine ait ikincil elektron

(SEM) goriintiileri
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Sekil 3.7°te %10 HAp iceren PLGA Ornegine farkli oranlarda BN ilavesinin
morfolojiye olan etkisi mukayeseli olarak goriilmektedir. Ayni biiyiitmede alinan
gorintiilerde BN miktarinin artmasiyla {i¢ boyutlu yapiin gozenekli laminer tabakalar
seklinde olustugu ve bu tabakalarda por ¢eper kalinliginin oldukga ince ( yaklasik 200
nm) oldugu goriilmektedir. Malzeme yiizeyindeki dalgalanma da kompozit igerisinde BN
miktarinin artmasiyla azalmaktadir.

3.2.7. Kalvarial Defekt Modeli

Calismada, 9 deney grubu ve bir saglikli grup olusturuldu. Her bir grupta 20 adet
olmak iizere toplam 200 adet sican kullanildi. Deney plani, Tablo 3.5.'de verilmistir.
Hayvanlar asagidaki gruplarda belirtilen deney protokollerine alindi: anestezi igi 10
mg/kg ksilazin ve 80mg/kg ketamin karigimi intraperitoneal olarak uygulandi. Preoperatif
analjezi icin Metamizol sodyum 30 mg/kg dozunda IM uygulandiktan sonra Ratlarin
anestezi altinda kafalarinin parietal bolgesi tiraglanarak batikon ile temizlendi. Daha
sonra bistiiri yardimi ile parietal kemige ulasildi. Parietal kemigin merkezinden 8 mm
capinda trepan frez yardimi ile osteoektomi yapildi(Sekil 3.8). islem sirasinda cerrahi
bolge izotonik ile siirekli olarak yikandi. Saglikli gruba herhangi bir islem uygulanmadi.
Defekt kontrol grubunda defekt olusturulup herhangi bir implant yerlestirilmedi. Diger
gruplara ise Tablo 3.4’deki PLGA/HA/BN karisimi igeren scaffoldlar yerlestirildi. Daha
sonra implantlar yerlestirilerek siitiir atildi. Post-Op analjezi ve enfeksiyonu onlemek
i¢gin; Metamizol sodyum 30 mg/kg/giin ve Sefazolin 20 mg/kg/giin dozunda 3 giin
boyunca I.M. uygulandi. Ratlar 2 ay boyunca iyilesmeye birakildi. Deney siiresince
ratlarin 2., 4. ve 8. haftalarda kalvarial bolgelerinden BT goriintiileri alindi. Tim
gruplardaki ratlarin yarisi herbir grup i¢in 10 rat 4. haftada; ve geriye kalan ratlar ise 8
haftada yiiksek doz tiopental (50 mg/kg) ile 6tanazi uygulanarak deney sonlandirildi. Tim

gruplardaki hayvanlarin kalvarial kemikleri implant ile beraber dikkatlice ¢ikarildi ve kan
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ornekleri alindi. Alinan 6rneklerin bir kism1 molekiiler analiz i¢in ayrildi ve -80°C de
sakland1 (herbir grup i¢in n=5). Histolojik ¢alisma i¢in % 10'luk notral formaldehit
¢oOzeltisine konularak tespit edildi (herbir grup i¢in n=5). Toplanan kanlar santrifiij
edilerek serumlari elde edildi ve serumlar -80°C dondurucuda muhafaza edildi.

Tablo 3.5. Deney Planmi

Sakrifikasyon
Hayvan
Gruplar Tedavi Doz Periyodlari
sayisl
4. Hafta 8.Hafta
I 20 Saglikli - 10 10
I 20 Defekt kontrol - 10 10
i 20 PLGA - 10 10
v 20 PLGA/HA %10 HA 10 10
\ 20 PLGA/HA/BN %10 HA+%2,5BN 10 10
VI 20 PLGA/HA/BN %10 HA+%5 BN 10 10
VIl 20 PLGA/HA/BN %10 HA+%10 BN 10 10
VIl 20 PLGA/BN %2,5 BN 10 10
IX 20 PLGA/BN %5 BN 10 10
X 20 PLGA/BN %210 BN 10 10
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Sekil 3.8. Deneyin Yapilist

3.2.8. Radyolojik Calismalar

3.2.8.1. BT (Bilgisayarh Tomografi) Analizi

Tim si¢anlarin kalvaria bolgeleri 2., 4. ve 8. Haftalarda 50 mg/kg ksilazin ve
70mg/kg ketamine anestezisi altinda 256-Kkesitli helikal BT analizi yapildi (SOMATOM
Definition Flash CT, Siemens Medical Solutions, Erlangen, Germany). Kalvarialarda
hem defekt hemde defekt olmayan bolgelerden Region Of Interest (ROI) dlgiimleri
Hounsfield Unit (HU) olarak belirlendi. ROI &lgiim alan1 0.469- 0.760 mm? olarak
kullanildi. Defekt olmayan alan, defektli alana boliinmesi ile normallestirilmesi
gerceklestirildi. Defekt ¢aplart milimetrik olarak olglildii. Buna ek olarak, 3-D (VRT
volumetric rendering techniques) goriintiiler rekonstriiksiyon teknigi kullanilarak
resimlendirildi.

3.2.9.Molekiiler Analizler

3.2.9.1.Real Time-PCR Analizi

Calismamizda TNF-a, BMP-2, OPN, ALP ve RUNX2 mRNA ekspresyon

diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildi.

41



Sican kalvaria dokusundan RNA ekstraksiyonu:

Kalvaria ornekleri tek tek tartilarak RNAlater RNA Stabilization Reagent ile
(Qiagen) 4 haftaya kadar +4 C° de muhafaza edildi. Dokular Tissue Lyser Il (Qiagen)
homojenize edilip QIAcube de RNA ekstraksiyonu yapildi. Doku Ornekleri tek tek
tartilarak RNeasy Mini Kit (Qiagen) kullanilarak Qiaqube RNA izolasyon cihazinda
(Qiagen) total RNA izolasyonu asamalar iireticinin tavsiye ettigi sekilde siirdiiriildii.
Total mRNA miktar1 nano drop spektrofotometri (EPOCH Take3 Plate, Biotek) ile
260nm’de olc¢iildi.

