T.C.
KIRIKKALE UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

MODIFIYE BiOGLASS:
SERT DOKU MUHENDISLiGI ACISINDAN

IN VITRO VE iN ViVO ETKINLIiK DEGERLENDIRMESI.

YASIN OZKABADAYI

HiSTOLOJI-EMBRIiIYOLOJi ANABILIiM DALI

DOKTORA TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Siyami KARAHAN

KIRIKKALE-2022






T.C.
KIRIKKALE UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

MODIFIYE BiOGLASS:
SERT DOKU MUHENDISLiGI ACISINDAN

IN VITRO VE iN ViVO ETKINLIiK DEGERLENDIRMESI.

YASIN OZKABADAYI

HiSTOLOJI-EMBRIiIYOLOJi ANABILIiM DALI

DOKTORA TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Siyami KARAHAN

KIRIKKALE-2022






Yasin OZKABADAYI tarafindan hazirlanan “MODIFIYE BIOGLASS: SERT
DOKU MUHENDISLIGI ACISINDAN IN VITRO VE IN VIVO ETKINLIK
DEGERLENDIRMESI” adli tez ¢alismasi asagidaki jiiri tarafindan OY BIRLIGI ile
Kirikkale Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji-Embriyoloji Anabilim
Dalinda DOKTORA TEZI olarak kabul edilmistir.

Danigman: Prof. Dr. Siyami KARAHAN Imza.................

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Kirikkale Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum

Baskan : Prof. Dr. Hakan KOCAMIS Imza..................
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Kirikkale Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum

Uye : Prof. Dr. Emel ERGUN Imza..................
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Ankara Universitesi

Bu tezin, kapsam ve Kkalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum

Uye : Prof. Dr. Serife TUTUNCU Imza................
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Ondokuz Mayis Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum

Uye : Dog. Dr. Ugur TIFTIKCI Imza................
Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi, Saglik Bilimleri Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Doktora Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum

Tez Savunma Tarihi: 28/06/2022

Jiiri tarafindan kabul edilen bu tezin Doktora Tezi olmasi i¢in gerekli sartlar1 yerine
getirdigini onayliyorum.

Prof. Dr. Mehmet Akif KARSLI

Saglik Bilimleri Enstitlisii Miidiirii



ETiK BEYANI

Kirikkale Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisi Tez Yazim Kurallarina uygun

olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

O

O

Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik
kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,

Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuclar1 bilimsel etik ve ahlak
kurallaria uygun olarak sundugumu,

Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak
kaynak gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimu,

Bu tezde sundugum calismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarin1 kabullendigimi

beyan ederim.

Yasin OZKABADAY1

...... [ocoiid it



OZET

MODIFIYE BIOGLASS: SERT DOKU MUHENDISLIGI ACISINDAN IN VITRO
VE IN VIVO ETKINLIK DEGERLENDIRMESI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danigman: Prof. Dr. Siyami KARAHAN

Haziran 2022, 192 sayfa

Bu tez ¢alismasinin amaci; ylizey modifikasyonu yapilan bioglass’in in vitro ve in
Vvivo ¢alismalarla sert doku mithendisligi agisindan etkinliginin degerlendirilmesidir.
Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanimi1 olan bioglass belirli dlgiide
osteokondiiktivitesi ve biyouyumlulugu olan bir biyomateryaldir. Ancak bioglass’in
tiretim teknigine bagli olarak biyouyumluluk ve osteoindiiktivite kapasitesi
degismektedir. Biyomateryal canli dokuya uygulandiginda doku-biyomateryal iligkisi
ilk olarak biyomateryalin yiizeyinde gerceklesir. Bu nedenle konak doku ile
biyomateryal ylizeyi arasindaki fiziksel ve kimyasal etkilesimler biyouyumluluk
tizerinde 6nemli bir rol oynar. Bu tez calismasinda bioglass’in biyouyumlulugunun
ve osteojenik potansiyelinin arttirilmasi igin yiizey modifikasyonu yapildi. Uretilen
bioglass yapay viicut sivisi igerisine lizin, histidin, arjinin, fenilalanin, aspartik asit
ve sisteinden olusan amino asit karistmi katilarak elde edilen soliisyona maruz
birakilarak yiizey modifikasyonu gergeklestirildi. Uretilen modifiye bioglass’m FT-
IR ve SEM incelemeleri ile fiziksel karakterizasyonu yapildi. Modifiye bioglass’in
biyouyumlulugu ve etkinligi in vitro ve in vivo testlerle degerlendirildi. /n vitro
olarak hiicre canliligim1 gostermek icin yapilan MTT testinde modifiye bioglass’in
L929 ve MC3T3-E1 preosteoblastlar iizerinde sitotoksik etkisinin olmadig1 ve hiicre
canlilik oranlarin 1:1 konsantrasyonda sirasiyla %84,64 ve %86,94 oldugu goriildii.
MC3T3-El preosteoblastlarinin  hiicre  morfolojisini  floresan  mikroskopta
degerlendirmek i¢in yapilan Calcein AM testinde modifiye bioglass grubunda sferoid
morfolojinin ve hiicre canliligiin daha yiiksek oldugu goriildii. Annexin V testinde
apoptoz- nekroz oranlarinin diisiik oldugu (%98,23 + 0,05 canlilik, %1,29 + 0,15
apoptoz ve 0,46 + 0,10 nekroz, 3.giin) goriildii. Genotoksisiteyi degerlendirmek igin
yapilan mikroniikleus testinde c¢ok diisiik toksisite oranlari belirlendi (3 saat
uygulama i¢in %1,36 S9 (+) ve %1,4 S9 (-), 24 saatlik uygulama i¢in hesaplanan
%1,56, p>0,05). Modifiye bioglass iizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 preosteoblast



hiicrelerinin SEM goriintiilerinde osteojenik farklilagmasiin ve hiicre tutunmasinin
diger gruplara gore daha iyi oldugu goriildii. Osteoblast farklilagmasinin erken
belirteci olan ALP aktivitesinin modifiye bioglass grubunda daha yiiksek oldugu
(2,893 + 0,514 ng/mL, p=0,036) tespit edildi. Alizarin Red S boyamasi ile in vitro
mineralizasyonun modifiye bioglass grubunda daha iyi oldugu, semikantitatif ve
kolorimetrik olarak belirlendi (0,36 + 0,012 mM, p=0,0003). /n vivo ¢iplak farelerde
yapilan osteoindiiktiv potansiyel testinde modifiye bioglass’in osteoindiiktif
potansiyelinin ~ %16,04 oldugu belirlendi. Ekstremite  performans testi
degerlendirmesinde modifiye bioglass’in karsilastirilan diger gruplardan daha iistiin
oldugu goriildii (3 aylik degerlendirme skoru 6 (5-7), p=0,03). implantasyon sonrasi
lokal etki degerlendirmesinde ise irritan etkisinin bulunmadig1 goriildii (Skorlar; 1
ay: 0,7; 2 ay: 0,43; 3 ay:0,2). Sonug¢ olarak bioglass ylizeyine amino asit karigimi
iceren yapay viicut sivist ile yapilan yiizey modifikasyonunun biyouyumlulugu ve
osteojeniteyi 1iyilestirdigi; bu calisma kapsaminda degerlendirilen modifiye
bioglass’in sert doku miihendisligi i¢in umut verici bir biyomalzeme oldugu
goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Modifiye bioglass, osteoindiiktif —potansiyel, ylizey
modifikasyonu, genotoksisite, biyouyumluluk, implantasyon, MC3T3-E1.



ABSTRACT

MODIFIED BIOGLASS: IN VITRO AND IN VIVO EFFICACY
EVALUATION BY MEANS OF HARD TISSUE ENGINEERING

Kirikkale University
Graduate School of Health Sciences
Department of Veterinary Histology and Embryology, Ph.D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Siyami KARAHAN

June 2022, 192 pages

The aim of this thesis study is to evaluate the efficiency of surface modified bioglass
in terms of hard tissue engineering with in vitro and in vivo studies. Bioglass is a
biomaterial with a certain degree of osteoconductivity and biocompatibility and, thus
is used in bone tissue engineering. Biocompatibility and osteoinductivity properties
of bioglass vary depending on the technique to synthetize bioglass. When the
biomaterial is applied to living tissues, the tissue-biomaterial interaction first occurs
on the surface of the biomaterial; therefore, the physical and chemical interactions
between the host tissue and the surface of the biomaterial play a key role on
biocompatibility. In this study, we aimed to modify bioglass surface to increase
biocompatibility and osteogenic potential. Exposing to the simulated body fluid
solution containing an amino acid mixture consisting of lysine, histidine, arginine,
phenylalanine, aspartic acid and cysteine, the produced bioglass was surface
modified. The surface modified bioglass was examined by FT-IR and SEM
examinations. The biocompatibility and efficacy of the modified bioglass were
evaluated by in vitro and in vivo tests. The MTT test, which was performed to
evaluate cell viability in vitro, indicated that the modified bioglass did not exert a
cytotoxic effect on L929 fibroblasts and MC3T3-E1 preosteoblasts with cell viability
rates of 84,64% and 86,94%, respectively at the 1:1 dilution. Calcein AM test, a test
to evaluate cell morphology of MC3T3-E1 preosteoblasts at a florescence
microscope that indicated spheroid morhology and cell viability were higher in
modified bioglass group. The Annexin V test revealed a low rate of apoptosis-
necrosis with a cell viability rate of 98,23+0,05 and apoptotic and necrotic rates of
1,29% + 0,15 and 0,46 + 0,10, respectively at day 3. The micronucleus test to
evaluate genotoxicity revealed very low toxicity rates; 1,36% S9 (+) and 1,4% S9 (-
)for 3 hours and 1,56% for 24 hours , respectively (p>0.05). SEM images of MC3T3-
E1 preosteoblast cells cultivated on modified bioglass showed that osteogenic
differentiation and cell adhesion were better than the other groups. The ALP activity,
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which is an early marker of osteoblast differentiation, was higher in the modified
bioglass group (2.893 £ 0.514 ng/mL, p=0.036). Alizarin Red S staining, an in vitro
test to evaluate mineralization semi-quantitatively and colorimetrically, resulted in
higher value in the modified bioglass group, (0.36 = 0.012 mM, p=0.0003). In the
osteoinductive potential test performed in nude mice in vivo, the osteoinductive
potential of modified bioglass was determined to be 16.04%. The extremity
performance test revealed that the modified bioglass was superior to the other groups
(3-month evaluation score 6 (5-7), p=0.03). No local irritant effect was found after
implantation (Scores; 1 month: 0.7; 2 months: 0.43; 3 months: 0.2). As a result, the
surface modification process of the bioglass with a simulated body fluid containing
an amino acid mixture applied to the bioglass surface improved biocompatibility and
osteogenicity that indicates the modified bioglass evaluated within the scope of this
study is a promising biomaterial for hard tissue engineering.

Keywords: Modified bioglass, osteoinductive potential, surface modification,
genotoxicity, biocompatibility, implantation, MC3T3-EL.
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1. GIRIS

Bilim ve teknoloji alanindaki hizli ve yaygin ilerlemeler, hayatin bir¢ok alaninda
oldugu gibi tip alaninda da 6nemli mesafeler kat edilmesine yol agmistir. Ortalama
insan Omriiniin uzamasi, yasam kalitesinin siirdiiriilebilirligi konusunu taze tutarak,
gecmise kiyasla tibbi tedavi yaklagimlarina daha fazla sorumluluk yiiklemektedir.
Devamli bir dinamizm tagiyan bilimsel bilgi, bircok alanda oldugu gibi tip alaninda
da giincel kalmayi, gelismeleri takip etmeyi zorunlu kilmistir. Bu durum ise giincel
tedavi yaklasimlarinin ¢esitliligini arttirarak tip uygulamalarina yeni bakis agilari
getirmis ve bu alani daha da ileriye tasiyarak tek basina tip uygulamasi olmaktan
cikarip disiplinler arasi1 bir hale getirerek rejeneratif tip yaklagimini dogurmustur. Her
ne kadar ayr ifadeler olarak sdylense de doku miihendisligi ve rejeneratif tip
yaklagimlart ayni ¢ati altinda birbirinin pargasi veya tamamlayicist olarak
degerlendirilen bir yaklasimdir ve insanliga olan hizmetini durmaksizin devam
ettirerek her gecen giin yeni uygulamalarla yerini saglamlastirmaktadir. Doku
miihendisligi uygulamalarina bakildiginda iic 6nemli ayagi oldugu goriilmektedir.
Bunlar; dogal dokuya uygun 6zellikte dogru doku iskelesi se¢imi, uygun hiicre
secimi ve ideal biiylime faktorlerinin kullanilmasidir. Rejeneratif tip uygulamalar
icin doku mihendisligi yaklagimiyla ilgili verilen bu o6zellikler ayni anda
kullanilabilecegi gibi ayr1 ayr1 da ele alinabilir. Ornegin bir defekt modeli i¢in sadece
doku iskelesi kullanilabilecegi gibi doku iskelesiyle birlikte dogal dokuya uygun

hiicre kaynag1 da kullanilabilir.

“Insan viicudu metalik ve sentetik polimerik materyalleri skar dokusu olusturarak
reddeder, ciinkii canli dokular bu gibi maddeleri igermezler. Kemik dokuya
baktigimizda, yapisinda hidroksiapatit olarak adlandirilan hidrath bir kalsiyum
bileseni vardir. “Eger bir malzeme in vivo olarak hidroksiapatit olusturabiliyorsa,
viicut tarafindan reddedilmez” hipotezi iizerinden yola ¢ikilarak 1969-1971 yillan
arasinda kesfedilen bioglass (Hench, 2006), doku miihendisligi uygulamalarinin
ozellikle sert doku miihendisligi alaninda kullanimi olan bir biyomateryaldir. Sinyal

molekiillerini, ¢esitli hiicre hatlarin1 ve doku iskelelerini tek tek veya birlikte



kullanarak, hasara ugramis veya kaybedilen bir dokunun yerini alarak dogal dokuyu
taklit edebilecek kabiliyette yeni bir doku elde etme amact giiden doku miithendisligi
uygulamalarina sert doku miihendisligi a¢isindan baktigimizda, kullanilan doku
iskelelerinin bazi Ozellikleri tasimasi beklenir (Chen, Thompson ve Boccaccini,
2006). Bu ozellikleri; hiicre tagima kabiliyeti, iyi bir osteokondiiktivite, kontrollii
biyobozunurluk, uygun mekanik 6zellik, pordzite ve por capiin 400-500 um’den
bliyiik olmasi, diizensiz sekillerde iiretilebilirlik ve ticarilestirilebilme potansiyeli
olarak siralayabiliriz (Temenoff ve Mikos, 2000; Bruder ve Caplan, 2000; Jones ve
Boccaccini, 2005; Freyman, Yannas ve Gibson, 2005). Bioglass’in yukarida sayilan
ozelliklerden hiicre tagima kabiliyetinin, osteokondiiktivitesinin, biyouyumlulugunun
ve Dbiyobozunurlulugunun 1iyi olmasi, bioglass’t sert doku miihendisligi
uygulamalarinda umut verici bir doku iskelesi haline getirmektedir (Laurencin, Lu ve
Khan, 2002; Jones ve Hench, 2003; Boccaccini, 2003). Bunlarla birlikte kirilgan
olusu, diisiik dayanim giicii ve zayif osteoindiiktivitesi gibi 6zellikleri bioglass’in sert
doku miihendisligi uygulamalarindaki kullanimini kisitlamaktadir (Yao vd., 2014).
Bu kisitlayici durumlar bioglass’in sert doku miihendisligi uygulamalarinda basariyla
kullanilabilecek bir tiriin haline gelebilmesi i¢in biinyesinde gelistirilebilme
potansiyeli tasidiginin bir gostergesidir. Bu durum ise bioglass’in sert doku
mihendisliginde kullanimi agisindan bazi zayif yanlarinin oldugu ve bu zayif
yanlarinin iyilestirilmeye agik oldugu diislincesini akla getirerek bu tez ¢aligmasinin
ana omurgasint olusturmustur. Bu tez calismasiyla sert doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanim alan1 olan bioglass’in modifiye teknikle {retilerek
biyouyumlulugunun ve performansinin in vitro ve in vivo testlerle degerlendirilmesi

amagclanmustir.

1.1. Kemik Doku

Kemik doku viicutta hareket, yiik tasima, yumusak dokular i¢in mekanik destek ve
koruma, kalsiyum ve fosfat depolama ve kemik iligini barindirma gibi viicut i¢in ¢ok
onemli fonksiyonlar1 olan olduk¢a dinamik ve vaskiilarize bir dokudur (Robling,
Castillo ve Turner, 2006). Embriyolojik donemde mezenkimden koken alan kemik
doku mineralize bir destek dokusudur (Buckwalter, Glimcher, Cooper ve Recker,
1996). Kemik dokuda osteoprojenitor hiicre, osteoblast, osteoklast ve osteosit

isimlerinde dort cesit hiicre vardir (Downey ve Siegel, 2006). Inert gdriiniimiine



ragmen kemik doku olduk¢a dinamik bir dokudur. Osteoklastlar tarafindan bir
taraftan yikimlanirken, osteoblastlar tarafindan yenilenen bir dokudur. Osteositler ise
bu yeniden sekillenme siirecinin diizenleyicileridirler (Teitelbaum, 2007; Clarke,
2008; Karsenty, Kronenberg ve Settembre, 2009; Bonewald, 2011). Kemikte
meydana gelen rezorpsiyon ve yeniden sekillenme olaylar1 biliylime ve gelisme
sirasinda yeni kemik olusumu, iskeletin mekanik adaptasyonu, kirik iyilesmesi ve
viicudun ihtiya¢ duydugu kalsiyum ve fosfat gereksinimlerine hizla yanit verme gibi
siireclere olanak saglar (Grabowski, 2009). Hiicresel diizeyde osteoblastlarin ve
osteoklastlarin rol aldig1 yapim ve yikim siireglerine molekiiler diizeyde hormonlar,
sitokinler, kemokinler ve biyomekanik sitiimiilasyon gibi bir dizi sistemik ve lokal
faktorler etki eder (Raisz ve Rodan, 1998; Phan, Xu ve Zheng, 2004; Grabowski,
2009; Crockett, Mellis, Scott ve Helfrich, 2011). Bunlarin yani sira kemikler,
bliylimeleri ve gelismeleri i¢in mineral maddelerin ve besinlerin absorbsiyon,
reabsorbsiyon ve ekskresyonunun yapildigi bobrek ve bagirsak gibi organlara ve
kemik biiyiimesi, mineral madde homeostazi i¢in gerekli hormonal faktorleri tireten
hipotalamus, hipofiz, tiroid, paratiroid ve esey bezleri ile karaciger ve deri gibi

organlara oldukca bagimlidir (Grabowski, 2009).

Kemikler lokasyonuna, sekline, sertligine ve boyuna gore siniflandirilabilir. Ancak
bu ¢oklu smiflandirma sistemi kafa karigikligina yol agabilir. Bu ylizden literatiirde
en yaygin kortikal (kompakt) ve trabekiiler (spongiyoz/kanselloz) kemik olarak
smiflandirilmaktadir (Buckwalter, Glimcher, Cooper ve Recker, 1995; Clarke, 2008;
Safadi vd., 2009). Hiicresel ve molekiiler bilesimi bakimindan c¢ok benzer olan
kortikal ve trabekiiler kemikler, fonksiyon ve mekanik o6zellikleri bakimindan
birbirinden farklidir (Grabowski, 2009). Bu farklilik ise dansite veya gozeneklilik, ti¢
boyutlu yapt ve metabolik aktivite gibi iic dnemli 6zellikten kaynaklanmaktadir
(Buckwalter vd., 1995; Clarke, 2008; Safadi vd., 2009). Kortikal kemik uzun
kemiklerin diyafizinde bulunurken (Sekil 1.1.) trabekiiler kemik ise uzun kemiklerin
uc kisimlarinda (metafiz), vertebralarda ve eklem yiizeylerinin yakininda (epifiz)
bulunur (Buckwalter vd., 1996; Grabowski, 2009). Genel olarak olgun bir yetiskin
iskeletinin %80’i kortikal kemikten olusur. %5-10 poroziteye sahip olan kortikal
kemik, burulma ve biikiilmeye karsi maksimum diren¢ saglar ve kemige basinca
kars1 dayanma giicii verir. Trabekiiler kemik ise yetigkin insan iskeletinin %20’sini

olusturur ve sahip oldugu %50-90 poroziteyle birim hacim basina daha yiiksek ytizey



alanina sahiptir. Trabekiiler kemik yiiksek metabolik aktivite ve yeniden sekillenme
(remodeling) oranina sahiptir. Trabekiiler kemikte birincil kemik hiicreleri yiizeye
yakin oldugundan dolasimdaki sitokinlere ve biiyiime faktorlerine daha yakindir ve
bu durumun etkisiyle metabolik uyaranlara daha hizli yanit verir. Sayilan bu
ozellikleriyle trabekiiler veya spongiy6z kemigin gorevi yiiklerin absorbe edilmesi ve
deformasyona izin vermektir (Eriksen, Axelrod ve Melsen,1994; Buckwalter vd.,
1995; Clarke, 2008; Safadi vd., 2009).

Sekil 1.1. Uzun kemigin yapisi.

‘a’ uzun kemigin sagittal kesit yiizeyi; ‘b’ uzun kemigin metafiz ve epifiz bdlgesindeki trabekiiler
kemigin makroskobik goriintiisii (yildiz); ‘c’ uzun kemigin diyafiz bolgesindeki kompakt kemigin

makroskobik goriintiisii (ok).

1.2. Kemigin Histolojisi

Histolojik olarak kemik primer (6rgiimsii, immatiir, olgunlasmamis) ve sekonder
(lamellar, matiir, olgun) olmak tizere iki tipten olusur (Buckwalter vd., 1995). Primer
kemik embriyonik iskeletin yapisin1 olusturur ve iskelet gelisimi siirecinde rezorbe
olarak olgun kemik haline gelir. Yetiskin iskeletinde ise kirik iyilesmesinin erken
kallus doneminde, biiyiime plaklarinda, ligament ve tendolarin kemige giris
bolgelerinde ve kafatasi yassi kemiklerinin eklem yerlerinde (suture margin) primer

kemik dokusu goriiliir (Buckwalter vd., 1995). Primer kemikte kollajen fibrilleri ve



mineralizasyon daginik ve diizensiz karakterizasyon gosterir. Bu durum ise primer

kemigi esnek ancak nispeten zay1f yapar (Buck ve Dumanian, 2012).

Sekonder kemik iyi organize olmus, kemik matriksinin ve osteositlerin uniform
dagilim gosterdigi sikica paketlenmis kollajen fibril tabakalariyla karakterize kemik
tiiriidiir. Iskelet gelisimi sirasinda ve kirik iyilesmesinin ge¢ asamalarinda primer
kemigin yerini alir. Organizasyonu nedeniyle sekonder kemik sert ve giiglii bir yap1

gosterir (Buckwalter vd., 1995; Matos, Aratjo ve Paixao, 2008).

Sekonder veya lamellar kemik sert ve giiclii yapisim1 oldukca iyi organize olmus
konsantrik tabakalarmmin oryantasyonundan alir. Lameller yogun paketlenmis
kollajen fibrillerinden olusur. Komsu lamellerdeki kollajen fibriller farkli yonlerde
ilerler. Bu fibriller lamel iginde birbiriyle baglanti1 kurarken ayni1 zamanda lameller
arasinda da baglant1 kurarlar. Lamellerin ve fibrillerin kendine has oryantasyonu ve
dizilimi kemigin giiciinii arttirir (Buckwalter vd., 1995; Matos vd., 2008; Jepsen,
2009).

Primer ve sekonder kemik yapilarina, bilesimine, organizasyonuna ve mekanik
ozelliklerine gore farklilik gosterir. Primer kemik hizli bir birikim ve doniisiim
oranina sahipken, sekonder kemik daha az aktiftir. Primer kemikte kollajen fibrilleri
(tip-1 kollajen) diizensiz bir yerlesim gosterirken, sekonder kemikte kollajen fibrilleri
oldukca diizenli bir organizasyon gosterir. Primer kemikte osteositlerin sayisi
sekonder kemige gore ¢ok daha fazladir ve biiyiikliik, oryantasyon ve dagilim
acisindan tek diizelik goriilmezken; sekonder kemikte osteositler nispeten bir 6rnektir
ve muntazam bir yerlesim gosterirler. Primer kemikte mineralizasyon diizensiz bir
yap1 gosterir ve mineral birikintileri boyut ve kollajen fibrilleriyle iliskileri
bakimindan bir 6rnek degildir. Bu durum ise radyografide diizensiz goriiniimiine yol
acar. Lamellar (sekonder) kemige baktigimizda boyutlar1 4-12 um arasinda degisen
birbirine paralel seyreden kollajen fibrilleri ve esit dagilim gosteren mineral
birikimleri gozlenmektedir (Martin ve Burr, 1989; Currey, 2012). Sekonder kemigin
kendine 6zgii bu organizasyonu sayesinde radyografide homojen bir goriiniim
gozlenir (Buckwalter vd., 1995). Diizensiz mineralizasyon ve fibril organizasyonu,
daha fazla hiicre ve su icermesi primer kemige esneklik kazandirir ancak sekonder
kemige gore daha zayif ve dayaniksiz olmasina yol agar. Lamellar veya sekonder

kemik ise primer kemige goOre daha az esnek ve olduk¢a dayaniklidir. Kirik



iyilesmesinin erken iyilesme fazinda olusan kallus primer kemik karakterindedir ve
yukarida sayilan mekanik 6zelliklerden 6tiirii kirik iyilesmesinde sekillenen kallusun
iyilesmenin son asamasinda lamellar kemige doniismesi elzemdir (Buckwalter, 1991,

Bonfield, 2018).

Lamellar kemigin dort genel formu vardir: Bunlar, spongiydz kemigin trabekiiler
lamelleri, kortikal kemikteki i¢ ve dis sirkiimferensiyal lameller, kortikal kemikteki
interstisyel lameller ve osteon olarak isimlendirilir. Osteon kortikal kemigin temel
yapisal birimidir ve diyafizin biiyiik kismini olusturan kemigin uzun eksenine paralel
seyreden silindirlerden olusur. Her bir osteon ya da “Havers Sistemi” merkezde
Havers kanal1 ve onu ¢evreleyen konsantrik spesiyal lamellerden olusur (Sekil 1.2.).
Icerisi endosteal hiicreler tarafindan kaplanmis, kan damarlari, lenf damarlar ve
sinirleri igeren Havers kanali kemigin uzunlamasina eksenine paralel olarak seyreder.
Spesiyal lamellerin tizerinde lakun denilen kompartmanlarda osteositler bulunur ve
osteositler lameller iizerinde bir 6rnek ve muazzam bir yerlesim gosterirler (Sekil
1.2)). Osteositlerin sitoplazmik uzantilar1 kanalikiil (Sekil 1.2.) denilen ince
kanalciklar araciligryla baglanti halindedir. Kanalikiiller radiyer bir seyir gostererek
osteositleri Havers kanalina baglar. Bu sayede ostesitlerin besin maddelerini
diftizyonuna olanak saglar (Buckwalter vd., 1995; Matos vd., 2008; Jepsen, 2009;
Safadi vd., 2009). Osteonun merkezinde bulunan Havers kanallar1 “Volkmann
kanal1” olarak bilinen kemigin uzunlamasina eksenine oblik veya dik olarak seyreden
kanallar aracilifiyla komsu osteonlardaki Havers kanallariyla, endosteumla,
periosteumla ve kemik iligiyle baglanti kurarlar. Kompleks i¢ kanal ag1, lakunlar ve
kanalikiiller olgun lamellar kortikal kemigin en dikkat ¢ekici yapisal
ozelliklerindendir (Cooper, Milgram ve Robinson, 1966; Stevens,2008). Kompakt
kemik icindeki bu kanallar ve bosluklar ag1 iyonlarin ve sivilarin mineralize matriks
icinde serbest¢e akabildigi ekstravaskiiler bir alan olusturur (Pienkowski ve Pollack,
1983; Mak, 1990; Kowalchuk ve Pollack, 1993).

Lamellar kemigin osteon haricinde trabekiiler, intersitisyel ve sirkiimferensiyal
formlar1 vardir. Trabeliiler kemikte goriilen trabekiiler lameller yarim daire seklinde
diizenlenmis, li¢ boyutlu olarak trabekiiller kemik agini1 olusturan yapilardir.
Trabekiiler yap1 siingerimsi kemige muazzam ylizey alam1 kazandirir. Kompakt
kemikte goriilen merkezi Havers kanali trabekiiler lamellerde goériilmez, ancak onun

yerine sinlizoidler vardir. Hiicresel agidan da kompakt kemikteki lamellerden daha
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zengin olan trabekiiler lamellerde, vaskiilarizasyonun iyi olmasi ve kemik iligi ile
kemik lamelleri arasindaki temasa izin veren sinuzoidlerin varlig trabekiiler kemigi
kompakt kemikten metabolik olarak daha aktif yapar (Jepsen, 2009). Intersitisyel
lameller (Sekil 1.2.) Havers sistemlerinin ve sirkiimferensiyal lamellerin aralarini

dolduran lamellerdir ve kemik homeostazi siirecinde sekillenen eski osteonlarin

kalintilaridir. Sirkiimferensiyal lameller ise kompakt kemigin i¢ ve dis yiizeyinde

bulunan lamellerdir (Erdost, 2011; Esrefoglu, 2016).

Sekil 1.2. Kompakt kemik yapisinda osteon’a ait histolojik fotograf.

Osteon’un merkezinde bulunan Havers kanali (beyaz ok), lakunlar icerisindeki osteositler (siyah
oklar), ara (interstisyel) lameller (iki uclu oklar) ve kanalikiiller (dikdortgen icindeki kilcal benzeri

yapilar). Thionin boyama, x40 biiyiitme.

1.3. Kemik Zarlan

Periosteum kemigin dis yiizeyini saran zardir (Sekil 1.3.). Periosteum, Sharpey ipligi
denilen kalin kollajen fibriller aracilifiyla dis sirkiimferensiyal ve interstisyel
lamellere sikica baglanir (Kuroiwa, Chihara ve Higashi, 1994). Periosteum

kemikteki kan dolasimina katki saglar ayrica kemik korteksinin dis ligte birlik



kisminin baskin vaskiilarizasyon kaynagidir. Bunlara ilaveten bazi tendon ve
ligamentler i¢in baglanma yeri olarak gorev yapar (Clarke, 2008). Periostun dis
katman1 hiicresel acidan fakir, fakat kollajen bakimindan zengin siki bag doku
karakterindeyken; i¢ katman hiicresel ac¢idan zengin, gevsek bag doku
karakterindedir ve vaskiiler bir pleksus igerir (Clarke, 2008). Periosteal hiicreler
lokal veya sistemik uyaranlarin etkisiyle kemik rezorbsiyonu veya yeni kemik
olusumu gibi gorevleri listlenerek kemik metabolizmasinda gérev yaparlar. Ayrica
akut kirik iyilesmesi esnasinda ilk stabilitede ve kallus olusumunda rol alirlar.
Periosteal hiicreler kemik matriksinde bulunan Volkmann kanallari araciligiyla
endosteum ve kemik iligiyle dogrudan irtibat halindedir (Buckwalter vd., 1995).
Periosttaki hiicresel ve fibroz tabakalarda yasa bagl olarak degisimler gozlenir ve bu
durum periostun osteojenik kapasitesini etkiler. Ornegin, genglerde periostun
hiicresel tabakasi daha kalinken yas ilerledik¢e hiicresel tabaka oldukg¢a incelir ve
yaslilikta osteojenik kapasitenin azaldigi s6ylenebilir (Buckwalter vd., 1995). Yasla

birlikte periostun hiicresel tabakasinda incelmeler ve hiicre sayisinda azalma goriilse

de mevcut periosteal hiicreler yasam boyunca aktivitesini devam ettirir (Buckwalter
vd., 1995; Clarke, 2008).

Sekil 1.3. Kompakt kemikte periost’un histolojik gériintiisii.
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Periost (iki uglu siyah ok). Periost’un kemik lamellerine yakin olan i¢ kisminin hiicresel olarak daha
zengin oldugu goriilmektedir. Lakun igerisindeki osteositler (beyaz oklar), kompakt kemik lamelleri

(siyah asteriks). Masson’un tiglii boyasi, x40.

Endosteum kemigin i¢ yiizeylerini, Havers ve Volkmann kanallarin1 kaplayan zardir.
Endosteum hiicresel olarak periosttan daha zengindir ve damar agimna sahiptir.
Endosteumda bulunan osteoprojenitdr hiicreler kemik iligi ile dogrudan irtibat
halindedir (Clarke, 2008). Periosteum ve endosteum kemik biiylimesi ve onarimi igin
gereklidir. Her ikisi de kemik doku igin gerekli osteoprojenitor hiicre ve osteoblast
kaynagidir (Saglam, Ozer ve Ast1, 2008; Erdost, 2011).

1.4. Kemigin Vaskiilarizasyonu

Kemigin vaskiilarizasyonu kompleks bir intraosse6z kanal ve sinuzoidlerden
olusmaktadir. Kalp debisinin %210-20’lik kismi iskelet sistemine iletilir, fakat
kemiklerdeki kan akisi kemigin bulundugu bolgeye gore farklilik gostermektedir
(Clarke, 2008; Safadi, 2009; Yang ve Gellman, 2011). Tubuler kemiklerde ikili
besleme vardir. Baskin besleme genellikle diyafiz arterleri tarafindan saglanir.
Diyafiz arterlerine (Sekil 1.4.) ilaveten bitisik eklemi besleyen damarlardan, metafiz
ve epifizden ¢ikarak diyafiz damarlariyla anostomoz yapan kiiciik arteriyoller de
vardir (Buckwalter vd., 1995; Safadi, 2009; Yang ve Gellman, 2011). Tubuler
kemiklerin bir diger onemli kan kaynagi periosteal vaskiiler pleksustur. Periostal
pleksustaki damarlar korteksin dis 1/3’lik kismini vaskiilarize eder. Periostal
damarlar Volkmann kanallari araciligiyla diyafizdeki kapillar damarlarla anostomoz
yaparlar. Vendz drenaj ise besleyici arterlere ve pleksuslara eslik ederek kemigi
terkeder (Safadi, 2009; Yang ve Gellman, 2011). Tubuler kemiklerde oldugu gibi
yasst kemiklerde de ikili bir kan dolasimi vardir. Hem besleyici arterlerden
vaskiikarize edilirken hem de periosteal vaskiiler pleksustan vaskiilarize edilir.
Vendz drenaj ise arterlere ve pleksuslara eslik ederek seyreder (Cutting, McCarthy
ve Berenstein, 1984).



Sekil 1.4. Kompakt kemigin diyafiz bolgesine ait histolojik fotograf.

Kan damarlar (siyah oklar), lamellar kemik (iki uglu siyah ok) ve kemik iligi (asteriks). Masson’un

iiclii boyamast, x10.

1.5. Kemigin Bilesimi

1.5.1. Kemik Hiicreleri

Kemik dokunun total hacminin yaklasik %10’u hiicrelerden olusur. Kemikte 4 ¢esit
hiicre bulunur. Hiicre hatti olarak degerlendirildiginde mezenkimal kok hiicre
hattindan gelen osteoprogenitor hiicreler ve osteoprogenitor hiicrelerden farklilagsan

osteoblast ve osteositler ile hematopoietik orjinli osteoklastlar olarak siiflandirilir

(Buckwalter vd., 1995; Clarke, 2008).

1.5.1.1.0steoprogenitor Hiicreler

Osteoprogenitor hiicreler mezenkimal kok hiicrelerden koken alan ve osteoblast ve
osteosit gibi kemik yapan hiicrelere farklilagabilen kemigin kok hiicreleridir. Kemik
kanallarinda, endosteumda, periosteumda ve kemik iliginde bulunur. Ayrica vaskiiler
perisitler de preosteoblast kaynagidirlar (Doherty vd., 1998). Sekil olarak
fibroblastlara benzer. Kemik biiyiimesi ve kirik iyilesmesi gibi durumlarda birtakim
sinyallerin (bliyime faktorleri gibi) etkisiyle migrasyonu, proliferasyonu ve
farklilagsmas sitiimiile edilir. Herhangi bir uyarim ya da sinyal olmadig1 durumlarda
farklilasmamis halde kalirlar (Barrere, Van Blitterswijk ve Groot, 2006; Buck ve
Dumanian, 2012; Esrefoglu, 2016).
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1.5.1.2.0steoblastlar

Kemikteki toplam hiicre hacminin yaklasik %4-6’sin1 olusturan ve “kemik yapan
hiicreler” olarak bilinen osteoblastlar, kemik yiizeyinde sikica paketlenmis olarak
bulunan kiibik sekilli hiicrelerdir. Kemigin organik matriksini sentezleyen bu
hiicreler graniillii endoplazmik retikulum ve Golgi aygit1 yoniinden zengindir (Sekil
1.5.) (Marks Jr ve Popoff, 1988; Damoulis ve Hauschka, 1997; Capulli, Paone ve
Rucci, 2014).

Sekil 1.5. Osteoblast ve osteositlere ait histolojik fotograf.

Lamellar kemik yiizeyinde goriilen osteoblastlar (siyah oklar), mineralize kemik matriksine gomiilii
olarak bulunan osteositler (beyaz oklar) ve lamellar kemik (yildiz). Masson’un ii¢lii boyamasi, x40

biiyiitme.

Osteoblastlar mezenkimal kokenli osteoprogenitdr hiicrelerden koken alir.
Osteoprogenitér  hiicrelerin  osteoblastlara  farklilasmas1  spesifik  genlerin
ekspresyonuna bagimlidir. Osteoblast farklilagsmasinin en Onemli araglart Kemik
Morfogenetik Proteinleri (BMP), Doniistiirlicii Biiyiime Faktorii (TGF) ailesinin
tiyeleri ve Wnt sinyal yolagidir (Grigoriadis, Heersche ve Aubin, 1988; Yang ve
Gellman, 2011). Osteoblast farklilasmasinda Runt-iligkili doniistiiriici faktor 2
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(Runtx?2), distalsiz homeobox 5 geni (DIx5) ve osterix (Osx) genlerinin ekspresyonu
olduk¢a onemlidir. Bunlarin icerisinde Runx2 geni osteoblast farklilagsmasimin ana
genidir ve Runx2 geni susturulmus c¢iplak farelerde osteoblastlarin olmayisi bu
gercegi destekler niteliktedir. Ayrica Runx2 geni ekspresyonunun alkalen fosfataz
(ALP) (Komori vd.), 1997, kollagenAl (CollAl), kemik siyaloprotein (BSP) ve
osteokalsin (OCN) gibi osteoblastla iliskili genlerin ekspresyonunu yukari regiile
ettigi bilinmektedir (Ducy, Zhang, Geoffroy, Ridall ve Karsenty, 1997; Fakhry,
Hamade, Badran, Buchet ve Magne, 2013). Ayrica fibroblast biiylime faktorii (FGF),
bazi mikroRNA’lar (miRNA) ve Konneksin 43 gibi faktorlerin de osteoblast
farklilagsmasina etki ettigi sOylenebilir (Kapinas, Kessler, Ricks, Gronowicz ve
Delany, 2010; Buo ve Stains, 2014). Ornegin, FGF-2 geni susturulmus farelerde
kemik kiitlesinde azalma goriilmesi, miRNA’larin birgok hiicre tipinde gen
ekspresyonunu regiile ettigi gibi osteoblast farklilagsmasini da sitiimiile veya inhibe
etmesi (Tomé vd., 2011; Hassan vd. 2012) ve kemikteki ana konneksin olan
konneksin 43’1 kodlayan gendeki bir mutasyonun osteoblast farklilasmasini bozmasi

osteoblast farklilagsma siirecindeki etkilerini gostermektedir (Flenniken vd., 2005).

Osteoblastlarin farklilasma siirecindeki bazi asamalar sunlardir: Osteoprogenitor
hiicreler Runx2 ve CollAl’in ekspresyonuyla bir proliferasyon fazina girer. Bu
fazdaki hiicrelere preosteoblastlar denir ve preosteoblastlarda ALP aktivitesi artar.
Farklilasmanin ilerleyen asamalarinda Osx, OCN, BSP 1-2 ve kollajen tip 1 gibi
kemigin ekstraselliiler matriks proteinlerinde bir artis gozlenir. Boylelikle
preosteoblastlar morfolojik degisimlerini de tamamlayarak biiyiik ve kiiboidal sekilli
osteoblastlara farklilagirlar (Ducy vd., 1997; Nakahsima vd., 2002; Hu vd. 2005;

Florencio-Silva, Sasso, Sasso-Cerri, Simdes ve Cerri, 2015).

1.5.1.3.0steositler

Osteositler kemikteki toplam hiicre sayisinin yaklasik %90-95’ini olustururlar. Ayni
zamanda kemikte bulunan hiicrelerden yasam siiresi en uzun olan ve en bol olarak
bulunanidir (Franz-Odendaal, Hall ve Witten, 2006). Osteoblast ve osteoklastlarin
kemik olusumu ve rezorbsiyonundaki gorevleri tanimlanirken osteositlerin kemik
matriksi igerisinde pasif hiicreler oldugu diislincesi hakim oldugundan osteositlerle
ilgili olarak morfolojik ve kemikteki konumlar1 itibariyle tanimlamalar

yapilmaktaydi (Rochefort, Pallu ve Benhamou, 2010). Bu durumun baslica sebebi
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osteositlerin  izolasyonundaki  zorluklara bagli olarak islevlerinin yanlis
yorumlanmasiydi. Ancak yeni hayvan modellerinin kullanilmaya baslanmasi, kemik
hiicrelerinin izolasyonunun ve kiiltiir tekniklerinin gelismesi ve osteosit fenotipini
devam ettirebilen hiicre hatlarinin olusturulmasi gibi teknolojik ilerlemeler osteosit

fonksiyonlariin daha iyi anlagilmasini saglamistir (Bonewald, 2011).