Revers Transkriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi:

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit enzimi kullanimi ile total
RNA’dan cDNA sentezi yapildi. Her reaksiyon 10ul RNA ile gerceklestirilerek cDNA
sentezi asagidaki sicaklik degerlerine gore Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystem) ile saglandi. cDNA miktari nano drop spektrofotometri (EPOCH Take3 Plate,
Biotek) ile 6l¢iim belirlendi ve -20°C’de saklandi.

cDNA sentez reaksiyonu:

total RNA 10 pl
10 X RT Buffer 2ul
25 X dNTPs mix 0.8 ul
10 X RT Random Primers 2l

MultiScribe Reverse Transcriptase 1 pl

DEPC-H20 4.2 ul

85°C
37°C Smin
25°C 120min ac

10min
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Real Time PCR ile mRNA Ekspresyonlarinin Kantitatif Olarak Belirlenmesi
Taq Man Gene Expression Master Mix kiti kullanilarak kantifiye edildi. Amplifikasyon
ve kantifikasyon islemi StepOne Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems)
cihazinda yapildi. 100ng cDNA i¢in tablo halinde asagida verilen TagMan® Gene
Expression Assays’ler yie asagida gosterildigi gibi pipetlendi ve 40 siklus ile ytriitiildii.
Ct degerleri cihazda otomatik olarak delta delta Ct’ye cevrilecek ve calismalarimiz
sonucunda elde edilen bulgular istatistiksel olarak IBM SPSS 20.00 paket programinda
degerlendirildi.

Gen In vivo

TNF-o:  Primer Design rat

OPN: Primer Design rat

BMP-2:  Primer Design rat

ALP: Primer Design rat

RUNX2: Primer Design rat

B-actin:  Primer Design rat

Pipetleme:

cDNA (100ng) X ul
TagMan Master Mix 10 pl
Assay 1l

RNase free H20 ile 20 pl’e tamamlandi.

95°C | 95°C
10min | 15sec 60°C
>0¢C 1min
2min \ Y J
40 cycles
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3.2.10. Histopatolojik Analizler

3.2.10.1. Rutin Histolojik ve Hematoksilen Eozin Prosediirii

Fiksatif i¢inde bulunan sert doku 6rnekleri %10°luk nitrik asit i¢erisine atildi. Her
giin soliisyon degistirilerek, igne yardimiyla doku yumusamasi takip edildi. 1 giinliik siire
boyunca dokularda dekalsifikasyon islemi gergeklestirildi. Daha sonra bir gece boyunca
yikamaya alinan dokulara devaminda artan alkol serilerinde dehidratasyon, ksilende
seffaflastirma ve parafinde infiltrasyon islemleri yapilarak bloklar haline getirildi.

3.2.10.2. 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 alindi. Rutin histopatolojik
inceleme igin lam iizerine alinan kesitler, 30 dakika, 70°C sicaklikta, EN 055 Etiivde
deparafinize edildikten sonra; 10 dakika ksilolde bekletildi.

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 basamaklar
ardindan eozin ve yikama soliisyonuna daldirilip ¢ikarma islemi ve absolii etil alkol (3

basamak), ksilol (2 basamak) seklindedir.
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Otomatik boyama ve kapama cihazinda son basamak entellan damlatilarak
kapatilmasi olup preparatlar incelemeye hazir hale getirildi.

3.2.11. istatiksel Analizler

Calismamizin verilerini IBM 20.00 SPSS paket programi ile istatiksel olarak
olarak degerlendirildi. Gruplar arasindaki anlamlilik i¢cin One Way Anova coklu

karsilastirma testinden Duncan testine gore yapildi. P<0,05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. BT (Bilgisayarh Tomografi) Bulgular:

Deney hayvanlari defekt operasyonundan sonraki 2. 4. ve 8. haftalarda her gruptan

5 rat olacak sekilde kalvrial defekt BT goriintiileri Radyoloji Anabilim Dali’nda

goriintiilendi ve degerlendirildi.

Defekt Caplarinin BT analiz Bulgular

PLGA

%10HA %25BN+ %5BN+ %10BN+ %25BN
%10HA %10HA %10HA

%5 BN

%10 BN

Sekil 4.1. Gruplarin 2. Hafta BT defekt ¢ap ol¢iimleri (p<0.05 oraninda anlamli

kabul edildi).

0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

Defekt Alani Capi 4. Hafta

Defekt

PLGA

%10HA %2,5BN+ %5BN+ %10BN+ %2,5BN
%10HA %10HA %10HA

%5 BN

%10BN

Sekil 4.2. Gruplarin 4. Hafta BT defekt ¢ap olgiimleri (p<0.05 oraninda anlamli

kabul edildi).
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Defekt PLGA %10HA %2,5BN+ %5BN+ %I10BN+ %25BN %5BN %10BN
%10HA %I10HA %I10HA

Sekil 4.3. Gruplarin 8. Hafta BT defekt ¢ap Ol¢timleri (p<0.05 oraninda anlamli

kabul edildi).

Defekt alanindaki kemik rejenerasyonunu degerlendirmek igin defekt alaninin
capt BT yardim ile &lgiildii (Sekil 4.1-3). lyilesme siirecinin izlendigi defekt cerrahi
presediirii uygulamasindan sonraki 2., 4. ve 8. haftalarda defekt ¢ap oranlarina gore
karsilastirdigimizda kontrol defekt grubuna gore 6l¢tiigiimiiz haftalarda %2.5 BN+ %10
HA, % 2.5 BN, % 5 BN+%10 HA ve %10 HA gruplarinda siras1 ile anlamli olarak defekt
caplarinda kiiglilme gozlenmistir (p<0.05). Calismamizda ¢ap oranlar1 ile
kiyasladigimizda en iyi primer kemik olusumu %2.5 BN+ %10 HA ve % 2.5 BN
gruplarinda gozlenmistir.