Osteositler mineralize kemik matriksi i¢inde lakun adi verilen bosluklarda yasarlar
(Sekil 1.6.). Kemik matriksi igerisine gomiilii olarak bulunan osteositlerin kemik
tiplerine gore morfolojisi degerlendirildiginde; trabekiiler kemikte daha yuvarlak bir
morfoloji goriiliirken, kompakt kemikte ise daha yass1 bir morfoloji goriilmektedir.
Osteositler komsu olduklar1 diger osteositlerle sitoplazmik uzantilar1 araciliyla
iletisim kurarlar. Osteositlerin sitoplazmik uzantilari ile komsu hiicrelerle iletigimi
ise mineralize kemik matriksi icerisinde kanalikiil ad1 verilen kanalciklar sayesinde
olur. Lakunlar ve her bir lakundan ¢ikan yaklasik 50 adet kanalikiil birlikte lakuno-
kanalikiiler sistemi olusturur (Manolagas, 2006). Lakuno-kanalikiiler sistem sinyal
molekiillerinin, oksijen ve besin maddelerinin osteositlere ulagsmasini saglar
(Civitelli, Stains, Shin ve Jorgensen, 2008; Dallas, Prideaux ve Bonewald, 2013).
Ayrica kemigin giinliik mekanik kuvvetlere adaptasyonuna yardimci olur. Ciinkii
osteositler lakuno-kanalikiiler sistem araciligiyla birbirleriyle irtibat halindedir ve
mekanik basinglart ve yiikleri algilayarak mekanosensor olarak hareket ederler
(Rochefort, 2010). Bu 0Ozellikleriyle osteositler, osteoblast ve osteoklast
aktivitelerinin diizenlenmesi yoluyla kemik homeostazina katki saglar (Bonewald,
2007; Dallas vd., 2013). Osteositler osteoblastlarin farklilasmasiyla olusurlar.
Osteoblastlarin  osteositlere farklilasmasinda morfolojik ve ultrastriiktiirel bazi
degismeler goriilir. Bu degisimler osteoblast boyutunun azalmasi, c¢ekirdegin
sitoplazmaya oraninin artmasi, granillii endoplazmik retikulum ve Golgi aygiti
sayilarinda azalma olarak siralanabilir. Bu durum protein sentezi ve sekresyonda
azalma anlami tasir. Mineralize kemik matriksi igerisine gomiilii olarak bulunan
osteosit farklilagmasi tamamlandiginda osteoblasta 6zgii genlerin (OCN, BSPII,
kollajen tip | ve ALP) ekspresyonunda azalma varken, osteosit belirteclerinin (dentin
matriks protein 1-DMP1 ve sklerostin) ekspresyonunda olduk¢a artma gozlenir
(Franz-Odendaal, 2006; Ubaidus, 2009; Bonewald, 2011; Schaffler, Cheung,
Majeska ve Kennedy, 2014).
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Sekil 1.6. Osteosit ve osteoblastlara ait histolojik fotograf.

Lamellar kemik yiizeyinde goriilen osteoblastlar (siyah oklar), mineralize kemik matriksine gomiilii
olarak bulunan osteositler (beyaz oklar) ve kemik iligi (mavi yildiz). Masson’un ii¢lii boyamasi, x40

biiylitme.

1.5.1.4.0Osteoklastlar

Osteoklastlar kemigin rezorbsiyonundan sorumlu olan, terminal farklilagmasini
tamamlamis ve hematopoietik kok hiicrelerin mononiikleer hiicrelerinden kdken alan
cok cekirdekli biiyiik hiicrelerdir. Osteoklastlar ¢esitli faktorlerin etkisi altinda
mononiikleer hiicrelerden farklilasir.  Osteoklastogenezis i¢in ilk  olarak
osteoblastlardan makrofaj koloni uyarici faktér (M-CSF) sentezlenir (Yoshida vd.,
1990; Yavropoulou ve Yovos, 2008). M-CSF senteziyle birlikte osteoklast
prekiirsorlerinden reseptor aktivator niikleer faktor x-B’nin (RANK) ekspresyonu
uyarilir (Sodek ve Mckee, 2000). Osteoklastogeneziste osteoblastlardan sentezlenen
RANK ligand (RANKL) anahtar rol oynar. Osteoklast prekiirsorlerindeki RANK
reseptorlerine RANKL baglanmasiyla osteoklast formasyonu indiiklenir, bu ise
osteoklast  prekiirsorlerinin  flizyonunun uyarilmast anlamma  gelmektedir.

Osteoklastogeneziste rol alan bir diger faktor de osteoprotegerin (OPG)’dir. OPG
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osteoblastlar, stromal hiicreler, gingival ve periodontal fibroblastlarla birlikte cok
cesitli hiicrelerden salgilanir ve etkisini RANKL’ye baglanarak gosterir. OPG’nin
RANKL’ye baglanmasiyla birlikte osteoklastogenez inhibe edilir. Bu nedenle
RANK, RANKL ve OPG osteoklastogenez i¢in anahtar rolleri olan faktorler olarak
bilinir (Sodek ve Mckee, 2000; Phan ve Zheng, 2004; Boyce ve Xing, 2008;

Longhini, Aparecida de Oliveira, Sasso-Cerri ve Cerri, 2014).

Osteoklastlar, Howship lakunalari denilen bélgelerde mineralize kemigi rezorbe
ederler (Sekil 1.7.). Osteoklastlarin aktive olmalari i¢in polarize olmayan olgun
osteoklastlarin kemik matriksine baglanmasi gerekir. Osteoklastlar kemik matriksine
baglandiginda polarize olur ve osteoklastlarda podozomlar ve farkli membran
alanlar1 olusur. Podozomlar bir aktin halkasi ve onun etrafina baglh olarak bulunan
integrinler ve hiicre iskeleti proteinlerinden olusur. Membran alanlar ise
sizdirmazlik bolgesi (sealing zone), kivrimli sinir (ruffled border) ve fonksiyonel
salgi alanlarindan olusur (Luxenburg vd., 2007; Mulari, Vairidniemi ve Vdidnénen,
2003). Osteoklastlar kemik matriksi ile temas ettiginde, osteoklastin fibriller aktin
hiicre iskeleti aktin halkasi seklinde organize olarak rezorbsiyon bolgesini kemik
ylizeyinden izole eden sizdirmazlik bolgesini olusturur. Kemik rezorbsiyonunun
devamlilig1 i¢in kivrimli sinirin ve sizdirmazlik bolgesinin bozulmamasi gerekir
(Teitelbaum, Abu-Amer ve Ross, 1995), eger bozulursa kemik rezorbsiyonu bloke
olur (Vaananen, Zhao, Mulari ve Halleen, 2000). Kivrimli kenarda bulunan H* -
ATPaz pompasi araciligiyla pompalanan H* iyonu CI ile birleserek kemigi
demineralize eden hidroklorik asiti (HCI) olusturur. Kemik matriksini degrade eden
katepsinler, matriks metalloproteinazlar ve tartarat direngli asit fosfataz (TRAP) gibi
enzimler de Howship lakunalari denilen bélgeye tasinir ve kemik rezorpsiyonu
gerceklestirilir  (Nesbitt ve Horton, 1997; Yamaza vd., 1998). Kemik
rezorbsiyonundan sonra degrade olan kollajen ve agiga ¢ikan kalsiyum ve fosfat
endositozla osteoklastlar tarafindan hiicre i¢ine alinir, daha sonra da fonksiyonel

salg1 alanindan transsitoza tabi tutulur (Arana-Chavez ve Bradaschia-Correa, 2009).
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Sekil 1.7. Osteoklast, osteoblast ve osteositlere ait histolojik fotograf.

Lamellar kemik yiizeyinde goriilen osteklast (Siyah ok), mineralize kemik matriksine gomiilii olarak
bulunan osteositler (beyaz ok), lamellar kemik yiizeyindeki osteoblast (kirmizi ok) ve kemik iligi

(mavi ok basi). Masson’un ii¢lii boyamasi, x40 biyiitme.

1.6. Kemik Dokunun Hiicrelerarasi Maddesi

Kemik matriksi toplam kemik hacminin yaklasik %90’1n1 olusturur. Bunun %65’lik
kismini inorganik madde (mineraller), %25°1ik kismini organik maddeler ve geriye
kalan yaklasik %10’luk kismini ise su olusturur (Burr, 2019). Osteoblastlar
tarafindan sentezlenen organik matriks agirlikli olarak Tip-1 kollajenden olusur.
Kemikteki kollajenin yaklasik olarak %95’ini tip-1 Kkollajen olusturur (Garnero,
2015). Diger kollajen tiirleri ise (tip-3 ve tip-4 gibi) tip-1 kolajenin fibril ¢apinin
modiilasyonunda rol oynar (Niyibizi ve Eyre, 1989). Kemikteki kollajen molekiilleri
2 al ve 1 02 zincirinden olusan ii¢lii sarmal yapisindadir (Burr, 2019). Her zincir
yaklasik 1000 aminoasit igerir ve kollajen molekiillerinin sarmal merkezinde Glisin-
X-Y tglisiiniin tekrar eden birimleri bulunur (Burr, 2019). Gli-X-Y tekrar {initeleri

ticlii sarmal yapinin olusumu i¢in olduk¢a énemlidir (Burr, 2019). Kollajende bir¢cok
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amino asit bulunurken Gli-X-Y tekrar {initelerindeki X ve Y gruplart prolin ve
hidroksiprolin tarafindan iggal edilir. Bu amino asitler kollajen zincirinin ana
omurgasi ile halka olusturarak sarmal sertliginin olusumuna katki saglar (Burr,
2019). Organik matriks ayrica osteokalsin, osteonektin, osteopontin, kemik
sialoprotein, fibronektin gibi kollajen olmayan proteinleri, dekorin, biglikan, liimikan
gibi 16sinden zengin proteoglikanlart ve kemik morfogenetik proteinler (BMP) ile
biiyiime faktorlerini igerir (Aszodi, Bateman, Gustafsson, Boot-Handford ve Fassler,
2000). Kemigin organik matriksi kemige 6zgii bir form vererek ¢ekme kuvvetlerine
karsi direng saglar. Ayrica kemik matriksinde bulunan BMP’ler, TGF-B ailesine ait
bliyiime faktorleri, interlokin-1, interlokin-6, osteokalsin, osteonektin ve kemik
sialoprotein gibi maddeler osteogeneziste, mineralizasyonda ve kemigin yeniden
sekillenmesinde 6nemli rol oynarlar (Dickson, Millar ve Veis, 1975; Gundberg,
2003).

Kemigin inorganik matriksi agirlikli olarak kalsiyum ve fosfattan olusur. Kalsiyum
ve fosfatin yanisira bikarbonat, sodyum, potasyum, magnezyum, karbonat, florit gibi
maddeleri de icerir. Kemigin inorganik matriksinin biiyiikk boliimiinii olusturan
kalsiyum ve fosfat iyonlart hidroksiapatit (Cai0(PO4)s(OH)2) formunda bulunurlar.
Ayrica kemik matriksindeki mineraller viicut i¢in depo goérevi de goriirler. Kalsiyum
ve fosfat i¢in rezerv oranlari sirasiyla %99 ve %85 diizeylerindeyken, magnezyum ve
sodyumun yaklasik %40-60’1 kemiklerde bulunur (Buckwalter, 1995). Kemikteki
kollajen ve non-kollajen proteinler hidroksiapatit birikimi i¢in bir yapr iskelesi gorevi
goriir. Bu iliski sayesinde kemige 6zgili sertlik, mukavemet ve basing kuvvetlerine
kars1 dayanma giicii kazandirilir (Datta, Ng, Walker, Tuck ve Varanasi, 2008).
Kemik matriksi organik ve inorganik kisimlari agisindan ayri ayri veya aralarindaki
iliski agisindan degerlendirildiginde, kemige mekanik destek saglamasinin yaninda
kemik homeostazinda da onemli bir role sahiptir. Yapisal olarak da karmagik fakat
1yi organize olmus bir mikrogevre olusturur (Green, Schotland, Stauber, Kleeman ve

Clemens, 1995).
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1.7.  Kemik Fizyolojisi

1.7.1. Mineralizasyon

Kemik doku sertligini mineralize yapisindan alir. Mineralizasyon ise organik matriks
icerisine ¢Oziinebilir haldeki kalsiyum ve fosfatin hidroksiapatit haline gelmesiyle
karakterize bir durumdur. Mineralizasyon siireci osteoblastlar tarafindan diizenlenir
ve organik matriksin sentezlenmesinden yaklasik 10-15 giin sonra baslar

(Sommerfeldt ve Rubin, 2001; Clarke, 2008).

1.7.2. Kemik Olusumu (Osteogenez, Ossifikasyon)

Kemik doku biiylik 6l¢iide mezodermal kokenlidir, fakat i¢ kulak kemiklerine ve
kraniyofasiyal kemiklerin bir kismina crista noralis’in de katkis1 vardir (Minoux ve
Rijli, 2010). Gerek fo6tusta gerekse yetigkin iskeletinde ossifikasyon siireci

endokondral ve intramembrandz olmak tizere iki sekilde ger¢eklesmektedir.

Endokondral ossifikasyon hiyalin kikirdak aracili ger¢eklesen kemiklesmedir.
Embriyonal hayatta uzun kemiklerin olusumunda, epifizyal biiyiimede ve kirik
iyilesmesinde rol alir. Endokondral ossifikasyon kondrositlerin proliferasyonu
sonucu hiyalin kikirdak ¢atis1 olusumu ve bu hiyalin kikirdak taslagindaki dort farkls
bolge olusumuyla karakterizedir (Olsen, Reginato ve Wang, 2000; Ortega, Behonick
ve Werb, 2004; Shapiro, 2008). Bu bolgeler dinlenme bolgesi (resting zone),
proliferatif bolge, hipertrofik bolge ve kalsifikasyon bolgesidir (Sekil 1.8.).
Kalsifikasyon bolgesinin devaminda ise ossifikasyon yani kemiklesme bdolgesi
gorilir. Dinlenme bolgesi ossifikasyon bolgesinden en uzakta bulunur ve normal
kondrositlerin bulundugu boélgedir. Normal kondrositler ¢ogalarak iist iiste dizilir ve
kemigin uzun eksenine paralel klonlar meydana getirir. Bu bolge proliferasyon
bolgesidir. Prolifere olan kondrositler sitoplazmalarinda glikojen birikimiyle
karakterize hipertrofik hiicrelere doniisiirler ve hipertrofik bolgeyi olustururlar
(Ortega vd., 2004; Shapiro, 2008). Kondrositlerin hipertrofisi ve ALP salgilanmasi
kondrositlerin apoptozuna ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) dahil
olmak tizere anjiyojenik faktorlerin salinmasina yol agar. Apoptoza ugrayan
hipertrofik kondrositlerin lakunlari damar invazyonu ve osteoprogenitdr hiicrelerin

migrasyonuna maruz kalir. Bu bélgelere hidroksiapatit kristallerinin ¢okmesiyle
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mineralizasyon baslar. Osteoprogenitdr hiicreler ise osteoblastlara farklilasarak

kemik tiretimini gergeklestirirler (Ortega vd., 2004; Shapiro, 2008).

Sekil 1.8. Epifiz plaginda endokondral ossifikasyon bolgeleri.

Kemigin uzun eksenine paralel klonlar meydana getiren kondrositlerin olusturdugu proliferasyon
bolgesi, prolifere olan kondrositlerin hipertrofiye ugradigi hipertrofik bolge ve ossifikasyon bolgesi
goriilmektedir. Hipertrofik bolgede apoptoza ugrayan kondrositlerin lakunlarina invaze olan damar ve

kemik iligi (asteriks). Masson’un iiglii boyamasi, x40 biiytitme.

Intramembrandz kemiklesme, hiyalin kikirdak taslagi olusmaksizin spontan kemik
olusumu siirecidir. Bu tiir kemiklesmeye yass1 kemiklerin olusumunda, primer kemik
iyilesmesinde ve distraksiyon osteogenezisi siirecinde rastlanir. Intramembrandz
ossifikasyon, mezenkimal kok hiicrelerin osteoprogenitdr hiicrelere farklilagmasiyla
ekstraseliiler matriks icerisinde bir ossifikasyon merkezi olusumu ve daha sonra
osteoprogenitor hiicrelerin prolifere olup farklilasmasiyla osteoblastlara doniistiigii
bir siireci ifade eder (Olsen vd., 2000; Dimitriou, Tsiridis ve Giannoudis, 2005;
Shapiro, 2008). Farklilasan osteoblastlar kemik matriksi yapmaya baslar boylece
kemik spikiilleri ve trabekiilleri olusur. Olusan kemik spikiilleri ve trabekiiller
anastomozlasarak trabekiiler kemigi olusturur ve kalsifikasyon siireci basglar.
Kalsifiye kemik matriksinde hapsolan osteblastlar osteositlere dontisiirler. Mineralize
olmayan bolgelerde ise mezensim igte endosteumu dista da periosteumu sekillendirir.

Ayrica trabekiiller bazi alanlarda smirli kalirlar, bu alanlarda ise mezensimden
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farklilagsarak kemik iligi olusur (Saglam vd., 2008; Erdost, 2011; Topaloglu, Ketani
ve Saruhan, 2017).

1.7.3. Kemik Biiyiimesi, Modelleme ve Remodeling

Dinamik bir doku olan kemik dokuda biiyiime, modelleme ve remodeling faaliyetleri
gerceklesmektedir. Uzun kemiklerde epifiz plaklarinda endokondral ossifikasyon
yoluyla boyuna biiylime goriilirken enine (raidyal) biiyiime ise apozisyonel
biiyiimeyle gerceklesir. Apozisyonel kemik biiyiimesi periosteum seviyesinde kemik
olusumunu takiben endosteum seviyesinde eski kemigin rezorbe edilmesi siirecidir
(Hunziker, 1994). Yass1 kemiklerde ise kemik biiyiimesi bolgeye gore degismekle
birlikte genellikle apozisyonel biiylime seklinde gorilir. Ancak kranio-fasiyal
iskeletin gelisimi sirasinda, degisen boyut ve sekline bagl olarak, kemik biiyiimesine
hem intramembrandz hem de endokondral ossifikasyon siiregleri katki saglar (Khan

vd., 2005; Buck ve Dumanian, 2012).

Kemik doku, iizerine yiiklenen kuvvetlere (gerilme, basing gibi) bagl olarak sekil
degistiren bir dokudur. Bu 6zelligi kemigin modellemesinde Oonem tasir. Kemik
kuvvete maruz kaldig1 bolgelerde giiglenirken kuvvet uygulanmayan bdlgelerde
rezorbsiyona ugrar (Buck ve Dumanian, 2012). Bu nedenle modelleme kavrami
kemigin yapisal giiclinii temsil etmesi bakimindan énem tasir (Khan vd., 2005; Buck

ve Dumanian, 2012).

Remodeling kemigin yeniden sekillendirilmesi siirecidir ve yagam boyu devam eder.
Kemik sagligi, kalsiyum homeostazi ve mikro hasarli kemigin onarimi i¢in yapilan
giinliik temizlik siirecidir. Onarim gerektiren alanlari hedef alan remodeling
isleminde rezorpsiyon ve replasman olaylar1 bir arada gortiliirken, kemik dokunun ii¢
boyutlu yapisinda goriilen degisiklik ¢ok az miktardadir. Osteoblastik ve osteoklastik
islemlerin bir arada goriildiigii bu islemde her bir dongiiniin sonucunda yeni bir
osteon (Havers Sistemi) veya trabekiil iiretilir (Hadjidakis ve Androulakis, 2006;
Clarke, 2008).

1.8. Kirik Iyilesmesi

Kemik doku kendine has 6zellikleri olan essiz bir dokudur ve kendini onarabilme

kabiliyeti vardir. Kirik iyilesmesi ise doku hasarina bir yanit olarak baslatilan iyi
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organize edilmis adimlar1 izleyen bir onarim siirecidir. Bu biyolojik siire¢, kemigin
lamellar yapisini orijinal haline geri getirmeyi ve mekanik giiclinli geri kazandirmay1

amagladigindan biiyiik bir 6neme sahiptir (Brandi, 2010; Marsell ve Einhorn, 2010).

Kemik doku, fibroz skar doku olusmaksizin iyilesebilen birka¢ dokudan biridir
(Marsell ve Einhorn, 2011). Bu nedenle kirik iyilesme siireci kemik gelisimini
Ozetleyen bir doku rejenerasyon bi¢imi olarak kabul edilebilir. Kirik olusumunu takip
eden kemik onarim siirecinde 3 asama vardir. Bu asamalar erken inflamatuvar evre,
proliferasyon evresi ve remodeling evresi olarak siralanmaktadir (Pilitsis, Lucas ve
Rengachary, 2002). Klasik histoloji terminolojisinde kirik iyilesmesi primer (direkt)
ve sekonder (indirekt) kirik iyilesmesi olarak ikiye ayrilmistir (Einhorn, 1998).

1.8.1. Primer Kirik Iyilesmesi

Primer kirik iyilesmesi, dogal kirik iyilesme siirecinde yaygin goriilen bir durum
degildir. Sekonder iyilesmeden daha hizli bir iyilesme siirecidir ve sekonder
tyilesmede goriilen kallus olusumu primer iyilesmede goriilmez. Primer iyilesmenin
gerceklesmesi i¢in kirig@in tam anatomik rediiksiyonuna ve stabil olarak fiksasyonuna
ihtiya¢ vardir. Bu gereksinimler ancak agik rediiksiyon ve internal fiksasyon ile
karsilanabilir. Lamellar kemigin, havers kanallarinin ve kan damarlarinin dogrudan
yeniden sekillenmesiyle karakterize olan primer kirik iyilesmesinde tam iyilesme
birka¢ aydan birkag yila kadar siirebilir (Rahn, 1982; Fackelman, 2002; Marsell ve
Einhorn, 2011).

Primer kirik 1yilesmesi kontakt iyilesmesi veya bosluk iyilesmesi yoluyla olur. Kirik
fragmentlerinin tam anatomik rediiksiyonu ve fragmentler arasindaki gerilmeyi en
aza indirecek stabil bir fiksasyon saglandiginda, fragmentler arast mesafe 10 nm’den
az ve gerilme kuvvetinin de %2’den az oldugu durumlarda kontakt iyilesmesi
gerceklesir (Shapiro, 1988). Kontakt iyilesme i¢in gerekli kosullar saglandiginda,
kirik uglarinin en yakinindaki osteonlarda “kesme konileri” olusur (Hulse ve Hyman,
1993). Kesme konilerinin u¢ kisimlarinda osteoklastlar vardir ve bu osteoklastlar
giinde 50 pm hizinda uzunlamasina bosluklar olustururlar. Bu bosluklar ise kesme
konisinin arkasinda bulunan osteoblastlar tarafindan {iretilen yeni kemik ile
doldurulur. Es zamanl olarak kemik biitinliigii saglanir ve aksiyel yonde Havers
sistemlerinin restorasyonu gergeklesir (Rahn, 1982; Kaderly, 1991). Yeni sekillenen

Havers sistemleri osteoblast prekiirsorlerini tagityan kan damarlarinin penetrasyonuna
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izin verir. Yeni olusan osteon kopriileri periosteal kallus olusumu olmaksizin
olgunlasarak dogrudan lamellar kemigi sekillendirir (Greenbaum ve Kanat, 1993;

Einhorn, 1998).

Bosluk iyilesmesi siireci kirik fragmentlerinin birlesmesi ve osteonlarin yeniden
sekillenmesinin farkli zamanlarda gerceklesmesiyle karakterizedir. Bu ozelligi
bosluk iyilesmesini kontakt iyilesmeden farkli kilar. Kirik fragmentleri arasindaki
mesafe 800-1000 pum’den az olsa bile fiksasyon stabilitesinde ve anatomik
rediiksiyonda azalma varsa bosluk iyilesmesi gergeklesir (Kaderly, 1991). Bu
iyilesme siirecinde kirik bolgesi uzun eksenine dik kemik lamelleri tarafindan
doldurulur ve ikincil osteonal rekonstriiksiyon gereklidir (Schenk, 1994). ilk
olusturulan kemik lamellerinin yerini kademeli olarak revaskiilarize osteonlar alir.
Bu islemler yaklasik 3-8 hafta zaman alir. Yeni sekillenen osteonlar kemigin uzun
eksenine dik olarak uzandigindan mekanik olarak zayiftir. Bu nedenle kontakt
iyilesme kaskadinda goriilen kesme konileri ile ikincil bir yeniden sekillenme

gerceklestirilir (Shapiro, 1988; Andersen, 1989).

1.8.2. Sekonder Kirik Iyilesmesi

Sekonder kirik iyilesmesi endokondral iyilesme, sekonder iyilesme veya kallus
tyilesmesi isimleriyle de bilinir. Kemik iyilesmesinin en yaygin sekli olan sekonder
kirik iyilesmesinde endokondral ve intramembrandz kirik iyilesmeleri birlikte
goriilebilir (Gerstenfeld, 2006). Tam anatomik rediiksiyon ve stabil fikzasyon
gerceklesmedigi durumlarda sekonder kirik iyilegsmesi goriiliir. Kirik uglar1 arasinda
mikro hareket ve bir miktar agirlik tasima durumunda goriilen iyilesme tiirtidiir
(Green, Lubahn ve Evans, 2005). Sekonder kemik iyilesmesi tipik olarak kirigin non-
operatif sagaltimi veya operatif olarak intramedullar pin uygulamasi, eksternal
fikzasyon ve parcali kiriklarin internal fikzasyonu gibi kirik bolgesinde bir miktar
hareketin oldugu bazi operatif tedavilerden sonra meydana gelir (Pape, Giannoudis,
Grimme, Van Griensven ve Krettek, 2002; Perren, 2002). Sekonder kirik
tyilesmesinde kiritk hematomu, inflamasyon, yumusak kallus olusumu, kallus
mineralizasyonu ve kallus yeniden sekillendirilmesi (remodeling) olmak iizere
birbirini takip eden asamalar vardir (Grenbaum ve Kanat, 1993). Bu olaylar1 i¢eren
sekonder kirik 1yilesmesi inflamasyon fazi, proliferasyon fazi ve yeniden

sekillendirme (remodeling) faz1 olmak tizere 3’e ayrilir.
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1.8.2.1.Inflamasyon Fazi

Kirik meydana geldikten hemen sonra bir hematom olusur. Bu hematom kemik doku
bitlinliigii bozulmasi sonucu medullar kanal i¢indeki damarlarin ve periostal
damarlarin yirtilmas: sonucu olusur. Yaralanmayla birlikte iyilesmenin devamliligi
icin gerekli olan inflamatuvar yanit baglatilir. Hematomun medullada, kirik uglar
arasinda ve cevresinde organize olarak kallus olusumu i¢in bir taslak olusturmasi
inflamatuvar yanit sayesinde olur. Ciinkii akut yaralanmalarda proinflamatuvar
molekiillerin kisa ve yiiksek diizeyde salgilanmasi doku rejenerasyonu i¢in oldukca
onemlidir (Gerstenfeld, Cullinane, Barnes, Graves ve Einhorn, 2003). Kirik
hematomunda bulunan plateletler degraniile olarak viicuttaki birgok vazoaktif
mediyatoriin salinmasina neden olur. Yaralanmadan birka¢ giin sonra interlokinler ve
TNF-o gibi ¢esitli yangi mediyatorlerinin seviyeleri 6nemli Olciide yiikselir. Bu
faktorler yangi hiicrelerini harekete gecirir ve kemotaksisine neden olur. Ayni
zamanda anjiyogenezi destekler (Gerstenfeld vd., 2003; Sfeir, Ho, Doll, Azari ve
Hollinger, 2005).

1.8.2.2.Proliferasyon Faz

Proliferasyon fazi kirtk hematomunun organize olmasiyla baslayan bir dizi olaylari
takip eden asamalar1 tanimlar ve fibroplazi siireci olarak da bilinir (Cho vd., 2006).
Travma sonrasi vaskiiler hasara bagl olarak kirik bolgesinde hipoksi sekillenir ve
kirik fragmentlerinin uglarindaki osteositler beslenemedikleri i¢in nekroza ugrarlar.
Nekroze alanlar yangi bolgesine go¢ eden makrofajlar (osteoklastlar ve kemik iligi
kaynakli mononiikleer hiicreler) tarafindan fagosite edilir (Gerstenfeld vd., 2003;
Oryan, Monazzah ve Bigham-Sadegh, 2015). Makrofajlar ayni zamanda
rejenerasyon fazini destekleyen BMP-2, BMP-5, BMP-7 gibi kemik morfojenik
proteinleri ile TGF-B, PDGF ve IGF gibi biiyiime faktorlerini salgilar. Salgilanan
biliylime faktorlerinin etkisiyle mezenkimal kok hiicrelerin kirik bdolgesine goc
etmesi, toplanmasi, proliferasyonu ve kondroblastlara, fibroblastlara, angioblastlara
ve osteoblastlara farklilagsmasi uyarilir (Sfeir vd., 2005; Kim vd., 2017). Farklilasan
endotel hiicreleri, fibroblastlar ve osteoblastlar kirik fragmentleri arasindaki boslugu
doldurarak graniilasyon dokusu olustururlar. Inflamasyon asamasinda olusan bu ilkel

kallus fibrin agisindan zengindir ve kirik hattindaki kontrolsiiz hareketliligi azaltir.
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Ilkel kallus dokusu iginde, kirik fragmentleri arasinda ve periosteal bdlgelerin disinda
endokondral bir olusum meydana gelir ve kademeli olarak yumusak kallus kikirdak
goriiniimiine doniisiir (Cho vd., 2006; Lee ve Lorenzo, 2006). Travmadan 7-9 giin
sonra meydana gelen bu yumusak kallusta kirik fragmentlerinin distal ve proksimal
uclarinda subperiostal olarak intramembrandz ossifikasyon yaniti da sekillenir.
Boylece sert kallus sekillenir ve olugan sert kallus kirilmaya diren¢ gosteren ayni
zamanda agirlik tasimaya izin veren yari sert bir yap1 olusturur (Rahn, 1982; Kitaori
vd., 2009). Biiylime faktorlerinin etkisiyle endokondral ossifikasyon bolgesindeki
kondrositler hipoksiye ugrar ve yine kademeli olarak kikirdak dokunun yerini
ossifiye doku alarak sert kallusun sekillenmesine neden olur (Keramaris, Calori,
Nikolaou, Schemitsch ve Giannoudis, 2008). Kirik iyilesmesindeki basari ig¢in
revaskiilarizasyon sarttir. Cilinkii endokondral ossifikasyonun devamliligi ig¢in
hipoksik kondrositlerin ve dejenere kikirdak matriksin yerini kan damarlarinin
doldurmas1 gerekir (Albrektsson ve Johansson, 2001). Boylece avaskiiler kikirdak
matriksinin yerini vaskiilarize bir kemik dokusu alir. Bu degisimi saglayan ise hem
osteoblastlardan hem de hipoksik kondrositlerden salgilanan vaskiiler endotelyal
biiyiime faktoriidiir (VEGF). VEGF hem vaskiilogenezi hem de anjiyogenezi uyarir.
Bu nedenle VEGF kirik bolgesinin neoanjiyogenezi ve revaskiilarizasyonu igin
olduk¢a onemlidir (Kremaris vd., 2008; Goldhahn vd., 2012).

1.8.2.3.Remodeling Faz1

Remodeling fazi kallus olusumu ve mineralizasyonu, mineralize kallusun mineralize
kemik ile yer degistirmesi, yeni sentezlenen kemigin remodeling ile orijinal sekline,
boyutuna ve biyomekanik kabiliyetine geri dondiiriilmesi asamalarini igerir (Kumar
ve Narayan, 2014). Diizensiz sekillenen kemik kallusun lamellar kemige
dontisiimiinii igerdiginden sekonder kemik olusumu olarak da tanimlanir (Yang vd.,

2007; Schindeler, McDonald, Bokko, Little, 2008).

Remodeling siireci sert kallusun osteoklastlar tarafindan rezorpsiyonu ve
osteoblastlar tarafindan lamellar kemik {retiminin dengesiyle gerceklesir. Bu
yeniden sekillenme siireci 3-4 hafta gibi erken bir donemde baslasa bile
tamamlanmas1 yillar siirebilir. Remodeling siireci birtakim proinflamatuvar
maddelerin, bazi biiylime faktorlerinin, biiyiime hormonu ve parathormonun kontrolii

altindadir (Goldhahn vd., 2012). Ancak basarili bir yeniden sekillenme i¢in yeterli
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vaskiilarizasyon ve mekanik stabilitede kademeli artis oldukca 6nemlidir (Lauzon,

Bergeron, Marcos ve Faucheux, 2012; Kumar ve Narayan, 2014).

1.9. Kemik Defektleri

Kemik doku rejenerasyon kabiliyetinin iyi olmasi ve iyilesme siirecinde skar dokusu
olusturmamasi ile bilinen bir dokudur (Marsell ve Einhorn, 2011). Kirik
tyilesmesinde anatomik rediiksiyon ve stabil fiksasyon ¢ok gerekli olmakla birlikte
osteoblastlar, osteoklastlar, bazi biiylime faktorleri, hormonlar, yas, beslenme, kronik
hastaliklar gibi bircok faktor kirik iyilesme siirecini etkileyebilir (Keating vd., 2005).
S6z konusu faktorlere bagl olarak travma sonrast gecikmis kaynama, kaynamama,
yanlis kaynama ve baz1 kemik kayb1 sorunlar1 ortaya c¢ikabilir. Kirik iyilesmesinin
¢ok iyi organize edilmis fizyolojik siireci normal olarak devam etse bile bazi klinik
durumlar kirik iyilesmesi iizerine oldukga etkilidir (Raisz, 1999). Ornegin iskelet
kusurlari, avaskiiler nekroz ve osteoporoz gibi durumlar kirik iyilesmesi iizerine
biiylik 6l¢iide etkilidir. Ayrica yliksek enerjili travma sonucu yumusak doku kaybi ve
periosteal siyrilma ile seyreden acik kiriklar (6zellikle agik tibia kiriklar), patlama
yaralanmalari, genis bir debridman gerektiren enfeksiyon veya tiimor rezeksiyonlari
da kritik kemik kayiplarina yol agabilir (Keating, Simpson ve Robinson, 2005).
Yukaridaki bilgilerden de anlasilacagi gibi kemik defektlerinin etiyolojisi ¢esitlilik

gostermektedir.

Kritik boyutlu kemik defekti cerrahi stabilizasyona ragmen kendiliginden
iyilesmeyen kusuru tanimlar (Keating vd., 2005). Literatiirdeki tanimlamaya gore
uzunlugu 2cm’den fazla ve ¢evresinin %50’s1 kayba ugramis defektler kritik boyutlu
olarak tamimlanir (Keating vd., 2005; Sanders vd., 2014). Bununla birlikte defektin
anatomik lokasyonu ve onu c¢evreleyen yumusak dokunun durumu da bu

tanimlamay etkiler (Keating vd., 2005; Sanders vd., 2014).

Kemik defektlerinin spontan olarak iyilesmesini etkileyen birgok faktdr vardir.
Bunlar kritik boyutu, mutlak ve nispi boyutu, gevresel kemik kaybi olup olmadigi,
cevresel yumusak doku kaybi olup olmadigi, anatomik lokasyonu (diyafizer,
metafizer veya artikiiler), yumusak doku ortami, hastanin yasi ve kronik hastaliklar
gibi faktorlerdir. Kemik replasmani gerektiren defektlerin tedavisinde kemik

rejenerasyonunu uyarmak veya arttirmak igin ¢esitli yontemler vardir. Altin standart
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otolog kemik grefti olsa da distraksiyon osteogenezi, artrodez, allojenik grefler,
kemik iligi grefti, demineralize kemik matriksi ve kalsiyum fosfat bazli kemik greft
ikameleri tedavi amaciyla kullanilmaktadir (Green, Jackson, Wall, Marinow ve
Ishkanian, 1992; Giannoudis, Dinopoulos ve Tsiridis, 2005). Ayrica biiylime
faktorleri ve kemik morfogenetik proteinleri de iceren tedavi yaklagimlar1 mevcuttur
(Aronson, 1997; Giannoudis ve Einhorn, 2009). Distraksiyon osteogenezi, otogreft
ve artrodez gibi bilinen tekniklerin disinda, biyoteknolojileri kullanan doku
miithendisligi ve rejeneratif tip uygulamalar1 kemik defektlerinin tedavisinde ¢ok
fayda saglayabilir (Calori vd., 2018). Bu nedenle takip eden bdliimde doku
mihendisligi  yaklasimindan ve sert doku mihendisligi uygulamalarindan

bahsedilecektir.

1.10. Doku Miihendisligi Yaklasimi

“Doku miihendisligi” terimi ilk olarak Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) 1987
yilinda Ulusal Bilim Vakfi (US National Sciences Foundation) tarafindan diizenlenen
biyomiihendislik panelinde ortaya ¢ikmustir (Nerem, 1992). Langer ve Vacanti
(1993) tarafindan tanimlanan doku miihendisligi; hasarli veya yipranmis biyolojik bir
dokunun fonksiyonunu taklit edebilecek veya biitiiniiyle bir organin ikamesi
olabilecek nitelikte yeni bir doku elde etme amaci giiden, miihendislik ve yasam
bilimleri ilkelerini birlikte barindiran multidisipliner bir alandir (Langer ve Vacanti,
1993; Neubaer, Dobl ve Scheibel, 2021). Doku mihendisligi yaklagimi
tanimlanirken “rejeneratif tip” terimi ve yaklasimi gozardi edilmemelidir. Ilk olarak
1998 yilinda ortaya cikan rejeneratif tip terimi (Mahla, 2016) “normal islevlerini
yerine getirmek veya onarmak amaciyla insan hiicrelerini, dokularim1 veya
organlarimi degistirme veya yenileme siireci” olarak tanimlanmistir (Mason ve
Dunnill, 2008). Bu anlamda rejeneratif tip alan1 doku mithendisligi, kok hiicreler ve
klonlama gibi teknoloji alanlarin1 kapsar (Atala, 2006) ve hiicre bazli tedaviler,
immunomodiilasyon, gen tedavisi, nanotip ve doku miihendisligi uygulamalar1 da
dahil olmak iizere hiicre, doku veya organ yenilenmesini indiiklemek {izere farkl
stratejiler kullanir (Salgado vd., 2013). Aslinda ortak amaclara hizmet ettigi agikca
goriilen bu iki alan birbirinden bagimsiz olmayip ¢ok siki iliski igerisindedir. Bu
nedenle son yillarda bu iki alan birleserek “doku miihendisligi ve rejeneratif tip”

adiyla daha genis bir alan haline gelmistir (Salgado vd., 2013).
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Yaralanma ve hastaliklardan kaynaklanan doku veya organ yetmezligi énemli bir
saglik sorunudur. Doku miihendisligi, miihendislik ve fizik bilimini yasam
bilimleriyle birlestirerek hasarli doku ve organlarin rejenerasyonunu, reperasyonunu
veya degistirilmesini amag¢ edinir (Shafiee ve Atala, 2013). Bu amaglar
gerceklestirmek i¢in ise ¢esitli hiicre hatlari, biiylime veya farklilastirma faktorleri ve
biyomateryaller olmak iizere ii¢ temel enstriman Kkullanilmaktadir (Salgado,
Coutinho ve Reis, 2004). Bu enstriimanlarin kullaniminda ise hiicre kaynagi, doku
iskelelerinin hazirlanmasi, hiicre ekimi ve kultir ortami, matriks hazirlanmasi,
hiicrenin mekanik o6zellikleri ve hayvan modelleri gibi bircok faktér doku

miithendisligi i¢in kritik 6neme sahiptir (Olson, Atala ve Yoo, 2011).

1.10.1. Doku Miihendisliginde Biiyiime Faktorlerinin Kullanim

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan 6nemli enstriimanlardan biri biiyiime
ve farklilastirma faktorleridir. Biiyiime faktorleri dogal olarak hiicrelerden
salgilanan, ekstraselliiler matriks ile dogrudan etkilesime giren, gelisme ve yara
iyilesmesi sirasinda hiicresel sinyal iletim yollarin1 aktive eden spesifik reseptorlere
baglanarak hiicre biiylimesine, ¢ogalmasina, farklilasmasina ve gociine katilabilen
¢oziniir proteinlerdir (King ve Krebsbach, 2012; Wang vd., 2017; Qian vd., 2017,
Ren, Zhao, Lash, Martino ve Julier, 2020). Biiyiime faktorlerinin yara iyilesmesi,
deri, kikirdak ve kemik doku miihendisliginde énemli uygulamalar1 vardir. Ornegin
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve fibroblast biiylime faktorii (FGF)
aileleri, hiicre migrasyonunu ve endotel hiicre proliferasyonunu indiikleyebilir;
Platelet kaynakli biiylime faktorii (PDGF-BB) kok hiicre toplanmasini, perisit
adezyonunu ve damar olgunlasmasini uyarir (Hellberg, Ostman ve Heldin, 2010).
Hepatosit biiytime faktérii (HGF) mezenkimal kok hiicrelerin ¢ogalmasini, gociinii
ve farklilagmasini diizenleyebilir. Goriildiigii iizere biiylime faktorlerinin cesitli
spesifik biyolojik o6zellikleri vardir, bu nedenle kullanim alanlar1 ve uygulamalari
farklilik gosterebilir (Catizone, Ricci, Del Bravo ve Galdieri, 2006). Klinik
caligmalarda biiytime faktorlerinin etkinligi ve giivenilirligi hakkinda kapsamli
caligmalar olmasina ragmen, kullanimlariyla ilgili bazi sinirlayicit durumlar vardir.
Ciinkii klinik kullanimda tercih edilen ¢oziinlir biiyiime faktorlerinin miligram
seviyesindeki miktarlar1 fizyolojik rejenerasyon igin gereken miktardan ¢ok daha
fazladir. Yiiksek miktardaki ¢ozlinmiis biiylime faktorii hedef bdlgenin yakinindaki

dokulara veya kan dolasimina karigarak istenmeyen etkilere yol agabilir. Canli
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organizmadaki uzun vadeli rejenerasyon siireci goz oniine alindiginda “etkinlik/yan

etki” ¢eliskisi iyi degerlendirilmelidir (Aguilar, Silva ve Moulton, 2019).

Doku miihendisliginde kullanilacak biiylime faktoriiniin hedef bolgeye hassas
miktarda ve giivenli salinimi oldukca 6nemlidir. Yar1 omriinlin az olmas1 biiylime
faktorlerinin aktif oldugu siireyi Onemli Olgiide etkiler. Bu durum biiyiime
faktorlerini uzun siire tutabilen dagitim sistemlerinin ortaya ¢ikmasina yol agmustir.
Bu dagitim sistemlerinin amaci doku olusum siirecini ve terapotik etkiyi kontrol
altinda tutarak biiyiime faktorlerinin giivenli ve hassas saliimini saglamaktir
(Aguilar vd., 2019). Doku miihendisliginde kullanilan biliylime ve farklilagma

faktorlerini tastyacak dagitim sistemlerinde biyolojik 6zellikler, malzeme se¢imi ve

dagitim stratejileri olmak tizere ii¢ dnemli bilesen vardir (Sekil 1.9.) (Aguilar vd.,

2019).