4.2. Histopatolojik Bulgular

Bu ¢alismada BN/HA karisimlarinin farkli ylizde oranlariyla emdirilmis PLGA
doku iskelesinin kritik kalvarial kemik defekti iizerine olan etkilerini histopatolojik olarak

incelendi.
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4.HAFTA

8.HAFTA

DEFEKT

PLGA

%10 HA

Sekil 4.4. Defekt, PLGA, %10HA grubunun 4. ve 8. hafta kesit goriintiileri. Boya:

Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama.
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4.HAFTA

8.HAFTA

%2,5 BN+%10HA

%5 BN+%10HA

%10 BN+%10HA

Sekil 4.5. %2,5BN+HA, %5BN+HA, %10BN+HA grubunun 4. ve 8. hafta kesit

goriintiileri. Boya: Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama.
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8.HAFTA

4. HAFTA

O

o IO ¢
o 4 RPN
LR A y

Sekil 4.6. %2,5BN, %5BN, %10BN grubunun 4. ve 8. hafta kesit goriintiileri. Boya:

Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama.
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%2,5 BN+%10 HA

%2,5 BN+%10HA

%2,5 BN

%2,5 BN

Sekil 4.7. %2,5BN+%10HA ve %2,5BN grubunun 4. ve 8. hafta yakinlastirilmis kesit
goriintiileri. Boya: Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama.

Hematoxylin ve Eosin (H&E), boyama yapilan gruplar arasinda 4. ve 8. haftalarda
fibrozis, yabanci cisim ve primer kemik olusumu histopatolojik olarak degerlendirilmistir
(Sekil 4.4-7). Tim bu parametreler modifiye edilen O’Driscoll ve arkadaslarinin
skorlama yontemine gore skorlanmus ve istatistigi yapilmigtir.t?’

2,50

2,00

d d
c
1,50
b b b
1,00
0,5
a a a

0,00

Defekt PLGA  %10HA %2,5BN+ %5BN+ %10BN+ %25BN %5BN %10BN
%10HA %10HA %10HA

4, Hafta

(=]

Yabanci Cisim Olusumu
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Sekil 4.8. Defekt kontrol gruplari ile PLGA scaffold implante edilen gruplarin 4. hafta

Yabanci Cisim Bulgulart

d d
C C

2,00
- 1,50
R b

b b
1,00
0,50
a a a
0 00
v v

Defekt PLGA %10HA %25BN+ %5BN+ %10BN+ %25BN %5BN %10BN

%10HA %10HA %10HA

Yabanci Cisim Olusumu
8. Hafta

Sekil 4.9. Defekt kontrol gruplari ile PLGA scaffold implante edilen gruplarin 8. hafta
yabanci cisim bulgulari

Yabanci cisim parametresini inceledigimiz zaman 4. Haftada ¢ok az bir yabanci
cisim reaksiyonunun goriildiigii ve %2,5 BN+%10 HA, %5 BN+%10 HA, %10 BN+%10
HA ve yalniz BN igeren gruplarda doza bagl olarak arttigi goriilmistir (Sekil 4.8)
(P<0.05). 8. hafta rat kalvarial defekt alanlari yabanci cisim parametresi {izerinden
degerlendirildiginde ise %2,5 BN+%10 HA ve %2,5 BN gruplarinda diger gruplara gére
yabanci cisim reaksiyonlarinin olduk¢a az oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9). %5
BN+%10 HA ve %5BN gruplarinda ise %2,5 BN gruplarindan daha fazla yalniz %10 BN
gruplarindan ise daha az bir yabanci cisim reaksiyonunun oldugu goriilmektedir.
8.haftada %10BN gruplarinda yabanci cisim reaksiyonu 4.hafta ile benzer bir sekilde ¢ok

yiiksek bulunmustur. (P<0.05).
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0,40
0,20
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Defekt PLGA %10HA 9%25BN+ %5BN+ %10BN+ %25BN %5BN %10BN
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Sekil 4.10. Defekt kontrol gruplar1 ile PLGA scaffold implante edilen gruplarin 4. hafta

primer kemik olusum bulgulari

e e
d d
,00
C
1,50
b b b
1,00
0,50
a
0,00

Defekt PLGA %10HA %2,5BN+ %5BN+ %10BN+ %25BN %5BN %10 BN
%10HA %10HA %10HA

Pirmer Kemiklesme 8 Hafta

Sekil 4.11. Defekt kontrol gruplari ile PLGA scaffold implante edilen gruplarin 8. hafta
primer kemik olusum bulgular

Histopatolojik  bulgularimizda 4. haftada primer kemik olusumunu
inceledigimizde ise %2,5BN +%10HA, %2,5BN daha fazla olmakla beraber, %5BN
%10HA ve %5BN gruplarinda primer kemik olusumu hafif derecede baslamis ancak
diger gruplarda histopatolojik kesitlerimizde primer kemik olusumuna rastlanmamistir
(Sekil 4.10). 8. Hafta sonunda ise primer kemik olusumu agisindan histopatolojik
bulgularda defekt grubu hari¢ tiim gruplarda primer kemik olusumu goriilmektedir.

Yalniz %2,5BN %10HA ve %2,5BN grularinda diger gruplardan ¢ok daha anlamli primer
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kemik olusumu goriilmiistiir (Sekil 4.11) (P<0.05). %2,5 BN gruplarindan farkli olarak

%5 BN gruplarinda da primer kemik olusumu artmistir.

2,50

0,00 I I I . I I . I I

Defekt PLGA %10HA %25BN+ %5BN+ %10BN+ %25BN %5BN 3%10BN
%10HA %10HA %I10HA

8 & 8

Fibrizis4.hafta

o
[¥,]
L]

Sekil 4.12. Defekt kontrol gruplari ile PLGA scaffold implante edilen gruplarin 4. hafta

fibrozis bulgular
3,50

3,00
2,50

2,00

1,50

1,00

0,50 I

0,00

Defekt PLGA %10HA %2,5BN+ %5BN+ %10BN+ %25BN 25BN  %10BN
%10HA %10HA %10HA

Fibrozis 8 hafta

Sekil 4.13. Defekt kontrol gruplar1 ile PLGA scaffold implante edilen gruplarin 8. hafta

fibrozis bulgulari

Histopatolojik ¢aligmamizin son parametresi olan fibrozis kemik iyilesmesinde
son derece Oonemlidir (Sekil 4.12-13). 4. haftada tiim gruplarda fibrozis goriilirken
%2,5BN + %10HA ve %2,5BN gruplarinda defekt ve diger gruplara gére minimal

diizeyde fibrozis olustugu gozlenmistir (P<0.05). 8. haftaya baktigimizda ise
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%2,5BN+%10HA ve %2.5BN gruplarinda fibrozis defekt ve diger gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde diismiistiir (P<0.05). Yalniz %10BN gruplarinda
fibrozis oldukga yiiksek goriilmektedir.