25 g,

Sekil 1.9. Biiylime faktorleri dagitiminin bilesenleri

Sekil 1.9. Aguilar vd., (2019)’dan uyarlanmistr.

Yukarida bahsedilen ii¢ bilesen 1s18inda biliylime faktorleri icin cesitli tasima
sistemleri tasarlanmistir. Bunlar polisakkaritlerden ve diger biyomakromolekiillerden
cesitli formlarda nanofiberler, nanolifler, scafoldlar, hidrojeller, siingerler,
mikrokiireler, nanopartikiiller ve kompozitler seklinde gelistirilen tasima

sistemleridir. Sentetik veya dogal malzemelerden {iretilen tagima sistemleri mevcut
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oldugu gibi, dogal biyomalzemelerden iiretilen tasima sistemleri avantaj
saglayabilirler. Bu biyomalzemeler ekstraselliiler matriks bilesimine benzer
ozellikler gosterdiklerinden viicut tarafindan taninir ve tolere edilir. Ayrica dogal
biyomalzemelerin degisen teknolojik gelismelere ayak uydurabilmesi, dogal olarak
bol bulunmasi ve kimyasal modifikasyonlar icin yeterli kapasiteye sahip olmasi da
onemli avantajlarindandir (Miao, Wang, Zeng, Liu ve Chen, 2018; Tiwari, Patil ve
Bahadur, 2019).

1.10.2. Doku Miihendisliginde Hiicre Temelli Tedavi Yaklasimlari

Doku miihendisligi uygulamalarinin temel enstriimanlarindan biri olan hiicre temelli
tedavi yaklagimlarina baktigimizda, kaynagina gore ii¢ tip hiicre kullanimi
goriilmektedir. Bunlar hastanin kendinden olan otolog hiicreler, ayni tiire ait fakat
farkl bir bireyden alinan allojenik hiicreler ve farkl bir tlirden elde edilen ksenojenik
hiicrelerdir (Olson vd., 2011). Gerek implant reddi gerekse kontaminasyon agisindan
degerlendirildiginde en giivenilir hiicre kaynagi otolog hiicrelerdir. Ancak, yaslilik ve
ileri derecede organ yetmezligi olan hastalarda yeterli hiicre hasadinin yapilamayisi
otolog hiicre kullanimini sinirlayan durumlardandir. Otolog hiicrelerin yetersiz hasat
edildigi durumlarda ise uzun siireli kiiltivasyonu gerekir ve bu islem hem uzun
zaman gerektiren hem de kontaminasyon riskinin arttig1 bir siirectir (Dzobo vd.,
2018). Ksenojenik hiicreler kullanilan hiicre kaynaklar1 arasinda en az giivenilir
olanlaridir. Ciinkii domuzlarda rapor edilen endojen retroviruslarin varligi ksenojenik
hiicreleri en az gilivenli hale getirmektedir (Kimsa vd., 2014). Allojenik hiicreler ise
ozellikle deri dokusu miihendisligi i¢in uygun hiicrelerdir. Bunun sebebi ise yiiksek
bliylime faktorii salgilama kabiliyetleridir. Ancak bu yiiksek aktivite viral

enfeksiyonlar i¢in biiyiik bir risk tagimaktadir (Bi ve Jin, 2013).

Hiicre temelli tedavilerde en kritik konu yeterli sayida ve canli hiicre saglamaktir
(Berthiaume, Maguire ve Yarmush, 2011). Hiicreler tipik olarak sinirli miktarda
bulunan donér dokusundan veya kok hiicrelerden elde edilirler (Berthiaume vd.,
2011). Dokuya 6zgii farklilasmis otolog hiicreler bir bireyden elde edilir, in vitro
olarak cogaltilir ve tekrar ayn1 bireye tedavi amaciyla yeniden verilir ve immiinolojik
olarak ideal hiicrelerdir. Kikirdak hasarlarinda kondrositlerin (Grande, Pitman,
Peterson, Menche ve Klein, 1989; Brittberg, 1994) yanik ve yara tedavilerinde

dermal fibroblastlarin veya keratinositlerin (Navsaria, Myers, Leigh ve McKay,
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1995; Carsin vd., 2000) kullanimi otolog hiicre kullanimina Ornek olarak
gosterilebilir. Otolog hiicrelerin kullanilmasinda “kendi kendini” onarma fenomeni
her ne kadar cekici olsa ve immunsupresif bir ilagla kullanmay1 gerektirmese de bazi
sinirlayict durumlar vardir. Bu durumlari; hiicre dondr alanlarindaki sinirli miktarda
bulunan saglikli doku varligi, hiicre elde edilmesinde biyopsinin yani sira ¢ogu
zaman invaziv cerrahi prosediirlerin kullanilarak ikincil defekt alanlarimin ortaya
¢ikmasi ve agri semptomlari, izole edilen primer hiicrelerin in vitro kiiltiirii esnasinda
yeterince ¢ogalmamasi, yaslanmasi veya farklilagmamasi seklinde siralayabiliriz
(Fodor, 2003). Bu dezavantajlar1 gidermek igin ise periferik kandan ve kemik
iliginden izole edilen otolog progenitdr hiicreler kullanilmaktadir. Otolog progenitor
hiicreler hastanin kendisinden elde edildigi i¢in immiinolojik agidan idealdir ve
cesitli hiicre hatlarina farklilasma kabiliyetlerinden 6tiirii avantaj saglar (Fodor,
2003). Otolog hiicre kaynaklarinin yaninda allojenik ve ksenojenik hiicre kaynaklari
degerlendirildiginde her iki hiicre kaynaginin da avantajli ve dezavantajli durumlari
goriilebilmektedir. Ornegin, yetiskin dokusundan elde edilen allojenik kék hiicreler
farkli hiicre hatlarmna farklilasabilme kabiliyetindedirler. Ancak, istenilen
farklilasmay1 yonlendirebilme ve fenotipi segebilme zorlugu nedeniyle kullanirken
immunsiipresyon gerektirmeleri bir dezavantajdir. Allojenik hiicre kaynaklarindan
biri de embriyonik kok hiicrelerdir. Blastosistten izole edilen embriyonik kok
hiicreler siirsiz olarak ¢ogalabilmeleri ve birgok hiicre hattina farklilagabilmelerine
ragmen insan embriyonik kok hiicrelerin kullanimina dair etik kaygilar bu hiicrelerin
kullanimimi kisitlamaktadir (Evans ve Kaufman,1981; Nagy vd., 1990). Ancak
yetiskin kok hiicrelerin, indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin, plasental ve
umbilikal kord kaynakli kok hiicrelerin kullanimindaki gelismeler uygun kaynak
olarak bu hiicrelerin embriyonal kok hiicrelerin yerini almasina olanak saglamaktadir
(Berthiaume vd., 2011). insan kok hiicrelerinin elde edilmesinde karsilasilan saglikli
donér eksikligi, invaziv cerrahi prosediirler, kontaminasyon riskleri ve bazi etik
problemler ksenojenik hiicre hatlarinin alternatif kaynak olma potansiyelini
giiclendirmektedir (Denker, 1999; Romano, 2004). Ksenojenik hiicre hatlar1 diisiik
maliyeti, tekrarlanabilirligi, genetik olarak tek hiicre modifikasyonu ve
kriyoprezervasyon gibi avantajlar saglasa da dondr hayvanlarin biyogiivenli
ortamlarda yetistirilmesi, viral etkenlerin elimine edilmesi ve trasplantasyon sonrasi
stirekli takip gibi durumlarin gézardi edilmemesi gerekir (Wynyard, Nathu,
Garkavenko, Denner ve Elliott, 2014; Cooper vd., 2017).
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1.10.3. Doku Miihendisliginde Doku Iskelelerinin Kullanimi

Etkili doku miihendisligi uygulamalart i¢in temel ihtiyaclardan biri de doku
iskeleleridir. Bilindigi tizere doku iskeleleri, hiicreler ve biiytime faktorleriyle birlikte
doku miihendisligi uygulamalarinin {i¢ bileseninden biridir. Doku iskeleleri hiicre ve
doku biiyiimesi veya farklilagmasi i¢in gecici matriksler olarak islev goren biyolojik
olarak pargalanabilir sablonlardir (Salgado vd., 2004). Doku iskeleleri dogal
dokunun fiziksel ve kimyasal yapisinmi taklit ederek hiicrelerin dogal dokudaki gibi
islev gormelerini saglayan hiicresel ortami olusturur. Hiicre temelli uygulamalarda
kullanilan iskelelerin hiicre baglanmasi ve migrasyonu, biyokimyasal faktorlerin
tutulumu veya salinimi, besinlerin, eksprese edilen iirlinlerin ve atik maddelerin
diftizyonuna olanak saglayacak sekilde gbozenekli ortam ve mekanik sertlik veya
esneklik gibi bazi amacglara hizmet etmesi gerekir (Berthiaume vd., 2011). Ayrica
biyouyumlu olmasi, kontrollii biyobozunurluga sahip olmasi, dogal dokuya benzer
mekanik o6zellikler tasimasi, 3 boyutlu sekillere kolay islenebilen gbzenekli yapida
olmasi ve yerine gececegi dokudaki hiicrelerin biiylimesine ve farklilagmasina olanak

saglamasi gibi 6zellikleri tagimasi beklenir (Salgado vd., 2004; Salgado vd., 2013).

Doku fonksiyonlarinin devamliligi ve daha iyi anlasilmasi igin hiicre-ekstraselliiler
matriks (ECM) iliskisi olduk¢a oOnemlidir. Ciinkii, ekstraselliiler matriks sadece
fiziksel destek ve ii¢ boyutlu ortam saglamakla kalmaz, ayni zamanda hiicresel
islevleri destekleyen biyoaktif bir mikrogevre saglar (Keane ve Badylak, 2014). Bu
nedenle doku miihendisliginde kullanilan biyomateryallerin dogal dokunun
ekstraselliiler matriksini biyolojik ve mekanik olarak taklit edecek sekilde
tasarlanmas1 gerekir. Uygun biyomateryallerin kullanimiyla hem hiicrelerin
tutunmasina, proliferasyonuna ve gelismesine olanak saglayan 3 boyutlu ortam
saglanir hem de in vivo kosullardaki mekanik kuvvetlere karsi1 destek saglanmis olur.
Bunlara ilaveten biyomateryaller hiicrelerin veya biiylime faktorlerinin viicutta
istenilen bolgelere tasinmalarina olanak saglayan tasiyici sistemler olarak da

tasarlanirlar (Kim ve Mooney, 1998; Olson vd., 2011).

Dogal ECM’nin bilesiminin ve ince yapisinin karmasiklig1 nedeniyle ECM’yi birebir
taklit eden biyomateryal sentezi heniiz miimkiin degildir. Bu nedenle biyomateryal
tasarimlar1 yapilirken dokuya ve hiicreye 6zgli olarak iiretim stratejisi belirlenir.
Kimi zaman sekil, gozeneklilik, sertlik, dayaniklilik 6n plandayken kimi zaman

bozunma hizinin kontrolii, hiicre tasima kabiliyeti ve mikro yap1 gibi 6zellikler 6n
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plandadir. Uretim stratejini belirleyen ise hedef doku veya organin karakteristigidir
(Keane ve Badylak, 2014). Tim bu amaglara hizmet etmek amaciyla cesitli
maddelerden iiretilen biyomateryaller vardir. Genel olarak doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilan biyomateryalleri dogal olarak {iretilmis malzemeler,
sentetik malzemeler ve deseliilerize doku matriksi olmak {lizere ii¢ sinif altinda

toplayabiliriz (Olson vd., 2011).

Doku miihendisligi uygulamalarinda gézenekli, mikro kiire, hidrojel, lifli, polimer-
biyoseramik kompozit ve hiicresiz yapi iskeleleri iginde barindiran farkli tipte
iskeleler kullanilmaktadir (Dhandayuthapani, Yoshida, Maekawa ve Sakthi, 2012).
Her bir doku icin farkli mekanik ve fiziksel ozellik tasimasi gereken doku
iskelelerinin sentezlenme asamasinda da farkli yontemler kullanilmaktadir. Ornegin;
termal olarak indiikklenen faz ayrimi, solvent dokiimii, partikiil uzaklastirma,
dondurarak kurutma, gaz kopiiklestirme ve elektroegirme gibi yontemler doku
iskelelerini sentezlemek i¢in kullanilan yontemlerden bazilaridir (Ravichandran,

Sundarrajan, Venugopal, Mukherjee ve Ramakrishna, 2012).

1.10.3.1. Dogal iskeleler

Dogal malzemelerin ornekleri arasinda hyaluronik asit, kitosan, kollajen, aljinat,
agar-agaroz, seliiloz, nisasta ve dekstran gibi malzemeler bulunur. Diisiik toksisiteye
ve diisiik kronik inflamatuvar yanita sahip olmalari, diger dogal malzemelerle veya
sentetik malzemelerle kompozit olusturabilmeleri ve dogal enzimler tarafindan
bozunabilir olmas1 gibi 6zellikleri dogal malzemelerin avantajlariyken, mekanik
mukavemetinin zayif olmasi, karmagik yapisindan o&tiiri mantiplasyonundaki
zorluklar, kolay denatiire olmasi ve ¢ogunlukla toksisiteye yol acabilecek kimyasal
modifikasyon gerektirmesi gibi O6zellikleri dezavantajlar1 olarak siralanabilir (Eybl
vd., 1992; Van Luyn vd., 1992; Damink vd., 1996; Gough, Scotchford ve Downes,
2002).

Hyaluronik asit ilk olarak 1934 yilinda sigir géziiniin corpus vitreum’undan izole
edilen bir glikozamino glikandir (Meyer ve Palmer, 1934). Yapisinda uronik asit ve
amino seker grubu bulunur. Biyobozunurlugu nedeniyle doku miihendisligi
uygulamalarinda mesh, siinger ve hidrojel formlarinda kullanilmaktadir (Park, Lee ve
Kim, 2011; Perng, Wang, Tsi ve Ma, 2011; Place vd., 2012). Sulu ortamlardaki

bozunma siiresinin kisa olmasi ve mekanik 6zelliklerinin diisitk olmas1 nedeniyle bu
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ozelliklerini iyilestirmek i¢in cesitli kimyasal modifikasyonlar ve gapraz baglanma
reaksiyonlart ile kullanilmaktadir. Hyaluronik asitten iiretilen doku iskeleleri, yara
iyilesmesinde, hiicre tasima sistemlerinde, kikirdak ve kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilmaktadir (Lei, Rahim, Ng ve Segura, 2011; Freymann vd.,
2012; Erickson vd., 2012; D’Agostino vd., 2015; Cui, Qian, Liu, Zhao ve Wang,
2015).

Kitosan kitinin deasetilasyonu ile ilde edilen B-1,4-glukozamin ve N-asetil-D
glukozamin kopolimeridir. Kitosan bazli yapi iskeleleri biyouyumlu, biyobozunur,
non-antijenik ve non-toksik ozellikler tasirlar (Huang, Onyeri, Siewe, Moshfeghian
ve Madihally, 2005). Deri (Prasad, Shabeena, Vinod, Kumary ve Anil Kumar, 2015),
kikirdak (Song vd., 2015), kemik (Peng vd., 2012) ve kalp doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilan kitosan bazli doku iskeleleri dokuya 06zgii olarak
glutaraldehit (Wilson, Pratt ve Kozinski, 2013), genipin (Frohbergh, 2012) ve
glioksal (Monier, Ayad ve Abdel-Latif, 2012) gibi ¢esitli ¢apraz baglayicilarla isleme

tabii tutularak 6zellikleri degistirilebilir.

Uc iplikli sarmal yapiya sahip olan kollajen ekstraselliiler matriksin 6nemli bir
bilesenidir (Berisio, Vitagliano, Mazzarella ve Zagari, 2002; Yang vd., 2004).
Genellikle hayvan dokularindan izole edilir ve bu durum viral ve prion kaynakl
kontaminasyonlar1 akla getirir. Kontaminasyonlarin Oniine ge¢mek icin sentetik
kollajen yap1 iskelelerinin iiretimi tercih edilebilir (Friess, 1998; Kew vd., 2012).
Yiiksek mekanik stabilite, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve diisiik antijenik etki
kollajen bazli doku iskelelerinin avantajlarindandir. Fakat kullanmadan once
mukavemet veya gozeneklilik gibi kullanilacak dokuya 06zgli olarak bazi
ozelliklerinin modifiye edilmesi gerekir. Modifikasyon islemleri ise ¢esitli ¢apraz
baglayicilarla veya fiziksel olarak yapilabilir. Kollajen bazli doku iskeleleri deri,
kemik, kikirdak, sinir ve kalp doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir

(Gough vd., 2002; Mu, Zhang, Lin ve Li, 2013; Lee, 2013).

Aljinat hiicre duvarinda bol miktarda bulunan anyonik bir polisakkarittir (Narayanan,
Melman, Letourneau, Mendelson ve Melman, 2012). Aljinat hidrojeller fiziksel
jellesme, termal jellesme veya capraz baglayicilar ile muamele edilerek modifiye
edilirler ve kikirdak, kemik ve kalp doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilirlar

(Li, Ramay, Hauch, Xiao ve Zhang, 2005; Li ve Zhang, 2005; Sapir, Kryukov ve
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Cohen, 2011; Lee ve Mooney, 2012). Hyaluronik asit, kollajen, kitosan ve aljinatin
yanisira ksantan, agar-agaroz, seliiloz, nisasta ve dekstran gibi dogal materyallerden
iiretilen doku iskelelerinin de doku miihendisligi alaninda c¢esitli uygulamalari

bulunmaktadir.

1.10.3.2. Sentetik iskeleler

Sentetik malzemelere polimerler, seramik ve camlar ile biyoaktif camlar 6rnek

gosterilebilir.

1.10.3.3. Polimerler

Emilebilir polimerlerin baslicalar1 poliglikolik asit (PGA), polikaprolakton (PCL),
polilaktik asit (PLA), polidioksanon ve polilaktik-ko-glikolik asittir (PLGA).
Emilebilen polimerler cerrahi iplik iiretimi ve mesh {retiminde siklikla
kullanilmaktadir. Emilemeyen polimerlere ise politetrafloroetilen (PTFE), naylon ve

polietilen tereftalat 6rnek gosterilebilir (Vats, Tolley, Polak ve Gough, 2003).

PLA, laktik asitten olusur ve laktik asitin vakum altinda direkt kondenzasyonu ile
polimerize olmasiyla elde edilir (Garlotta, 2001). Biyouyumlu ve biyobozunur
Ozelliklere sahip olan PLA, ¢esitli metotlarla modifiye edilir (Chen, Mak, Wang, Li
ve Wong, 2008). Yavas bozunmasi, hidrofobik olusu ve diisiik dayanikliligi bazi
dezavantajlarindandir (Bergsma, De Bruijn, Rozema, Bos ve Boering, 1995; Burg
vd.,, 1999; Rasal ve Hirt, 2009). Kemik, kikirdak, sinir ve idrar kesesi
rejenerasyonunda kullanim1 mevcuttur (Soleimani vd., 2012; Izal vd., 2013; Abdal-
hay, Sheikh ve Lim, 2013; Pertici vd., 2014).

Doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin kullanimi olan PCL bir laktonun halka
agma polimerizasyonuyla veya hidroksikarboksilik asitin polikondenzasyonu yoluyla
sentezlenen biyouyumlu, biyobozunur ve uygun mekanik giice sahip bir
biyomateryaldir (Srinivasa Reddy, Reddy Venugopal, Ramakrishna ve Zussman,
2014; Kim wvd., 2015). Cesitli modifikasyonlarla sertligi iyilestirilerek
kullanilmaktadir. Boylece osteblastlar, kardiyomyositler ve noronlar gibi hiicrelere
yapisal destek ve hiicre tutunmasi agisindan uygun ortam saglar (Bakhshandeh,
Soleimani, Ghaemi ve Shabani, 2011; Srinivasa Reddy vd., 2014).
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PGA, halka agma polimerizasyonu veya polikondenzasyon ile sentezlenen alifatik
polyesterdir. Diisiik toksisitesi ve biyouyumlulugu nedeniyle doku miihendisligi
uygulamalarinda tercih edilmektedir (Xue vd., 2012; Bernardini, Chellini, Frediani,
Spreafico ve Santucci, 2015). %45-55 kristalize yapida olan PGA, suda ¢6ziinmez

ancak ester baglarindan 6tiirii biyobozunur bir 6zellik gosterir (Wang, 2013).

Glikolik asit ve laktik asit monomerlerinin halka agma polimerizasyonu ve
kopolimerizasyonu ile sentezlenen PLGA, biyobozunur ve biyouyumlu
Ozelliklerinden otiirli doku miihendisligi uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir
(Qian, Wohl, Crow, Macosko ve Hoye, 2011; Yu vd., 2014; Yin vd., 2015). FDA
onayli bir kopolimer olan PLGA bosluklu organlar i¢in iyi bir yap1 iskelesidir.
Ayrica kikirdak, kemik ve kardiyak doku rejenerasyonlarinda kullanim alani vardir

(Horst vd., 2013; Yu vd., 2014; Yin vd., 2015).

Sentetik iskeleler igerisinde polimerler ile biyoseramikler, biyoaktif camlar ve
kompozit malzemeler de bulunmaktadir. Polimerler disindaki malzemelerle ilgili

bilgilere kemik greftleri boliimiinde yer verilmistir.

1.10.4. Kemik Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi ve rejeneratif tip yaklasimi doku veya organ hasarlarinda form ve
fonksiyonun restorasyonuna odaklanarak yeni doku olusumunu amaglayan
uygulamalar1 kapsar. Tibbi gelismelerdeki ilerlemelere bagli olarak yasam
kalitesinde beklentilerin artmasi ve uzayan insan Omrii beraberinde bazi1 zorluklari
giindeme getirmistir. Ilerleyen yasa bagl olarak bazi hastaliklarin ortaya ¢ikmasiyla
yasam kalitesinde Onemli azalmalar goriilmektedir (Shrivats, McDermott ve
Hollinger, 2014; Black vd., 2015). Travma, yaralanma, malformasyonlar, tiimdrler,
cesitli hastaliklar ve ilerleyen yasa baglh olarak iskelet dokusundaki kayiplar ve
fonksiyon bozukluklar1 sosyo-ekonomik sorunlarin yanmisira Onemli derecede
morbiditeye neden olur. Hasta portfoyiiniin degigmesi, hasta beklentilerinin artmasi
ve Kklinik senaryolardaki artan karmasiklik, yeni ve daha giivenilir rejenerasyon
stratejilerinin gelistirilmesi gerektigini ortaya koymustur (Shrivats vd., 2014; Black
vd., 2015). Bu anlamda kemik doku miihendisligi uygulamalar1 son yillarda 6ne
cikmaktadir. Kemik doku miihendisligi uygulamalari, kemik dokunun iyilesme
stirecindeki biyolojik performans standartlarini saglamak icin hiicreleri, sinyal

molekiillerini (biiyiime faktorleri) ve yapi iskelelerini bir araya getirerek (Sekil 1.10.)
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daha giivenilir yeni kemik olusumunu saglar (Shrivats vd., 2014; Black vd., 2015) ve
boylece yasam kalitesini arttirir. Ancak burada kemik doku miihendisliginin temel
enstrimanlarindan olan hiicre, sinyal molekiilii ve yap1 iskelesi iigliisiiyle ilgili
cevaplanmasi gereken onemli sorular vardir. Bu sorular soyle siralayabiliriz: 1)
Uygun tedavi i¢in hangi hiicre, biiylime faktorii ve matriks gereklidir, 2) kullanilan
hiicrelerin veya biiytime faktorlerinin terapodtik ve fizyolojik dozlart ne olmali, 3)
doku rejenerasyonu i¢in gerekli ii¢ bilesenin birbiri igerisindeki dagilimi zamansal
veya uzaysal olarak nasil olmali, 4) her klinik uygulamanin hastaya 6zgii benzersiz
bir tasarim kriteri var m1? Tiim bu sorulara ancak multidisipliner bir yaklagimla
cevap bulunabilir ve bu sayede kirik onariminin fizyolojik siirecine katki saglayacak

gereksinimlerin dogru koordinasyonu saglanabilir (Shrivats vd., 2014).

Kemik Doku Miihendisligi

/ 2 Bileen

Hiicreler —_—

Biyolojik Biyofiziksel ve

Hiicre
Kaynaklari Ozellikler Kimyasal Faktorler

-Biiytiime Faktorleri

Sekil 1.10. Kemik doku miithendisliginin enstriimanlart.

Sekil 1.10. Nayak, Manivasagam ve Sen’den (2018) uyarlanmistir.

Kemik doku miihendisligi stratejisinde rejenerasyon ve reperasyon amaciyla hiicreler
ve biiyiime faktorleri gibi biyolojik bilesenler ile yap: iskelelerinin kullanimina yer
verilmektedir. Ancak biyolojik bilesenleri iceren biyomateryal sistemleri potansiyel
olarak degerli olsa da klinik uygulamadaki zorluklar ve yiliksek maliyet bu
bilesenlerin kullanimini sinirlayict  faktorlerdendir. Bu nedenle kemik doku
miihendisligi uygulamalar1 daha ¢ok materyal yaklasimini tercih eder (Atala, Kasper

ve Mikos, 2012; Hunter ve Sherman, 2017). Bu amagla polimerler, seramikler,
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kompozit malzemeler, membranlar ve 3 boyutlu iskeleler gibi ¢esitli formlarda
biyomateryaller kullanilir. Genel olarak biyomateryallerden beklenti mekanik destek
saglamak ve hiicre tutunmasina, ¢ogalmasmma ve farklilagmasina uygun ortam
saglayarak dogal ekstraselliiler matriks benzeri bir ortam olusturmaktir. Bu nedenle
kemik doku miihendisligi ekstraselliiler matriksi taklit eden ve mekanik destek
saglayan bir biyomateryal kullanilarak viicudun kendi hiicrelerinin rejenerasyon ve
reperasyon siirecine dahil oldugu materyal yaklasimindan istifade eder (Burdick,
Mauck, Gorman Il ve Gorman, 2013; Wang vd., 2017; Wang vd., 2018; Kim,
Smoak, Melchiorri ve Mikos, 2019).

1.10.5. Kemik Doku Miihendisliginde Kullamlan Biyomateryaller

Kemik doku miihendisliginde ¢ok ¢esitli malzemeler ve bunlarin kombinasyonlari
kullanilmaktadir. Malzeme se¢iminde uygulama yolu, uygulanan bolge ve iiretim
sekli gibi kriterler 6nem tasir. Kullanilan biyomateryallere bakildiginda en yaygin
olarak polimerlerin, biyoseramiklerin ve kompozitlerin yer aldigi goriilmektedir
(Koons, Diba ve Mikos, 2020).

1.10.5.1. Polimerler

Organik veya sentetik olarak elde edilebilen polimerler kovalent bagli uzun atom
zincirlerinden olusan maddelerdir (Bittner, Guo, Melchiorri ve Mikos, 2018). Dogal
polimerler kemik doku mineralizasyonu i¢in uygun ortam saglayacak kapasitededir.
Ancak, mekanik mukavemetinin zayiflig1 ve bu 6zelliginin iyilestirilmesi i¢in sinirl
secenek bulunmasi, canli kaynaklardan elde edildiginden islenmesi gerekliligi ve
kompozisyonlarindaki degiskenlige bagli olarak ticarilestirilebilme potansiyelinin
nispeten sinirlanmasi gibi dezavantajlari vardir (Atala vd., 2012; Feng vd., 2016;
Loessner vd., 2016). Dogal polimerlere kollajen, aljinat, kitosan ve hyaluronik asit
gibi maddeler 6rnek gosterilebilir. Kollajen dogal kemigin ekstraselliiler matriksinin
ana bilesenlerinden biridir ve hiicre tutunmasi igin arjinin-glisin-aspartik asitten
olusan (RGD) yapisma ligandi igerir (Neffe vd., 2015; Sarker vd., 2017). Biyoyumlu
ve biyobozunur olan kollajen kemik doku miihendisliginde ihtiyaca gore cesitli
modifikasyon islemlerinden gegirilerek kullanim alani bulmaktadir (Chang ve
Buehler, 2014). Alglerden f{iretilen dogal bir polimer olan aljinatta hiicre

baglanmasim1 destekleyen RGD ligandi igerir ve cesitli kimyasallarla ve c¢apraz
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baglayicilarla modifiye edilerek kemik rejenerasyonunda tek basina veya kompozit

olarak kullanilmaktadir (Luo vd., 2018; Lueckgen vd., 2019).

Dogal polimerlere gore kimyasal ve molekiiler modifikasyon agisindan daha fazla
olanak saglayan sentetik polimerler, 06zel gereksinimlere goére {iretilebilme
potansiyeli tasidigindan kemik doku miihendisliginde kullanom alan1 olan
biyomateryallerdendir. Bunlara 6rnek olarak PGA, PLA, PCL, PLGA, poli-etilen
glikol (PEG) gibi sentetik polimerler gosterilebilir. Farkli kimyasal maddeler ve
capraz baglayicilarla modifiye edilerek, yapilarma cesitli ligandlar (RGD gibi)
eklenerek biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve mekanik mukavemeti kontrol
edilebildiginden kullanim agisindan dogal polimerlere gore avantaj saglarlar (Li vd.,

2019; Koons vd., 2020).

1.10.5.2. Biyoseramikler

Biyoseramikler kemik doku miihendisliginde 6nemli bir yere sahip olan inorganik
biyomateryalerdir. Bu malzemeler kristal, cam veya kismen kristal formunda
bulunabilirler (Vallet-Regi ve Ruiz-Hernandez, 2011). Bir biyoseramik yap1 iskelesi
in vivo uygulandiginda ¢evreleyen kemik dokuyla dogrudan bag kurabiliyorsa
biyoaktif, bag olusturamiyorsa inert olarak kabul edilir (Vallet-Regi ve Ruiz-
Hernandez, 2011). Biyoseramiklerin rezorpsiyonuna bagli olarak ortaya ¢ikan Ca,
Mg, Si gibi biyolojik olarak aktif iyonlarin osteogenez ve agjiyogenez gibi kemik
rejenerasyonu ic¢in onemli olan biyolojik siireglere sagladig: katki biyoseramiklere
olan ilgiyi arttirmaktadir (Chen vd., 2019). Kalsiyum fosfat, kalsiyum stilfat ve

biyoaktif camlar biyoseramiklerin 6nemlilerindendir.

1.10.6. Kemik Greftleri

Kemik homeostazi ve kirik iyilesmesi icin canli kemik hiicreleri (osteoblastlar,
osteoklastlar ve osteositler), stabilite, yeterli vaskiilarizasyon, biiytime faktorleri ve
matriks gereklidir. Bu faktorlerin biri veya birkaginin yetersiz olmasi durumunda
kemik onarim siirecinin desteklenmesi gerekir. Kemik iyilesmesini ve onarimini
desteklemek icin kemik greftleri siklikla kullanilmaktadir (Fillingham ve Jacobs,
2016). Travmatik yaralanmalarin sebep oldugu kiriklarda, kirik hattinda iyilesmenin

gecikmesi, 1yilesmenin olmamasi veya yanlis kaynama gibi komplikasyonlarda veya
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travma dis1 sekillenen timor rezeksiyonu veya osteolize bagl olarak gelisen kemik

defektlerini doldurmak i¢in kemik greftleri kullanilir (Fillingham ve Jacobs, 2016).

Ideal kemik greftinin biyolojik ve mekanik bazi &zelliklere sahip olmasi gerekir.
Kemik greftlerinin bu 6zellikleri osteoindiiktivite, osteokondiiktivite, osteogenez ve
yapisal destek olmasi bakimindan biiyiik 6neme sahiptir. Kemik greftlerinde
oncelikle yeni ve saglikli doku olusumunu destekleyen gozenekli bir yapr esastir.
Yeterli gozenek boyutu gerek hiicre tutunmasi ve degisimi igin gerekse besin
maddeleri ve atik maddelerin kemik grefti boyunca diflizyonuna izin vermesi
bakimindan 6nem tasir (Huiskes, Ruimerman, Van Lenthe ve Janssen, 2000).
Minimun gézenek boyutu yaklagik 100 um olmali (Karageorgiou ve Kaplan, 2005)
ancak vaskiilarizasyona ve yeni kemik olusumuna izin vermesi bakimindan por
boyutunun 300 pm’den biiylik olmasi 6nerilmektedir (Murphy, Haugh ve O'brien,
2010; Saito vd., 2012). ideal bir kemik greftinin tasimas1 gereken ozelliklerden biri
de damar biiyiimesine, kemik hiicrelerinin tutunmasina, proliferasyonuna ve
migrasyonuna izin veren bir yiizey Ozelligi tasimasidir. Bunlarla birlikte kemik
greftlerinin kullanimi1 esnasinda ¢evredeki yumusak ve sert dokulardan gelecek
basing kuvvetlerini absorbe edecek mekanik dayaniklilifa ve elastikiyete sahip
olmasi beklenir. Ayrica kontrollii biyobozunurluk ve hastaya adaptasyonu saglamak
icin yeterli boyutsal stabiliteye sahip olmasi ideal kemik greftlerinin tagimasi gereken

ozelliklerdendir (Haugen, Lyngstadaas, Rossi ve Perale, 2019).

Kemik greftlerinin ve kemik grefti ikamelerinin biyolojik 6zellikleri ¢ogu zaman
osteoindiiktivite, osteokondiiktivite ve osteojenisite terimleri kullanilarak tanimlanir
(Calori, Mazza, Colombo ve Ripamonti, 2011). Osteokondiiktivite bir yap1
iskelesinin ii¢ boyutlu yapist nedeniyle yeni filizlenen damarlarin ve yeni kemik
hiicrelerinin kolonizasyonuna ve bilylimesine izin verdigi pasif bir siirectir. Bir yap1
iskelesinin osteokondiiktif kabiliyetini gozeneklilik 6zelligi, hiicre tutunmasini ve
biliylimesini destekleyen fiziksel ve kimyasal Ozellikleri belirler (Khan vd., 2005;
McKee, 2006; Roberts ve Rosenbaum, 2012).

Osteoindiiktivite terimi ilk olarak BMP’nin kesfedilmesiyle tanimlanmistir (Urist,
1965). Bir greftin kemik olusumunu aktif olarak uyarma veya tesvik etme yetenegi

olan osteoindiiktivite, konak mezenkimal kok hiicrelerinin kondroblastlara ve
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osteoblastlara toplanmasi, ¢ogalmasi ve farklilasmasi siireci olarak tanimlanir (Khan

vd., 2005; Roberts ve Rosenbaum, 2012).

Osteojenisite kemik grefti icerisinde kemik olusumundan sorumlu hiicrelerin varligi
ile ilgili bir terimdir (Giannoudis vd., 2005). Bir kemik greftinin osteojenisite
Ozelligine sahip olmasi i¢in canli mezenkimal kok hiicreler, osteoblastlar ve
osteositleri tagimasi gerekir. Ayrica tek basina hiicre varligr yeterli olmayip cesitli
biiylime ve farklilasma faktorleri ile ideal matriks ozelliklerinin de osteojenik
greftlerde bulunmasi beklenir (Khan vd., 2005; Kwong ve Harris, 2008).

Kemik greflerinin bir¢ok formu bulunur ancak genellikle otogreft, allogreft ve kemik

grefti ikameleri olmak tizere 3 grup altinda siniflandirilmaktadir.

1.10.6.1. Otogreftler

Otojen kemik grefti immiinolojik olarak tam doku uyumuna sahip, osteoindiiktivite,
osteokondiiktivite ve osteojenite Ozelliklerinin  tiimiini  tasidigindan kemik
iyilesmesinin desteklenmesinde referans olarak kabul edilmektedir (Fillingham,
Lenart ve Gitelis, 2012). Mevcut otolog kemik greftleri arasinda trabekiiler,
vaskiilarize kortikal, non-vaskiilarize kortikal ve otolog kemik iligi gibi gesitleri
vardir (Finkemeier, 2002). Basar1 oraninin yiiksek olmasi, diisiik kontaminasyon
riski ve doku uyumlulugu 6nemli avantajlar1 olmakla birlikte, sinirli miktari, hasat
stirecindeki perioperatif ve postoperatif komplikasyonlar ve morbidite, uzun siireli
cerrahi islem ve buna bagli enfeksiyon riski ve hasat maliyeti gibi dezavantajlari

vardir (Goulet, Senunas, DeSilva ve Greenfield, 1997; Gupta, 2001).

1.10.6.2. Allogreftler

Allojenik kemik greftleri bir bireyden alinan ve ayni tiiriin genetik olarak farkli bir
bireyine nakledilen kemik dokusunu ifade eder (Goldberg ve Akhavan, 2005;
Roberts ve Rosenbaum, 2012). Demineralize kemik matriksleri, slingerimsi,
kompakt-siingerimsi kemik ve kompakt kemik greftleri ile osteo-kondral ve tam
segmental kemik grefti dahil olmak {izere farkli formlar1 mevcuttur (Finkemeier,
2002). Allojenik kemik greftleri fazla miktarda elde edilebilmeleri, donér alan
morbiditesi ve artan operasyon siiresi ile iligkili olmamalar1 ve nispeten ucuz
olmalar1 gibi avantajlara sahiptir (Finkemeier, 2002; Roberts ve Rosenbaum, 2012).

Ancak immunreaksiyona neden olmalar1 ve kontaminasyon riski ise
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dezavantajlarindandir  (Wheeler ve Enneking, 2005). Allojenik greftler
osteokondiiktif Ozellik tasirlar. Ancak elde edilirken uygulanan cesitli islemler
sonucunda hiicrelerini kaybederler ve genellikle sterilize edilerek kullanilirlar. Bu
durum ise osteoindiiktif 6zelliginin azalmasina yol agar (Wheeler ve Enneking, 2005;

Delloye, Cornu, Druez ve Barbier, 2007).

1.10.6.3. Sentetik Kemik Grefti ikameleri

Sentetik kemik grefti ikame malzemeleri dogal kemigin mineral igerigine benzer bir
igerige sahip mineral yapilardir. Kalsiyum siilfat ve kalsiyum fosfat seramikler
(hidroksiapatit, koralin hidroksapatit, trikalsiyum fosfat, bifazik kalsiyum fosfat
gibi), biyoaktif camlar ve bu malzemelerin kombinasyonlariyla hazirlanan
biyoseramik kompozitler en yaygin sentetik kemik grefti ikameleridir. Bu yapilar
dogal kemigin inorganik bilesimine benzerlik gosterdiginden 6zel ilgi gérmektedirler
(LeGeros, 2002; Yang, Lin, Zhang ve Gou, 2013). Genellikle yiiksek sicaklikta
sinterleme denilen islemle kristal yapili metal olmayan inorganik maddelerden
tiretilirler. Sentetik kemik ikamelerinin ¢ogu sert ve gdzenekli bir yapiya sahiptir,
ancak kirillgan o6zellik gosterirler. Bu nedenle genellikle osteokondiiktif 6zellikli

olarak tanimlanirlar (LeGeros, 2002).

Kalsiyum fosfat greftleri klinik kullanima 1980’lerden itibaren girmistir (Patka,
1984). Giiniimiizde ise trikalsiyum fosfat (TCP), hidroksiapatit ve bifazik kalsiyum
fosfat gibi ¢esitli kalsiyum fosfat greftleri mevcuttur (Calori vd., 2011). Yapisal
ozelliklerine gore ¢imento veya seramik formlari bulunan kalsiyum fosfatlarin
osteokondiiktif oldugu kabul edilir. Seramik veya ¢imento formlarini liretim teknigi
belirler. Eger kalsiyum fosfattan 1sitma islemin ardindan sogutma ile inorganik kati
fazda bir madde elde ediliyorsa buna seramik denir. Seramik iiretimindeki 1sitma
islemine sinterleme denir. Sinterleme islemiyle ugucu kimyasal bilesenler ortadan
kaldirilarak kristallesme boyutu arttirilir ve boylece gozenekli yapida kati bir
malzeme iretilir. Cimentolar ise uygulama yerinde c¢Okelme veya ekzotermik
reaksiyonlar sonucu sertlesen, macun kivamindaki kalsiyum fosfat karigimidir.
Sinirh gézeneklilik ve gdzenek boyutuyla karakterize sert bir yapisi olan kalsiyum
fosfat c¢imentolar kati bir yapiya sahiptir (Bohner, 2001). Bu malzemelerin
osteokondiiktivitesini gozenekliligi, por boyutu ve degradasyon potansiyelleri

belirler. Yeni kemik olusumu i¢in gerekli ideal gozenek boyutu 150-500um arasinda
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olmalidir (Daculsi ve Passuti, 1990; Blokhuis vd., 2000). HA ve TCP seramikleri
yeni kemik olusumunu kolaylastiracak makro gozeneklilige sahiptir (Calori vd.,
2011). Kalsiyum fosfatlar kirilgandirlar ve zayif gerilme direnglerinden otiirti
genellikle smirli biyomekanik destek saglarlar. Klinik kullanimda greftin yapisal,
biyolojik ve biyomekanik 6zellikleri éne ¢ikmaktadir. Ornegin, HA’ya gore daha az
kirilgan olan TCP seramikleri, humerus, tibia, radiyus ve vertebral cerrahide kii¢iik
kemik defektlerini doldurmak i¢in kullanilirken; HA daha biiyiik kemik defektlerinde
kullanilmaktadir. Bahsedilen bu faydalariyla birlikte implantasyon zorlugu, diizensiz
bosluklar1 doldurmadaki yetersizlikleri, yeni olusan kemigin bu maddelerin yerine
geemesi i¢in gereken siirenin uzun olmasi gibi kullanimi agisindan bazi sinirlayici

durumlar da vardir (Blom vd., 2009; McNamara, Deshpande ve Porteous, 2010).

Kalsiyum siilfatin 3 yaygin formu bulunur. Bunlar dihidrat veya algitasi, hemihidrat
veya bazanit ve anhidrit formlaridir. Biyobozunur ve biyouyumlu bir malzeme olan
kalsiyum siilfat viicuda implante edildiginde degradasyon siirecinin yan iiriinleri
viicut i¢in zararli degildir (Thomas ve Puleo, 2009; Shen vd., 2014). Hemihidrat
formu 3 boyutlu yapilarm iiretiminde siklikla kullanilan formudur. Ug boyutlu yapist
sayesinde osteokondiiktif bir 6zellik sergileyen kalsiyum siilfatin 6-12 hafta iginde
tamamen absorbe oldugu bilinmektedir (Peters, Hines, Bachus, Craig ve Bloebaum,
2006). Genellikle tiimor rezeksiyon cerrahisinden sonra, kemik defektlerinin
doldurulmasinda kullanilir. Fakat genis doku kayipli defektlerin tedavisi igin
kullanildiginda degredasyon hizinin yiiksek olmasi nedeniyle yeterli biyomekanik
destek ve osteokondiiktivite saglamaz (Urban vd., 2004; Yu vd., 2009; Beuerlein ve
McKee, 2010). Bu nedenle bir kemik grefti ikamesi olarak kalsiyum siilfatin gesitli
fiziksel veya kimyasal modifikasyonlarla degredasyon hizinin geciktirilerek
kullanilmasi saglayacagi fayda agisindan 6nem tagimaktadir (Huan ve Chang, 2007,

Hing, Wilson ve Buckland, 2007).