4.3. Molekiiler Bulgular

Calismamizin ilk molekiiler bulgularindan biri olan TNF-a rat kalvarial defekt
alaninda 4. ve 8. haftalarda RT-PCR analizi ile gen ekspresyon diizeyinde incelenmistir

(Sekil 4.14-15).

3,50

h
g g
f 2 e

Co b,c b c

‘ | I I I I

0,00 I
Sagllki  Defekt PLGA %10HA %2,5BN+ %5BN+ %10BN+ %25BN %5BN %10BN

%10HA %10HA %I10HA

4 Hafta Defekt Alanindaki TNF-w
mRNA ekspresyonu
[ s N ] _UJ
8 8 8 &8 8

(=]
un
(=]

Sekil 4.14. Saglikli ve defekt kontrol gruplari ile PLGA scaffold implante edilen

gruplarin 4. hafta TNF- o mRNA ekspresyonlari
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h g
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2,50 b
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1,00
0,50 I
0,00

Szglilki  Defekt PLGA %10HA %2,5BN+ %5BN+ %10BN+ %2,5BN %5BN %10BN
%10HA %10HA %10HA

8.Hafta Defekt Alanindaki TNF-ct
mRNA ekspresyonu
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Sekil 4.15. Saglikli ve defekt kontrol gruplar1 ile PLGA scaffold implante edilen

gruplarin 8. hafta TNF- o mRNA ekspresyonlari

Deney gruplarimizin 4. hafta TNF-a ekspresyonlarini inceledigimizde saglikli
gruba gore diger tiim gruplarda TNF-a ekspresyonunun istatistiksel olarak arttigi
gozlenmistir. En diisik TNF-a diizeyleri PLGA, %2,5BN+%10HA ve %2,5BN
gruplarinda gozlenirken diger gruplarda daha fazla bir TNF-o ekspresyonu
gbzlenmektedir(P<0.01).

Kemik iyilesmesini takip ettigimiz 8. haftada ise TNF-a mRNA ekpresyonlari
acisindan  tliim  gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli  bir farklilik
gozlenmistir(P<0.05). Defekt grubuna gore %2.5BN %I10HA, %10HA ve %2.5BN
gruplarindaki TNF-a mRNA ekpresyon seviyeleri istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik bulunmustur(P<0.001). %10BN+%10HA ve %I10BN gruplarinda ise TNF-a

seviyeleri tedavi gruplarina gore en yiiksek olarak tespit edilmistir.
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4. Hafta Defekt Alanindaki
Osteopontin mRNA ekspresyonu
1=
(=]

(=] [—]

Sekil 4.16. Saglikli ve defekt kontrol gruplar1 ile PLGA scaffold implante edilen

gruplarin 4. hafta Osteopontin mRNA ekspresyonlar1 (p<0.05).
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8 Hafta Defekt Alanindaki
Osteopontin mRNA ekspresyonu
L T T N T I =
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Szglilki  Defekt PLGA %I10HA %2,5BN %5BN=+ %10BN+ %2,5BN %5BN %10BN
+ %10 HA %10HA %10HA

Sekil 4.17. Saglikli ve defekt kontrol gruplari ile PLGA scaffold implante edilen
gruplarin 8. hafta Osteopontin mRNA ekspresyonlari. (p<0.05)

Caligmamizin ikinci molekiiler bulgusu olan Osteopontin mRNA ekspresyonlari
degerlerini inceledigimizde ise kemik defekti olusturdugumuzdan sonraki 4. haftada
saglikli gruba gore tiim gruplarda OPN mRNA ekspresyon degerlerinin yiikseldigi
goriilmektedir (Sekil 4.16-17). Gruplar arasindaki istatistiksel olarak en fazla artigin sirasi
ile %2,5BN+%10HA ve %2,5BN grubunda oldugu goriilmektedir. Ancak 8. haftada
osteopontin seviyelerinin %2,5BN+%10HA ve %2,5BN gruplarinda diger gruplara gére
olduk¢a diisiik oldugu goriilmiistiir. Yalmiz defekt, %10BN %10HA ve %I10BN
gruplarinda OPN seviyeleri 4.haftaya gore yiiksek kalmistir. %2,5BN gruplarinda OPN
seviyesinin 8.haftada azalmasi bize osteopontinin kemigin yeniden sekillendirilmesinde
gorevinin  bittigini, osteoklastik aktivitenin azaldigini ve kemik maturitesinin

tamamlanmak tizere oldugunu gostermektedir.
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4. Hafta Defekt Alanindaki BMP-2
mRNA ekspresyonu

Sekil 4.18. Saglikli ve defekt kontrol gruplar1 ile PLGA scaffold implante edilen

gruplarin 4. hafta BMP-2 mRNA ekspresyonlari (p<0.05).
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8.Hafta Defekt Alanindaki BMP-2
mRNA ekspresyonu

Sekil 4.19. Saglikli ve defekt kontrol gruplar1 ile PLGA scaffold implante edilen
gruplarin 8. hafta BMP-2 mRNA ekspresyonlar1 (p<0.05).

Kemik defekt iyilesme silireclerini takip ettigimiz kemik molekiiler
belirteclerinden biride BMP-2 dir (Sekil 4.18-19).

4. hafta bulgularimiza baktigimizda saglikli gruba goére tiim gruplarda BMP-2
mRNA ekspresyonlarinin arttigi gézlenmekle beraber; %2,5 BN+%10 HA, %2,5 BN ve
%5 BN %10 HA gruplarindaki artisin diger gruplara gore ¢ok daha fazla oldugu

saptanmigstir (p<0.05).
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Son hafta olan iyilesmeyi takip ettigimiz 8. haftada ise Defekt, PLGA ve %10 BN
iceren gruplarda BMP-2 miktarlarindaki artig diger tedavi gruplarina gore ¢ok daha fazla
oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Defekt grubuna gore BMP-2 mRNA ekspresyon
miktarlarinin % 2.5BN %10HA, %2.5BN, % SBN %I10HA ve % 5 BN (p<0.05)

gruplarinda anlamli derecede azalmis oldugu goriilmiistiir.

10,00
3,00

: h
7,00 f &
6,00 d d e
5,00 b c

400

3,00

2,00 a

1,00

0,00 .

Szgllki  Defekt PLGA %10HA %2,5BN %5BN=+ %10BN+ %25BN %5BN %10BN
+ %10 HA %10HA %10HA

4. Hafta Defekt Alanindaki RunX2
mRNA ekspresyonu

Sekil 4.20. Saglikli ve defekt kontrol gruplari ile PLGA scaffold implante edilen

gruplarin 4. hafta Runx-2 mRNA ekspresyonlari (p<0.05).
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Sekil 4.21. Saglikli ve defekt kontrol gruplari ile PLGA scaffold implante edilen
gruplarin 8. hafta Runx-2 mRNA ekspresyonlari (p<0.05).

Calismamizda bir diger kemik biyobelirteclerinden biri olan Runx2’nin mRNA
ekspresyonlarini 6lgtiik(Sekil 4.20-21). 4. haftada saglikli gruba gore Runx2 mRNA
ekspresyonunda genel olarak bir artis meydana gelirken defekt grubuna gore %2.5BN+
%10HA, % 2,5BN, % 5BN ve % 5BN+%10HA gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
bir artis goriilmiistiir.

Son hafta olan iyilesmeyi takip ettigimiz 8. haftada ise Runx2 mRNA ekspresyonu
Defekt, PLGA ve %10BN igeren gruplarda anlamli bir artis meydana gelmistir. Yalniz
%2,5BN+ %10HA, %2.5BN , % 5BN %10HA ve %5BN gruplarinda ise istatistiksel

olarak anlamli bir diigiis gértilmistiir (p<0.05).
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4 Hafta Defekt Alanindaki ALP
mRBNA ekspresyonu

Sekil 4.22. Saglikli ve defekt kontrol gruplar1 ile PLGA scaffold implante edilen

gruplarin 4. hafta ALP mRNA ekspresyonlari (p<0.05).
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Sekil 4.23. Saglikli ve defekt kontrol gruplar1 ile PLGA scaffold implante edilen

gruplarin 8. hafta ALP mRNA ekspresyonlar1 (p<0.05).

Calismamizda son olarak ALP mRNA ekspresyon miktarlarini inceledik (Sekil
4.22-23). 4.haftada saglikli gruba gore tiim gruplarda ALP mRNA ekspresyonlarinin
yiiksek oldugu bulunmustur. En fazla artisin ise sirasi ile %2,5BN+ %10HA, %2,5BN ,
% 5BN %10HA, %5BN ve %10HA gruplarinda oldugu goriilmiistiir.

8. haftaya baktigimizda ise Defekt grubuna gore % 2.5BN %10 HA ve %2,5 BN
ve %5BN+%10HA gruplarinda ALP mRNA ekspresyon seviyelerinin diger gruplara gore

anlaml1 bir sekilde diismiis oldugu gézlemlenmistir(p<0.05).
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5. TARTISMA

Glinlimiizde kroniyofasiyal alanda ¢ok degisik kemik greftleri ve implantlar
kullanilmaktadir.?® Beyin cerrahisinde greft ve ¢esitleri implantlar gibi degisik
osteokondiiktif ajanlara kemik yapimi veya defektin doldurulmasi ic¢in gereksinim
duyulmaktadir. Caligmalarda kontrol olarak secilen defektler genellikle kendiliginden
iyilesebilmektedir.}?® Bir kemik defektindeki iyilesmenin miktar1 genis dlgiide yara
biyiikliigiine bagimlidir. Bu yiizden iyilesmenin goriilmek istendigi bir defekt tipi
kendiliginde iyilesebilecegi boyuttan fazla olmalidir.

Kritik boyutlu defekt, bir hayvanda herhangi bir osteoindiiktif bir materyal
kullanilmadan yasam boyunca kendiliginden kemik iyilesmesi gosteremeyen en kiigiik
boyutlu kemik defekti olarak tanimlanmaktadir. Yapilan kalvarial defekt ¢alismalarinda
kritik biyiikliikkteki defektin boyutu hakkinda net bir fikir bulunmamaktadir.
Arastirmacilarin ¢ogu 8 mm’yi kabul ederken, bir kism1 da 6 mm ve hatta 4 mm’yi kritik
boyut kemik defekti olarak kabul etmektedirler. 8 54129131 yaplan bir ¢alismada ise 3,
4, 5 ve 8 mm lik defekt olusturmuslar ve 8 mm lik defektin ideal bir defekt oldugunu
savunmuslardir.’® Bu tip defektler kemik olusumundan ¢ok, fibréz bag dokusu

olusturarak iyilesme egilimi gdstermektedirler. > %4 132

Bu sekilde gergeklesen fibrotik
Iyilesmeyi 6nlemek, bundan kaginmak ve kemik hiicrelerinin bolgede rejenerasyonunu
saglamak amaciyla defektlerin greft materyali ile rekonstriikksiyonuna ihtiyag
duyulmaktadir.'®

Gilinimiizde yapilan arastirmalarda alternatif olarak, sentetik materyallerde
biiyiikk gelismeler yasanmuistir. Diinya genelinde tiim greftler i¢inde sentetik greft
kullanimi, tahmin edilemeyen rezorbsiyon siireleri, sekillendirmedeki zorluk, yabanci

cisim reaksiyonu olusturmasindan dolayr smirli kullanimdaydi. Sentetik greft

materyalleri grubu iginde yer alan PLGA, sentetik bir polimer materyal olup, yapilmis
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olan in vivo ve in vitro kemik iyilesmesi ¢alismalarinda biyouyumluluk ve mekaniksel
bakimdan cesitli oranlarda arzu edilen iskele yapisini olusturdugu tesbit edilmistir. %102
PLGA iskelet yapisi, ilag, hammadde, osteoblast veya mezenkimal kok hiicre
implantasyonu yapilarak kemik iyilesmesini tesvik eden Onemli greft adaylar
arasindadir. Ayrica PLGA scaffoldlar, uygun osteoprogenitér maddelerle kemik iyilesme
siiresini kisaltmak ve doku miktarini arttirmada kullanilabilecek onemli potansiyel
greftler icerisinde yer almaktadir. 1%

Kemik dokusunun inorganik kismini olusturan, kalsiyum fosfat tuzu seklinde olan
hidroksiapatit (HA) bu amagcla kullanilmaktadir ve biiyiik kemik defektlerinde yapisal
destege ihtiya¢ duyuldugunda énem kazanmaktadir.® Yalmz giiniimiizde yapilan biitiin
caligmalara ragmen kemik iyilesmesini artiracak daha dogrusu kalvarial kemik defektini
tyilestirecek herhangi bir malzeme tespit edilememistir.