Biyoaktif camlar gesitli oranlarda sodyum oksit, kalsiyum oksit, silikon dioksit ve
fosfordan olusan sert ve kati bir malzemedir. Ilk olarak 1969 yilinda Larry Hench
tarafindan gelistirilmistir (Hench, Splinter, Allen ve Greenlee, 1971). Farkli
tekniklerle (eriyik sondiirme, sol-jel metodu gibi) iiretilen bioglass (Balamurugan
vd., 2007; Kashif, Soliman, Sakr ve Ratep, 2012) canli dokulara gii¢lii bir sekilde
baglanir ve degredasyon siirecinde doku rejenerasyonu ve anjiyogenez gibi biyolojik

fonksiyonlar1 uyarir (Hench, 2006; Jones, 2013). Biyoaktif camlar fizyolojik ortamda
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konak dokusuyla temas ettigi yerde biyolojik olarak aktif bir hidroksiapatit tabakas1
olusur (Cao ve Hench, 1996). Degredasyon siirecinde agiga ¢ikan silisyum, sodyum,
kalsiyum ve fosfat gibi maddeler de hiicreleri yeni doku iiretimi i¢in uyarir (Cao ve
Hench, 1996). Biyoaktif camlar osteokondiiktif 6zellik gosterirler, ancak diisiik
osteoindiiktiviteye sahiptirler. Giicli baglanma o6zelliklerinden o6tiiri mekanik

mukavemeti iyidir (Giannoudis vd., 2005).

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan yap1 iskelelerinin basaris1 ig¢in
iskelelerin mekanik ve fiziksel 6zelliklerinin in vivo uygulanacagi ortama uygun
kabiliyette olmas1 gerekir. Biyoseramiklerin kirillganlik ve sertlik gibi 6zellikleri sert
dokularda kullanimi1 esnasinda zayif mekanik destek saglamasina, yumusak
dokularda kullanildiginda ise implant alaninda yeterli uyumun saglanamamasina yol
acmaktadir (Miguez-Pacheco, Hench ve Boccaccini, 2015). Bu problemleri ¢6zmek
icin biyoseramikler ile polimerlerin birlikte kullanilmasiyla iiretilen kompozit yap1
iskeleleri gelistirilmistir. Boylece hem biyouyumlugun arttirilmast hem de mekanik
ozelliklerin  giiclendirilmesi amaglanmistir (Mohamad Yunos, Bretcanu ve

Boccaccini, 2008).

1.10.7. Kemik Doku Miihendisliginde Hayvan Modelleri

Kemik defektleri travma, bazi malformasyonlar veya cerrahi girisimler nedeniyle
(biiyiik boyutlu tiimor rezeksiyonu) kemigin bir kismimin hasar gordiigii, kayba
ugradigi ve kendiliginden iyilesmedigi i¢in kemik grefti gibi ileri tekniklerle
onarilmasit gereken durumlardir (McGovern, Griffin ve Hutmacher, 2018). Kemik
doku miihendisligi yaklagiminda kemik grefti ikamesi olarak ¢ok ¢esitli materyal
vardir. Yeni Uretilen ve kemik defektlerinin tedavisinde umut vadeden bir materyalin
Klinik basarisin1 degerlendirmek igin birgok hayvan modeli kullanilmaktadir. Ancak
genel olarak kalvaryal defekt, uzun kemik defekti veya segmental defekt, kismi
kortikal defekt ve siingerimsi kemik defekti olmak tizere 4 tip defekt vardir (Bigham-
Sadegh ve Oryan, 2015). Bunlarin igerisinde en yaygin kullanilanlari segmental ve
kalvaryal kemik defektleridir (Bigham-Sadegh ve Oryan, 2015) (Sekil 1.11.). Kemik
defektleri bolgeye ve modele gore degisen boyutlarda kritik boyutlu kemik defektleri
(KBD) olarak tasarlanmaktadir.
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Sekil 1.11. Yaygin kullanilan kemik defekt modelleri.

‘a’ siganda kalvaryal defekt modeli; ‘b’ sicanda femoral distal kondiler defekt modeli; ‘c’ siganda
tibial unikortikal defekt modeli.

1.10.7.1. Kalvaryal Kemik Defekti

Kalvaryal kemik defekti modeli oldukga basit bir yontem olup genellikle rodentlerde
olusturulur. Ciinkii rodentlerde biiylime plaklar1 yetiskinlik boyunca agik kaldigindan
iskelet remodeling siireci yasam boyu devam eder (Gomes ve Fernandes, 2011).
Kalvaryal defekt olusturmak icin kafa derisinde sagittal ensizyonu takiben deri ve
derialt1 dokular kaldirilarak kemik agiga c¢ikartilir (genellikle pariyetal kemik
kullanilir). Salin irrigasyonu esliginde frez kullanilarak kemigin tiim derinligi
boyunca dairesel bir defekt olusturulur. Kesilen kemik diski ¢ikarildiktan sonra
periost ve deri yeniden konumlandirilarak dikislerle kapatilir (Nakamura vd., 2017).
Herhangi bir kemik defekti olusturulurken KBD olmasi agisindan defektin boyutu
oldukca onemlidir. Ratlarda en yaygin olarak KBD i¢in Smm’lik defektler tercih
edilirken (Bosch, Melsen ve Vargervik, 1998), farelerde ise 4mm’lik (Ducheyne,
Healy, Hutmacher, Grainger ve Kirkpatrick, 2011) defektler KBD olarak kabul
edilmektedir. Ancak yapilan farkli ¢aligmalarda hem fare hem rat i¢in hayvanin

yasinin ve irkinin KBD’yi etkiledigi goriilmektedir (Gomes ve Fernandes, 2011).

Kalvaryal defet modeli radyolojik ve histolojik olarak standardize edilebildigi i¢in
aragtirmacilar tarafindan tercih edilmektedir. Kalvaryal defekt modelinde
biyomateryaller eksternal fiksatére gerek kalmaksizin cerrahi prodesiirle
yerlestirilebilirler. Ayrica hayvanlarin ucuz olmasi ve barindirmadaki kolaylik
avantajlar1 olarak sayilabilir. Avantajlarinin yanm1 sira bazi dezavantajlar1 vardir.

Ornegin, yiik tastyan kemiklerin rejenerasyonunda kullanilacak bir biyomateryalin
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performansinin degerlendirilmesinde yetersiz kalirlar. Ayrica birden fazla biyopsi
veya kan Orneginin alinacagi uzun vadeli ¢alismalarda doku ve kan hacminin kii¢iik
olmas1 ve kisa Omiirlii olmalar1 dezavantajlarindandir (Gomes ve Fernandes, 2011;

(McGovern vd., 2018).

1.10.7.2. Segmental Kemik Defekti

Kalvaryal defekt bazi durumlarda klinik senaryoyu g¢ok iyi taklit edemeyebilir.
Ozellikle yiik tasiyan kemiklerin degerlendirilmesinde yetersiz kalabilir. Bu nedenle
Klinik senaryoyu daha iyi temsil etmesi bakimindan segmental defekt daha
kullanighdir. Segmental defekt uzun kemiklerin diyafiz bolgesinde testere veya
matkap kullanilarak KBD olusturacak biiytikliikteki bir segmentin belirlenen
bolgeden osteotomi yaklasimiyla uzaklastirilmasi esasina dayanir (Reichert vd.,
2010; Berner vd., 2013; Cipitria vd., 2013). Travmatik bir defekt modelleniyorsa
kemik uglar1 diizensiz birakilabilir (McGovern vd., 2018). Cesitli hayvan tiirlerinde
kritik boyutlu kemik defekti olusturulabilir. KBD’nin boyutu hayvan tiiriine, defekt
olusturulacak bélgeye ve kemige gore degisiklik gostermektedir. Ornegin, uzunlugu
2cm’den fazla ve g¢evresinin %50’si kayba ugramis segmental defektler kritik
boyutlu olarak tanimlanirken, baska bir tanimlada ise etkilenen kemik ¢apinin 2-2.5
katin1 asan uzunluktaki segmental defektlerin kritik boyutlu oldugu ifade
edilmektedir (Lindsey vd., 2006; Gugala, Lindsey ve Gogolewski, 2007). Ayrica
yine caligsmalar gostermistir ki KBD’ nin olusturulmasinda defektin anatomik olarak
yerlesimi ve hayvanin tiirii de oldukga etkilidir (Keating vd., 2005; Sanders vd.,
2014).

1.11. Bioglass

Onemli icatlar tarihsel olarak incelendiginde gogunlukla bir tesadiif iizerine
kesfedildigi goriilmektedir. Bioglass i¢in durum tam olarak bdyle olmasa da
kesfedilmesi ilging bir olaya dayanmaktadir. ilk biyoaktif cam Prof. Larry Hench
tarafindan 1969 yilinda icat edildi. Prof. Hench, ABD’de malzeme arastirmalar ile
ilgili konusma yapacagi konferans i¢in yolculuk yaptigi esnada ona Vietnam
savasindan yeni donmiis bir ABD ordusunda gorevli saglik sinifindan bir albay eslik
eder. Prof. Hench heyecanla albaya yaptiklari son c¢aligmalari anlatir. Konugmanin

konusu ise polimerik ve metal implantlarin fizyolojik ortamla temas ettiginde
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yabancit cisim reaksiyonu gosterdiginden etrafinin fibroz skar dokusuyla
cevrilmesiydi. Prof. Hench’i sabirla dinledikten sonra albay su soruyu sorar:
“Yiiksek enerjili radyasyona maruz kalmaya dayanabilen bir malzeme
yapabiliyorsaniz eger, insan viicuduna maruz kalmaya dayanabilecek bir malzeme
yapabilir misiniz?”. Albayin bu biiyiileyici sorusu iizerine Prof. Hench kemige
baglanabilecek bir malzeme bulma ¢alismalarina basladi. Prof. Hench biyoaktif cam
hipotezini su iki temele dayandirdi: “Insan viicudu metalik ve sentetik polimerik
materyalleri skar dokusu olusturarak reddeder; ¢iinkii, canli dokular bu gibi
maddeleri igermezler. Kemik dokunun dogal yapisinda hidroksiapatit olarak
adlandirilan hidrathi bir kalsiyum bileseni vardir. Eger bir malzeme in vivo olarak
hidroksiapatit olusturabiliyorsa viicut tarafindan reddedilmez” (Hench, 2006)
hipotezine dayanarak yaptiklar1 g¢aligmalar sonucunda bioglass olarak bilinen

biyomateryal kesfedildi.

Bioglass’in yapisal olarak bilesimi %45 oraninda SiO2, %24,5 oraninda CaO, %24,5
oraninda NaxO ve %6 oraninda P2Os igermektedir. 45S5 olarak adlandirilan bu cam
materyal daha sonra Bioglass adiyla ticari marka haline getirildi (Hench, 2006).
Bioglass’in ilk klinik kullanim1 1985°1i yillara dayanmasina ragmen iizerinden gecen
bunca zamanda bioglass’in daha biyoaktif bir formu bulunamamistir (Jones, 2013).
Tipik fiziksel ve mekanik 6zellikleri; mekanik mukavemeti 100-200 MPa, kirilma
toklugu 1.2-2.6 MPa m”*, sertligi 458 HV, yaklasik yogunlugu 2.45 g/cm?® olarak
bildirilmistir (Goller, Demirkiran, Oktar ve Demirkiran, 2003).

Biyoaktivite denildiginde bir malzemenin implante edildigi dokuda bazi biyolojik
aktiviteleri indiikleyebilme kabiliyeti akla gelmektedir (Tay, 2014). Kemik doku
miithendisligi i¢in 6zellestirilecek olursa, viicut ortaminda yiizeyinde kemik benzeri
hidroksiapatit iiretme yetenegi oldugu anlasilir (Kokubo ve Takadama, 2006).
Bioglass A smuifi bir biyoaktif materyaldir ve bazi B sinifi biyoaktif seramiklere gore
onemli avantajlar1 vardir. B siifi biyoaktif malzemeler hali hazirda farklilasmis olan
kemik hiicrelerini kullanarak kemik biiylimesine izin verirken (osteokondiiksiyon), A
siift 6zelligi tasiyan bioglass ise osteokondiiktif olmakla beraber farklilagsmamis
hiicreleri de uyardigindan bu 6zellik osteoindiiktivitesine atfedilir (Hench, 1998;
Albrektsson ve Johansson, 2001). Bioglass’in sayilan bu etkileri implantasyonu
takiben hizli bir hidroksiapatit yanit1 olusturmasi ve degredasyonu sonucu agiga

cikan iyonlarin bazi genlerin ekspresyonunu yukari regiile etmesi ve osteoblast
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metabolizmasin1 uyarmast yoluyla gerceklesir. Genlerin yukar1 regiilasyonu ile
VEGF, IGF ve FGF gibi biiylime faktorlerinin salgilanmasi uyarilarak osteogenez
stirecine katki saglanir (Hench, 2009; Hoppe, Giildal ve Boccaccini, 2011) (Sekil
1.12)).

Bioglass Yiizeyi
(Cesitli sekillerde tiretilen biyoaktif

camlar) Malzeme kiitlesi

Yiizey 6zellikleri

Yiizey alani, Yogunluk,
Sertlik, - N Porozite
Elektriksel yiik, R T Kristalizasyon
Yiizey kimyasi, S n ) . s =4 Kimyasal yapi.
Pirizlilik, lyon salim kinetigi
Topografya. (Ca, Si, P,Na, ...)
e -
Anjiyogenez Antibakteriyal aktivite
Anjiyogenik bliytime faktorleri uyarilir, osteogenez pH artigi
Endotelyal hiicre proliferasyonu artar, Osteojenik gen ekspresyonu uyarilr, Bakteri inaktivasyonu

Neovaskiilarizasyon uyarilir Osteoblast proliferasyonunun uyarilmasi,

Osteoblast farklilasmasinin kontrol,

Sekil 1.12. Bioglass’in iyonik ¢dziinme tiriinlerinin biyolojik etkileri.

Sekil 1.12., Hoppe vd., (2011)’den uyarlanmustir.

Bioglass’in kesfinden bu yana ¢ok c¢esitli uygulamalarla gerek biyouyumlulugu
gerekse ¢ok yonlii olarak kullanilabilirligi farkli ¢alismalarla gosterilerek hasta
sagligina ve refahia hizmet eden bir¢ok klinik iirliniin gelistirilmesi saglanmistir.
Eldeki bu biiyiik bilgi birikiminin arastirmacilari bioglass ile ilgili yeni uygulamalar
kesfetmeye tesvik etmesi kacinilmazdir. Fakat bioglass ile ilgili yapilacak yeni
caligmalarda bilim insanlarinin karsilasmasit muhtemel bazi giincel sorunlar vardir.
Bunlar; mekanik 6zelliklerin gelistirilmesi, giivenilir kaplama yontemleri, yumusak
doku ve arayiizey doku mithendisliginde uygulamalar, giivenilir in vivo ve in vitro
test metodolojileri, terapotik iyonlarm kontrollii salinimi ve biyomolekiillerin
kontrollii salinim1 gibi 6zellikler olup karsilasilmast muhtemel zorluklar olarak

¢Oziim bekleyecek konulardir (Baino, Hamzehlou ve Kargozar, 2018).

Yeni tasarlanan bir biyomateryalin degerlendirilmesi ig¢in in vitro ve in vivo bazi
adimlar takip etmek gerekir (Sekil 1.13.). Ciinkii herhangi bir materyalin tasarimi,
tiretimi  ve karakterizasyonunu takiben memeli hiicreleri ve dokulariyla

uyumlulugunun degerlendirilmesi gerekir (Baino vd., 2018). Bu degerlendirmeleri
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yaparken de cesitli kurum ve ajanslarca (FDA, ISO, ASTM, EMA gibi) gelistirilen
test standartlarindan faydalanilmaktadir (Coleman, Dai, Deng, Lakehal ve Tang,
2012). Bu gegerli prosediirler, protokoller ve standartlar kullanilarak yeni tasarlanan

bir biyomateryalin insan kullanimina baslanmadan once degerlendirilmesi miimkiin

olmaktadir.
implant Materyalinin
1. Basamak Gelistiriimesi ve
Karakterizasyonu
\ :
Sitotoksisite {gEsssses
2. Basamak in vitro testler 7 °
\ Genotoksisite § w
insan Denemeleri 4, Basamak
Doku uyumu
4 Histolojik degerlendirme / \
3. Basamak in vivo testler Klinik

Klinik

_— inflamatuvar sitokinler uygulanabilirlik
é @ \ Etkinlik

Toksisite ¢aligmalar

Sekil 1.13. Yeni gelistirilen biyomateryallerin degerlendirilme asamalari.

Sekil 1.13., Thrivikraman, Madras ve Basu, (2014)’den uyarlanmustir.

1.12. Biyomalzeme Yiizey Modifikasyonu

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan biyomateryaller ekstraselliiler
matriksi taklit ederek 3 boyutlu bir yapi iskelesi olustururlar. Bu o6zellikleriyle
hiicresel aktiviteleri destekledikleri gibi ayni zamanda cesitli terapotik ajanlarin
(ilaglar, proteinler, biiytime faktorleri gibi) tasima sistemi olarak da kullanilmalari
biyomateryallerin doku miihendisligi uygulamalarindaki 6nemli roliinii ortaya
koymaktadir. Bir biyomateryalin yigm (hacim) ozellikleri herhangi bir organ veya
doku i¢in kullanildiginda malzeme uygunlugunu belirleyen bazi kriterleri gostermesi
agisindan olduk¢a 6nemlidir (Ratner, Hoffman, Schoen ve Lemons, 2004). Ornegin,
bir biyomateryalin mekanik kuvvetlere karst mukavemet, gerilme direnci, elastikiyet
gibi Ozellikleri genel olarak dokuya veya organa uyum agisindan kritik oneme
sahiptir. Ancak biyomateryalin esas islevini biyomateryal yiizeyinin fiziksel ve
kimyasal ozellikleri belirler. Baska bir ifadeyle canli dokunun biyomateryale

verecegi biyolojik tepkiyi belirleyen esas unsur biyomateryalin yiizey 6zelliklerine
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baghdir. Hiicre adezyonu, proteinlerin tutunmasi veya aktivasyonu, biyomateryale
konak tarafindan verilen immun yanit gibi olaylar biyomateryal-doku arayiiziinde
meydana gelir ve bu biyolojik olaylar biyomateryal yiizeyinin fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri tarafindan belirlenir. Bu nedenle biyomateryallerin yigmn (hacim)
ozellikleri degistirilmeksizin yiizeylerinin modifikasyonu, biyouyumlulugunun
arttirtlmast i¢in umut verici sonuglari olan bir yaklagimdir (Anderson, 2001,
Anderson, Rodriguez ve Chang, 2008). Bir biyomateryalin yiizeyini degistirmenin
genel amaci sert doku veya yumusak doku kullanimlarinda istenilen biyolojik etkiyi
gosterebilecek uygun fiziksel ve kimyasal ortami saglamaktir (Bose, Robertson ve
Bandyopadhyay, 2018).

Biyomateryallerin biyouyumlulugunun iyilestirilmesi ve performansinin arttiritlmasi
amacityla c¢ok sayida yiizey modifikasyon teknigi gelistirilmistir. Yiizey
modifikasyonlar1 genel olarak hiicre tutunmasi, hiicre ¢cogalmasi, hiicre farklilasmasi,
osseointegrasyon, fibroz kapsiilleme modiilasyonu, asinma veya korozyon direncinin
gelistirilmesi ve elektriksel iletkenligin arttirilmasi gibi biyomateryal yiizeyi ile
konak dokusu arayiiziinde gerceklesecek biyolojik olaylarin regiilasyonunu ve
desteklenmesini amaglayan uygulamalari igerir (Ratner vd., 2004). Genel olarak
yiizey modifikasyonlari fiziko-kimyasal modifikasyonlar ve yiizey kaplama olmak
tizere iki baglik altinda toplanir. Fiziko-kimyasal uygulamalara bakildiginda
daglama, cilalama, kum piskiirtme, isleme, mekanik piriizlendirme gibi
biyomateryalin kimyasal yapisinda ¢ok az veya higbir degisiklige yol agmayan
malzeme ylizeyinin topografyasin1 ve morfolojisini degistirmeyi amaglayan fiziksel
uygulamalar1 ve oksidasyon, indirgeme, silanizasyon, asetilasyon gibi malzeme
ylizeyinin kimyasal karakterini (atomlari, bilesikleri veya molekiilleri) degistirmeye
yonelik kimyasal uygulamalar1 igermektedir (Roy, Bandyopadhyay ve Bose, 2011;
Roy, Fielding, Beyenal, Bandyopadhyay ve Bose, 2012; Stallard, Solar, Biederman
ve Dowling, 2016; Woodruff, 2016; Bandyopadhyay vd., 2017). Yiizey kaplama
stratejisi ise biyomateryali olusturan temel malzemeden farkli bir malzemeyle
kovalent ve non-kovalent kaplamalar, gesitli biyolojik molekiillerin baglanmasi ve
ince film biriktirme teknikleriyle biyomateryal ylizeyinin modifiye edilmesini amag

edinir.