Calismamizda belirli yogunlukta hazirlanan hidroksiapatit ve bor minerallerinin
kalvarial kemik defektleri {izerine etkisi veya etkilerini arastirmayi ve bor mineralinin
saglik alaninda kullanilabilir olabilecegini ortaya koymay1 hedefledik.

Konumuzla ilgili olarak; bor minerali son dénemlerde saglik alaninda popiilerligi
artan bir maddedir. Insanlarda ve cesitli hayvan modellerinde de Bor’un kemik mineral
dengesini etkiledigine dair pek cok ¢alisma mevcuttur.!'” 18 Bor’un biiyiime iizerindeki
onemli etkileri heniiz agik bir sekilde gosterilmemistir. Bor eksikligine bagl olarak
osteoblast aktivitesinin azaldigi ve 10 veya 20 giin boyunca 3mg/giin dozunda bor
diyetinin dental kemik gelisimini artirdig1 gosterilmistir.!??> Konumuzla ilgili olarak
Lahiri D et al 2011 yilinda yaptigi bir ¢alisgmada BN ve HA in-vitro ortamda

1

osteoblastlarin biokompatitesinde dnemli rollerinin oldugunu géstermistir.'! Bor’un

kemik biiyiimesindeki bu etkilerine osteoindiiktif biiyiime faktorlerinin, sitokinlerin ve

ekstraselliiler matriks proteinlerinin salinimi artirarak katki sagladign gosterilmistir, 214
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Yine 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada osteoporotik ratlardaki femur defektinde bor
iceren scaffold uygulamasinin iyilesmeye katki sagladig1 gosterilmistir.®® 2010 yilinda
yapilan diger calismada ise BN toksisitesinin olmadigini gostermistir.*

Ayrica hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 borun kemik gelisimi i¢in faydali oldugunu
gostermektedir. 1 veya 10 ng/mL bor dozlarinin 0 ve 0.1 ng/mL dozlartyla hiicre
kiltiiriinde karsilastirilmast sonucu 1 veya 10 ng/mL dozlarinda borun osteoblast
(MC3T3-El) hiicrelerinde Tip 1 Kollajen, osteopontin, osteokalsin ve Runx2 mRNA
ekspresyonlarmi artirdig1 gosterilmistir.!® Ayrica bu ¢alismada bor verilmesinin BMP 4,
6 ve 7 seviyelerini artirdig1 da gosterilmistir.

Kemik greft modelindeki kemik iyilesmesinin fizyolojik asamalar1 uzun kemik
kiriklarinda meydana gelenlere benzese de bazi farkliliklar mevcuttur. Her tiirlii kemik
grefti kemigi ti¢ olas1t mekanizma yoluyla yenileyebilir: osteojenez, osteokondiiksiyon ve
osteoindiksiyon. Greftler, bu mekanizmalarin degisen seviyelerdeki kombinasyonuyla
kemigi gelistirebilir.®

Kemik iyilesmesini; kalsifikasyon, kemigin yeniden sekillenmesi ve hematom
olugmasi gibi birgok farkl siiregler ve faktorler etkilemektedir. Hematom olusumu, erken
vaskiiler invazyon, inflamatuar yanit ve iyilesmeyi kolaylastiracak olan mezensimal kok
hiicrelerin gocii defekt iyilesmesi ile karakterizedir.®* Defekt iyilesmesinin bir sonraki
asamasi ise greft ile karakterize olan tamir ve yeniden modelleme olarak da isimlendirilen
yeniden sekillenme asamalaridir.3®

Calismamizda ilk olarak kemik iyilesmesinin primitive gostergesi olan BT
sonuglaria baktigimizda defekt sonrasi 2., 4. ve 8. haftalarda Defekt grubu hari¢ ¢ok az
olmakla beraber tiim gruplarin defektif kemik bolgesinde iyilesme mevcuttu. En iyi
iyilesmenin ise %2.5 BN+ %10 HA, %2.5 BN gruplarinda oldugu BT analizinde

izlenmektedir. TUBITAK projesi kapsaminda gerceklestirdigimiz daha dnceki ¢aligmada
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PLGA iskelelerine emdirilmis bor’un kemik iyilesmesi {izerine etkilerinin oldugunu
tespit etmistik.'® Bu veriler gozoniine alindiginda bizim c¢alismamizin BT analiz
sonuglarida bor mineralinin kemik iyilesmesi lizerine etki/etkilerinin oldugu gézlenmis
olup 6nceki yapilan ¢aligmalar ile uyumlu bulunmaktadir.

Kemik iyilesmesinde degerlendirilmesinde en 6nemli parametrelerden biri de
histolojik bulgulardir. Kemik defekti olusturulmasi sirasinda cerrahi isleme bagli olarak
ozellikle zedelenen damar duvarindan kanama meydana gelmektedir. Iyilesme
asamasinda zamanla kanama rezorbe olur ve yerini oraya go¢ eden cesitli inflamatuar
hiicrelere ve fibroz dokuya birakir.*® Fibroziste kastedilen kronik enflamatuar
graniilasyon dokusudur. Olaya sirasiyla fibroblastik proliferasyon, kapiller angiogenezisi
ve enflamatuar mononiikleer hiicre girisi eslik etmektedir. Iyilesme siirecindeki olmasi
gereken Onemli bir basamaktir. Buda kaybolan doku agigimmi kapatmaya yardimci
olmaktadir. Bu siirecin devaminda ise primer kemiklesme baslamaktadir.*®’ Primer kemik
olusumu ile birlikte fibrozis dokusu kaybolmaktadir.

Calismamizda defekt alaninda Hematoksilen ve eosin (H&E) boyama yapilan
gruplar arasinda fibrozis, yabanci cisim ve primer kemik olusumunu histopatolojik olarak
degerlendirdik.

Calismamizin histopatolojik boliimiinii degerlendirilmesinde ilk olarak yabanci
cisim reaksiyonlarinin 4. ve 8. Hafta sonuglari incelenmistir. Defekt iyilesmesinin 4. ve
8.haftasinda Defekt, PLGA ve %10 HA gruplar hari¢ tiim gruplarda yabanci cisim
reaksiyonu artarken; % 2,5 BN+ %10 HA ve % 2,5 BN gruplarinda minimal diizeyde bir
yabanci cisim reaksiyonu goriilmektedir. Yabanci cisim reaksiyonu baslangigta artarken
ilerki haftalarda normal iyilesme sathasinda azalmasi gerekmektedir. Bizim ¢alismamzda
da %10 BN gruplarinda yabanci1 cisim reaksiyonunun BN yogunlugu artmasindan dolay1

asir1 arttig1 goriilmekte ve iyilesmeyi azaltan bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
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da bize BN’nin yiiksek oranda kullanimindansa daha diisiik dozlarda yabanci cisim
reaksiyonu olusturmadigini ve bu nedenle kemik iyilesmesinde faydali oldugunu
distindiirmekedir.

Fibrozis bulgularimi degerlendirdigimizde ise ¢alismamizin 4. ve 8. haftalarinda
Defekt, PLGA, %10BN+%10HA ve %10BN gruplarinda fibrozisin artigini, % 2,5 BN+
%10 HA ile % 2,5 BN gruplarinda ise fibrozisin anlamli derecede azaldig1 gosterdik.
Yukarida yabanci cisim reaksiyonunda da bahsettigimiz gibi yiiksek oranda BN kullanimi
yabanci cisim reaksiyonunu artirarak kemik iyilesmesini azaltmis ve 8. Haftada azalmasi
gereken fibrozis dokusu azalmayarak aksine daha ¢ok artmustir. % 2,5 BN+ %10 HA ile
% 2,5 BN gruplarinda ie fibrozisin azalmasi primer kemik olusumunun yiiksek seviyede
oldugunu gostermektedir.

Kemik iyilesmesinin olmasi i¢in gereken reaksiyon ise primer kemik olusumunun
gozlenmesidir. Histopatolojik ¢alismamizin son basamagi ise primer kemik olusumunun
haftalara gore incelenmesidir. 4. hafta sonuglarimiza baktigimizda sadece % 2,5 BN+ %
10 HA, % 2,5 BN, %5BN+%10HA ve %5BN gruplarinda primer kemik olusumu
goriilmiistiir. 8. hafta sonuglarimizda ise defekt grubu harig tiim gruplarda primer kemik
olusumunun devam ettigi gozlenmektedir. Yalniz % 2,5 BN+ % 10 HA, % 2,5 BN
gruplarindaki primer kemik olusumunun en yiikksek oldugu bulunmustur. Fibrozis,
yabanci cisim reaksiyonu ve primer kemik olusumunu bir arada degerlendirdigimizde
yiiksek oranda BN kullanilmasinin yabanci cisim reaksiyonunu artirdigini, kollajen
dokusunun primer kemik dokusuna donmedigini ve bu nedenle defektin kapanamadiginm
gormekteyiz. Radyografik ve histopatolojik calismalarimizin bulgular1 birbirlerini
desteklemekte olup en iyi iyilesmenin % 2,5 BN ve sonra % 5 BN gruplarinda oldugu

gosterilmistir. Bu bulgulardan sonra BN kalvarial kemik defektindeki iyilestirici
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rollerinin mekanizmasin1 incelememiz gerekmektedir. Bu nedenle tezimizin 2
asamasinda molekiiler gen ekspresyonu c¢alismasi yaptik. 13814

Kalsifikasyon, osteoblast benzeri hiicrelerin gesitli kemik biiyiime proteinleri
tarafindan tetiklenmesi sonucu kemik formasyonuna déniismesi ile olusur. In vitro
calismalarda osteoblastlarin hidroksiapatit mineralleri etkisi ile kemik olusumunu
meydana getirdigi bilinmektedir.®® Osteoblastlar BMP, RANKL ve inflamatuar
mediatorler gibi gesitli faktorler ile kemik olusumunu tesvik etmektedir.®’

Kemik defekti iyilesmesinin inflamatuar fazinda, TNF-o primer olarak
sentezlenen sitokinler arasindadir ve kemigin reabsorbe olmasini uyarmaktadir.}*? TNF-
o kemik homeostazini kemik yikimini uyararak ve osteoblast hiicrelerinin aktivitesini
onleyerek gerceklestirmektedir.'43

Tiim bu bilgiler 1s5181nda calisma gruplarimizdaki 4. hafta TNF-a seviyelerine
baktigimzida ise tiim gruplarda saglikli gruba goére TNF-a seviyelerinde artis
goriilmektedir. Ancak % 2,5 BN, % 2,5 BN+% 10 HA gruplarindaki TNF-a seviyeleri
oldukga diisiik kalmigtir. 8. hafta sonuglarimizi inceledigimizde ise Defekt grubuna gore
%2,5 BN, %2,5 BN+ %10 HA gruplarinda TNF-a seviyeleri anlamli sekilde diismiis olup
saglikli gruba yaklagmistir. TNF-o seviyelerine %2,5 BN, %25 BN +%10 HA
gruplarinda 8. haftada enflamatuvar fazin bittigi ve son faza gectigi goriilmektedir.
Histopatolojik bulgularimizla karsilastirdigimizda ise yabanci cisim reaksiyonu ile TNF-
a seviyeleri arasinda bir paralellik oldugu goriilmektedir. Yabanci cisim reaksiyonu
devam ederken TNF-a seviyelerinin de yiiksek kalmasi beklenen bir bulgudur. Bu yiiksek
seviye ise kemik 1yilesmesini azaltmis olabilir.

Molekiiler olarak kemik gelisiminde 6nemli role sahip olan matris dist
proteinlerden biri de osteopontindir. Kemigin yapisindaki osteoblast ve osteosit hiicreleri

bol miktarda osteopontin salgilamaktadir.!** Defektle meydana gelen patolojik
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siirlardaki kemik mineral kayiplar1 olusmasi durumunda osteopontin bu bolgelerde
birikerek etki etmektedir.®®® Deneysel kalvarial defekt calismalarinda osteopontin
seviyesinin iyilesmeye bagli olarak defekt alaninda arttig1 gosterilmistir.'4®

Bizim ¢alismamizda da 4. haftada osteopontin seviyeleri tiim gruplarda yiikselmis
olup %2,5BN+%10HA, %2,5BN ve %5BN+%10HA gruplarinda daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Kemik iyilesmesinde osteopontin  iskelet yapinin  yeniden

147,148 jcin osteopontinin kemik iyilesmesi

sekillendirilmesinde 6nemli gorevleri oldugu
stirecinde yiiksek olmasi1 dogaldir. 8. Haftada ise osteopontin seviyelerinin bu gruplarda
istatiksel olarak diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu durum osteopontinin kemigin yeniden
sekillendirilmesinde gorevinin sonlandigini, osteoklast hiicrelerinin aktivitesinin
azaldigini ve kemik olgunlagmasinin tamamlanmak tizere oldugunu gostermektedir.

Kemik iyilesmesinin belirte¢lerinden biri de kemik morfogenetik protein-2
(BMP-2)’dir. BMP-2, TGF-B siiper ailesinin bir iiyesidir. Kemotaksis ve hiicre biiytimesi,
kikirdak doku farklilagmasi ve kemige doniistiirme gibi osteoindiiksiyonda 6nemli rolleri
bulunmaktadir.}*® BMP hiicre igerisinde Smad1/5/8 fosforile ederek Smad4 ile kompleks
olustururarak osteojenik genlerin aktive veya inhibe olmasima aracilik eder.’®® Ayrica
BMP ailesi bir transkript faktorii olan core-binding factor al (Cbfal)’in sentezini artirarak
osteoblast hiicrelerine 6zgii genlerinde aktivasyonunda gérev almaktadir.®™! Konumuzla
ilgili olarak kalvarial defekt ¢calismalarinda BMP-2 ekspresyonlarinin defekt alanlarinda
kemik olusumuna parallel olarak arttig1 gsterilmistir. °2

Calismamizdaki BMP-2 ekspresyon seviyelerini inceledigimizde 4. Haftada
BMP-2 ekspresyonunun tiim gruplarda saglikli gruba gore arttigin1 gérmekteyiz.
Ozellikle gruplarimiz igerisinden %2,5BN +%10HA, %2,5BN gruplarindaki BMP-2

ekpresyonlart diger gruplara gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu sonuclar

kemik iyilesmesinin %2,5 BN iceren gruplarda daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
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8. Hafta bulgularimiza baktigimizda ise %2,5BN +%10HA, %2,5BN gruplarindaki BMP-
2 seviyeleri 4. Haftaya gore anlamli derecede azalmistir. Bu sonuglar da bize bu gruplarda
defekt iyilesmesinin diger gruplara gore oldukga fazla oldugunu gostermektedir.

Calismamizda kemik mineralizasyonunda onemli bir goreve sahip olan ve
osteopontin, BMP gibi osteoprogenitér medyatorlerin ekspresyonlarin1 kontrol eden
Runt-iligkili transkrip faktéor (Runx-2)’nin ekspresyonlarin1 degerlendirdik. Runx2
osteoblast farklilasmasinda énemli bir transkripsiyon faktoriidiir.*>

Otto ve ark®™ farelerde Runx2 genini kapatarak mineralizasyonun gelismedigi
kikirdak ve iskelet yapisinin gelismedigini bulumuslardir. Glinlimiizde yapilan kemik
defekti calismalarinda Runx2 ekspresyonunun iyilesmeye bagli olarak arttigi tespit
edilmistir.1>>1%7

Calismamizin 4.haftasinda saglikli gruba gére Runx2 mRNA ekspresyonunda
genel olarak bir artis meydana gelirken Defekt grubuna gore % 2.5BN+%10HA, %
2.5BN gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis tesbit gbzlendi. Son hafta olan
lyilesmeyi takip ettigimiz 8. hafta ise Runx2 mRNA ekspresyonunda diigme meydana
gelmis olup DEF grubuna gore %2,5BN+%10HA ve %2.5BN gruplarinda istatistiksel
olarak anlaml diisiis seklinde goriilmiistiir.

Calismamizda son olarak bir osteoblastik farklilasma faktorii olan kemik ALP
ekspresyonlarm inceledik.’® Aktif ALP matriks proteinlerini minerilizasyonunu
saglamaktdir.’>® ALP aktivitesinin artmas1 kemik olusumunda osteopontin gibi osteojenik
genlerin miktarmi da arttirmaktadir. 1%

Xiaoning ve ark!®! yapmis olduklar1 kalvaryal defekt ¢alismasinda artmis olan
ALP aktivitesinin, osteoblast hiicre ve matriks minerilizasyonu iizerine etkileri oldugunu

bildirmistir.
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Calismamizin 4. Haftasinda saglikli ve Defekt grubuna gore diger gruplarin ALP
ekspresyonu anlamli derecede artmistir. Defekt grubu ile kiyasladigimizda en iyi artisin
% 25BN+ % 10HA ve % 2.5BN gruplarinda oldugu tespit edilmistir. 8.haftaya
baktigimizda ise Defekt grubuna gore % 2,5BN+%10 HA ve %2,5BN grubunda ALP

mRNA ekspresyon seviyesinin anlamli bir sekilde diismiis oldugu gozlemlenmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Deneysel olarak olusturulan kalvarial kemik defekti tizerine degisik oranlara BN
ve HA’ in etkilerini inceledigimiz ¢alismamizin sonuglart gergekten umut vericidir.

Sonug olarak bu calismada biyomalzeme materyali olarak hakkinda fazla bilgi
sahibi olmadigimiz BN nin in vivo olarak 8 haftalik kalvarial kemik defekti izerine olan
etkileri farkli perspektiflerden incelenmeye calisilmistir. Cesitli oranlarda PLGA
tagiyicisina emdirilmis HA ve BN scaffold implantlari in vivo olarak test edildiginde;
kemik iyilesmesine katkida bulunduklari ve biyouyumluluk 6zellikleri sayesinde kemik
dokusu ile uyumlu olduklari i¢in biyomalzeme olarak olduke¢a yiiksek oranda gelecek
vadetmektedir. Calismamizda kullandigimiz tedavi gruplari i¢erisinden % 2,5BN igeren
gruplardaki kemik iyilesmesin diger gruplara gore en iyi derecede oldugu gosterilmis
olup gerek tomografik gerekse histolojik ve molekiiler bulgular ile de desteklenmistir.
Calismamizda elde edilen verilerin, ileri arastirmalarla desteklenmesi durumunda,
kalvarial kemik defektlerinin tedavisi i¢in rekontstriktiif cerrahide BN’iin
kullanilabilecek giiglii bir ajan olabilecegini géstermesi bakimindan umut verici oldugunu

sOyleyebiliriz.
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