Yiizey modifikasyonu uygulamalarinda genellikle amaca uygun bir yontem tercih

edilir. Herhangi bir 6zel gereksinimi karsilamak tizere yapilan yiizey modifikasyonu
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uygulamalarinda genellikle ince katman yiizey modifikasyonlar1 uygulanir. Ciinkd,
daha kalin kaplamalar biyomateryalin mekanik ve fonksiyonel o6zelliklerini
etkileyebilir. ideal olarak yiizey modifikasyonunun kalinlig1 10-15 Angstrom (A°) ile
sinirlt olmasi gerektigi belirtilse de uygulamalar daha ¢ok 10-100 nm’lik bir skalada
degismektedir (Agarwal ve Garcia, 2019). Bu durumun sebebi ise birdrnek, dayanikli
ve islevsel ylizey kaplamalarinin ideal Olgiilerde yeterince elde edilememesidir.
Modifiye edilmis bir yiizeyin stabilitesi biyolojik performans i¢in olduk¢a dnemlidir.
Ciinkii modifiye yiizeyin stabilitesi hem mekanik mukavemetin hem de biyolojik
ortamlar gibi agresif kimyasal ortamlara dayanikliligin gostergesidir (Agarwal ve
Garcia, 2019).

Kimyasal modifikasyonun temelinde biyomateryalin ylizey enerjisinin, yiikiinlin ve
bilesiminin degistirilmesi vardir. Bu amagcla sol-jel metodu, iyon bombardimani, asit-
alkali ile islem ve organik gruplarin kovalent baglarla immobilizasyonu gibi
teknikler kullanilmaktadir (Ye, Zhou ve Liu, 2011; Treccani, Klein, Meder, Pardun
ve Rezwan, 2013). Ornegin, kovalent immobilizasyon yoluyla cesitli capraz
baglayicilar kullanilarak biyomateryal ylizeyine proteinlerin giliglii bir sekilde
baglanmasi1 saglanir. Bu gii¢lii baglanma ise protein yan zincirlerinde bulunan
aminler, karboksilatlar ve hidroksiller gibi fonksiyonel kisimlar araciligiyla olur.
Ancak yiizey modifikasyonu i¢in kullanilan ¢esitli ¢apraz baglayicilarin (silanlar,
merkaptanlar, katesol gibi) modifikasyon sonrasi toksisitesi biyouyumlulugun
degerlendirilmesi agisindan olduk¢a onemlidir (Yewle, Wei, Puleo, Daunert ve
Bachas, 2012; Lee, Loo ve Rohanizadeh, 2014).

Fiziksel modifikasyon uygulamalar1 genellikle yiizey topografyasini degistirmeye
yonelik uygulamalar igerir (Agarwal ve Garcia, 2019). Bir biyomateryalin yiizey
topografyasinin boyut ve sekil acisindan 6zellikleri, konak hiicrelerin biyomateryale
olan davranisini etkiler. Ornegin; yiizey makro ve mikro yapisi hiicre adezyonunu,
dagilimint ve farklilasmasii etkileyerek konak hiicrelerinin fenotipik aktivitelerini
diizenleyebilir (Curtis ve Wilkinson, 1998; Flemming, Murphy, Abrams, Goodman
ve Nealey, 1999). Ayrica biyomateryallerin in vivo uygulamalari esnasinda konagin
verecegi cesitli yanitlarin (gézenekliligin kemik olusumuna katkisi, fibroz
kapsiilasyon yaniti, yumusak doku biiylimesi gibi) diizenlenmesine de katki saglar

(Brauker vd., 1995; Chehroudi ve Brunette, 2002). Yiizey topografyasini degistirmek
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amaciyla kumlama, plazma piiskiirtme, kimyasal asindirma, mekanik cilalama ve

iyon asindirma gibi g¢esitli teknikler kullanilmaktadir (Agarwal ve Garcia, 2019).

1.13. Yiizeylerin Biyolojik Modifikasyonu

Hiicre reseptor ligandlari, enzimler, biiyime faktorleri, antikorlar, farmakolojik
ajanlar, lipitler ve niikleik asitler gibi ¢ok cesitli biyomolekiiller biyomateryallerin
ylzey modifikasyonlarinda kullanilarak gerek terapotik gerek diyagnostik agidan
doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir. Sentetik ve biyolojik
bilesenlerin birlikte kullanimi esasina dayanan bu sistemin amaci biyofonksiyonelligi
arttirarak istenen biyolojik tepkileri ortaya ¢ikarmaktir (Agarwal ve Garcia, 2019).
Bu uygulamaya yaygin kullanimi oldugundan fibronektin ve laminin gibi proteinlerin
veya RGD gibi sentetik hiicre adezyon ligandinin sentetik veya dogal bir
biyomateryalin yiizeyine immobilizasyonu Ornek olarak gosterilebilir (Lutolf ve

Hubbell, 2005; Agarwal ve Garcia, 2019).

Biyomolekiilleri biyomateryal yiizeyine tutundurmak amaciyla fiziksel adsorpsiyon,
fiziksel tutuklama (entrapment) ve kovalent immobilizasyon gibi teknikler
kullanilmaktadir. Proteinlerin, niikleik asitlerin ve polisakkaritlerin pasif olarak
fiziksel adsorbsiyonu basit ancak etkili bir yontemdir. Fiziksel adsorbsiyon
hidrofobik ve elektrostatik etkilesimleri, Van Der Waals kuvvetleri ve hidrojen
baglarin1 igeren karmasik bir siirectir (Ratner vd., 2004). Ornegin, ekstraselliiler
matriks proteinleri ile biyomateryallerin kaplanmasi fiziksel adsorbsiyonun yaygin

kullanimlarindandir (Agarwal ve Garcia, 2019).

Fiziksel tutuklama sistemleri biyomolekiillerin bir iskele sistemi icerisinde
tasinmasini ve kullanilabilirligini diizenlemek iizere tasarlanan sistemleri tanimlar.
Enkapsiilasyon ve dispersiyon gibi tekniklerle biyomolekiillerin dagilim kinetikleri,

bozunma hizlar ve stabiliteleri diizenlenir (Agarwal ve Garcia, 2019).

Biyomolekiiller ile biyomateryaller arasindaki fonksiyonel gruplarin etkilesimleri ile
gerceklesen kovalent immobilizasyon ¢ok ¢esitli uygulamalari igerir. Kovalent
immobilizasyon biyomolekiilleri biyomateryaller iizerine immobilize etmek veya
capraz baglamak i¢in kat1 veya sivi gesitli ¢apraz baglayicilarin kullanildigr bir

tekniktir (Ratner vd., 2004; McKay ve Finn, 2014).
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1.13.1. Amino Asitlerle Yiizey Modifikasyonu

Amino asitler amfoterik yapiya sahip dnemli biyolojik bilesiklerdir. Her amino asitte
kendine 6zgii fonksiyonel gruplar ve yan zincirler vardir. Bu gruplar karboksil ve
amino gruplar1 olarak bilinir. Amino asitler nétral sulu ¢ozeltilere koyuldugunda
karboksil grubu bir protonunu kaybederek negatif yiiklenir, amino grubu ise bir
elektron kaybederek pozitif yiiklenir. Amino asitlerin bu fonksiyonel gruplari ve yan
zincirlerinden 6tiirti her bir amino asit farkli izoelektrik nokta’ya (pI) sahiptir. Farkli
pl degerleri ise amino asitlerin yiizey yiiklerindeki degiskenligin sorumlusudur.
Asidik veya bazik aminoasitlerin biyomateryal yiizeyine immobilizasyonunu
saglamak amaciyla ortamin pH’s1 ayarlanarak amino asit-biyomateryal yiizeyi
arasindaki elektrostatik ¢ekim modiile edilebilir (Uddin vd., 2010; Lee, Loo, Van,
Zavgorodniy ve Rohanizadeh, 2012; Lee, Loo, Zavgorodniy ve Rohanizadeh, 2013).

Amino asitler biyobozunur, biyouyumlu, diisiik maliyetli ve non-toksik biyolojik
bilesiklerdir. Amino asitler i¢in ¢Oziicli olarak non-toksik ve ucuz bir ¢oziicli olan su
kullanilmaktadir. Bu 6zellikleriyle amino asitler doku miihendisligi uygulamalarinda
ylizey modifikasyonu igin elverisli hale gelirler (Mallakpour ve Dinari, 2011,
Mallakpour, Dinari ve Behranvand, 2013; Mallakpour ve Aalizadeh, 2013).
Biyomateryal-konak arayiizii etkilesimi biyofonksiyonelligin kilit noktalarindan biri
olarak goriilmektedir. Bu nedenle ylizey modifikasyonu uygulamalar1 o6zellikle
biyouyumlulugun arttirilmasinda siklikla kullanilmaktadir. Amino asitler ise kolay
temin edilebilirligi, diisiik maliyeti ve toksisite gostermemelerinden Otiirii
biyomateryallerin biyolojik fonksiyonlarmi iyilestirmek i¢in yiizey modifikasyonu
yaklagiminda kullanilmaktadirlar (Lee vd., 2014).

1.14. Calismanin Amaci

Kemik defektleri gerek travmaya bagli gerekse cerrahi islem sonrasi olusan yaygin
klinik durumlardir. Her ne kadar kemik doku kendi kendini onarabilme kabiliyeti
olan ve bu onarim siirecinde skar doku sekillenmeden iyilesebilme 6zelligi olan
viicuttaki ender dokulardan biri olsa da kritik boyuttaki kemik defektlerinin bir
miidahale olmaksizin kendi kendine iyilesmesi ¢ok zordur. Bu nedenle travma, timor
rezeksiyonu, malformasyonlar ve metabolik bazi hastaliklar sonucu sekillenen ve

kendiliginden iyilesmesi miimkiin olmayan kemik defektlerinin tedavisinde kemik
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greftleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Kemik grefti yaklasiminda otogreftler altin
standart olarak kabul edilmektedir. Ancak yeterli dondr alaninin olmayisi, pre-
operatif ve post-operatif komplikasyonlar, morbidite gibi dezavantajlar otogreft
kullanimimi kisitlandiran durumlardir. Bu kisitlayici durumlarin oniine gegmek igin
ise doku miihendisligi uygulamalarinin biyomateryal temelli yaklasimindan
faydalanilmaktadir. Kemik grefti ikameleri bu amagla kullanilan dogal veya sentetik
olarak iiretilen polimerik veya seramik bazli materyalleri icermektedir. Biyomateryal
yaklasiminda temel amag, dogal dokunun hiicreler aras1 matriksini taklit eden bir
doku iskelesi iireterek mekanik destek saglamak, rejenerasyon ve reperasyon
olaylarinda konagin kendi hiicrelerinin kullanildigi hiicre adezyonu, hiicre
farklilasmas1 gibi ¢esitli biyolojik olaylara destek olmaktir. Kemik doku
miihendisligi alaninda kullanilan bioglass osteokondiiktivitesi, biyouyumlulugu ve
biyobozunurlulugu bilinen bir biyomateryaldir. Bioglass’in diisik mukavemet,
kirilganlik gibi olumsuz yanlar1 olmakla birlikte karsilagilan bir diger sorun 6zellikle
iretim teknigine baglh olarak biyoaktivitesinde azalmalar goriilmesidir. Bir
biyomateryalin hacimsel ve kitlesel 6zellikleri uygulanacagi dokunun mekanigine ve
fiziksel Ozelliklerine uyum gostermelidir. Ancak biyomateryal kullaniminda
unutulmamasi gereken bir husus ise hedeflenen biyolojik etkinin biyomalzeme-
konak arayliziinde gerceklestigidir. Bu nedenle istenen etkiyi saglamak amaciyla
biyoislevselligin arttirilmast i¢in biyomateryallerin yiizeyinde fiziko-kimyasal
metotlarla veya yiizey kaplama teknikleriyle ¢esitli modifikasyon islemleri
gerceklestirilmektedir. Ayrica enzimler, proteinler, hiicre yiizey ligandlari ve amino
asitler gibi ¢esitli biyomolekiillerle yiizeylerin aktiflestirilmesi de kullanilan
yontemler arasindadir. Bu adi gegen biyolojik molekiiller ig¢erisinde amino asitler,
dogal bulunabilme, ucuz maliyet ve ucuz ¢oziindiirme gibi 6zellikleriyle kullanim
avantaj1 saglamaktadirlar. Farkli amino asitlerin kendine 6zgii fonksiyonel gruplara
ve yan zincirlere sahip olmasi her bir amino asitin essiz izoelektrik noktaya sahip
olmasma yol agmistir. Bu 6zelliklerinden faydalanilarak biyomateryal yiizeylerine
amino asitlerin immobilizasyonu saglanmaktadir. Bu tez ¢alismasinda ise bioglass’in
biyouyumlulugun iyilestirilmesi i¢in arjinin, aspartik asit, fenilalanin, sistein, histidin
ve lizin’den olusan amino asit karisimiyla bioglass’in yiizeyi modifiye edilerek
biyoaktivitesinin ve biyouyumlulugunun in vitro ve in vivo deneyler ile

degerlendirilmesi amaglanmistir.
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2. MATERYAL METOT

Bu tez kapsaminda yapilan testler:

- Sentez

- Fiziksel karakterizasyon

o

(@)

FT-IR (Fourier transform infrared spektroskopi)

Taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileme

- Invitro etkinlik ve biyouyumluluk testleri

o

(@]

(@]

O

SEM ile hiicre tutunma testi

In vitro Alizarin Red S ile boyama (konvansiyonel ve kolorimetrik
metot ile)

In vitro ALP aktivite testi (kolorimetrik)

In vitro sitotoksisite testi

In vitro apoptoz-nekroz testi

In vitro genotoksisite testi

Calcein AM ile hiicre canliliginin tespiti

- Osteoindiiktiv potansiyel testi (OECD F2529-13 standardina gore)
- Kemik defektinde etkinlik testi

- Implantasyon testi

2.1. Hayvan Deneyleri i¢in Etik Kurul Onay:

Tez calismast kapsaminda yapilan in vivo deneyler igin Kirikkale Universitesi

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 2021/09-34 say1 ile yerel etik kurul izin

belgesi alindi (EK.1). Hayvan deneylerinin tamami Kirikkale Universitesi Hiiseyin

Aytemiz Deneysel Uygulama ve Arastirma Laboratuvari biinyesinde gerceklestirildi.
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2.2. In vitro Hiicre Kiiltiirii

In vitro deneyler i¢in kullanilan hiicre hatlar1 Kirikkale Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’'ne ait hiicre stoklarindan

temin edildi. Hiicre hatlarina ait bilgiler asagida verilmektedir:

1) MC3T3-E1 Subclone 4 CRL-2593, fare preosteoblast hiicre hatti, ATCC.
2) L-929 CCL-1, fare fibroblast hiicre hatt1i, ATCC.
3) CHO-K1/Anl, 95122902, Cin hamster ovaryum hiicre hatti, Sap Enstitiisii.

Hiicre kultiirinde kullanilan sarf malzemeler:

- Minimum Essential Medium Alpha, GIBCO, A104900.

- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Biological industries, Lot
n0:2121432.

- Fotal sigir serumu, Biological Industries, Lot no: 1720444,

- Penisillin-streptomisin, Biological Industries, Lot no: 1709239.

- Tripsin-EDTA, Biological industries, Lot no:03-050-1B.

- L-glutamin, Biological industries, Lot no:03-020-1C.

- Askorbik asit, Sigma Aldrich, A4403.

-  DMSO, Amresco, Lot no: 0054C427.

- Tripan blue solution % 0,4, GIBCO, 15250061.

2.2.1. Hiicre Kiiltiir Metodu

Hiicreler s1v1 azot tankindaki -196 C°’lik saklama ortamindan ¢ikarilarak 37 C°’deki
CO: inkubator igerisine koyuldu. Kriyo tiipler igerisindeki dondurma medyumunda
bulunan hiicreler ¢oziiniir ¢oziinmez hizlica igerisinde %10’luk FBS ve %1’°lik
antibiyotik iceren besi yerine aktarildi (karisim orani; hacimce en az iginde hiicre
bulunan dondurma medyumunun iki kat1 olacak miktarda taze besi yeri i¢erecek
sekilde). Kullanilan besi yerlerinin se¢imi farkli hiicre hatlarinin ideal kiiltiir
sartlarina gore belirlendi. Daha sonra 2500 RPM’de 2 dakika santrifiij edilerek
stipernatant atildi. Hiicre peletinin miktarina bakilarak 25°1lik veya 75°lik hiicre kiiltiir
flasklarina ekim yapilarak kiiltiir islemi baslatildi. %70-80 konfluens saglanincaya
kadar kiiltiir islemi devam ettirildi. Konfluens saglandiktan sonra tripsin EDTA ile
hiicreler kaldirildi. Hiicre kaldirma islemi igin ilk olarak hiicre kiiltiir kaplarindaki

besi yerleri ¢ekilerek bosaltildi. Daha sonra PBS ile ikiser defa yikanarak hiicrelerin
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tizerini kaplayacak sekilde tripsin-EDTA koyuldu. 4 dk inkubatorde bekletildikten
sonra hiicre kiiltiir kaplar1 hafifce c¢alkalanarak hiicrelerin iyice ayrilmasi saglandi.
Daha sonra tripsinizasyonda kullanilan tripsin-EDTA miktarinin iki kati1 olacak
sekilde serum ve antibiyotik i¢eren besi yeri eklenerek tripsinizasyon durduruldu.
Hiicre kiiltiir kaplarindaki besi yeri-tripsin karisimi santrifiij tiiplerine aktarilarak
santrifiij edildi. Santriflij islemi tamamlandiktan sonra iistte kalan sivi kisim atilarak
kalan hiicre pelleti hiicre sayim cihaziyla sayildi. Hiicre sayimi i¢in ilk olarak hiicre
pelleti icerisine 1 ml serum ve antibiyotik i¢eren besi yeri koyuldu, dikkatlice pipetaj
yapilarak hiicrelerin homojen bir sekilde besi yeri icerisinde karigsmasi saglandi.
Daha sonra 10 pl hiicre slispansiyonundan alinarak bos bir ependorfa aktarildi. Bu
hiicre siispansiyonunun {izerine ise 10 pl tripan blue katildi, dikkatlice pipetaj
yapilarak karigmasi saglandi. Tripan blue-hiicre karisimindan 10 pl alinarak hiicre
sayim lamina koyuldu ve hiicre sayim cihazinda canli hiicre sayilari belirlendi. Daha
sonra canli hiicre sayilarina gore kullanilacak hiicre sayilart farkli deneyler igin

hesaplanarak in vitro deneylere gegildi.

2.3. Bioglass Sentezi

Bioglass iiretimi Sol-jel metoduna gore yapildi (Cacciotti vd., 2012; Brinker ve
Scherer, 2013). icerisinde %45 oraninda SiOz, %24,5 oraninda NaO, %24,5
oraninda CaO ve %6 oraninda P2Os olacak sekilde diisiik viskoziteli homojen karisim
hazirlandi. Sol agsamasinda polikondenzasyon ile oligomerler olusturuldu. Daha sonra
jel haline gelen karigim ilk olarak 70 C°’de yaslandirma islemine, devaminda ise 120
C°’de kurutma ve 800 C°’de stabilizasyon islemine tabi tutularak bioglass tiretimi

yapild1 (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Sol-jel yontemiyle sentezlenen bioglass.

2.4. Bioglass’in Modifikasyonu

Uretimi yapilan bioglass’in modifikasyonu yapay viicut sivisina (YVS) amino asit
karisimi katilarak yapildi. Modifikasyon iglemi calkalamali etiivde (KUHNER
SHAKERX, Climo-Shaker ISF1-XC, Switzerland) 37 C°’de 80 RPM’de 25 giin
boyunca yapild1 (Sekil 2.2.). Siire sonunda siv1 kisim uzaklastirilarak modifiye hale
gelen bioglass 37 C°’de kurutuldu.

Sekil 2.2. Bioglass’in modifikasyon iglemine ait fotograf.
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YVS’nin hazirlanmasi:

Kullanilan kimyasallar:

- NaCl, 7.996 gr/1000ml distile suda ¢ozdiiriildd,

- NaHCOs, 0.350 gr/1000 ml distile suda ¢ozdiirtildii,

- KCl, 0.224 gr/1000 ml distile suda ¢ozdiirtildd,

- KoHPQOg4,0.174 gr/1000 ml distile suda ¢ozdiiriildii,

- MgCl26H20, 0.305 gr/1000 ml distile suda ¢ozdiiriildi,

- CaClxH20, 0.3681 gr/1000 ml distile suda ¢ozdiiriildii,

- NazSOg4, 0.071 gr/1000 ml distile suda ¢ozdiiriildii,

- 1M HCI,

- Tris hidroksi metil amino metan (NH.C(CH20H)s, 6.057 gr/100 ml distile

suda ¢ozdiirtildii.

250 ml’lik beher igerisine NaCl, NaHCOs3, KCI, KoHPO4, MgCl26H20, CaCl;H20,
NazSO4’lin hazir ¢6zeltilerinden 20’ser ml, 1M HCI’den 10 ml ve Tris hidroksi metil

amino metan’in hazir ¢ozeltisinden 10 ml koyularak YVS hazirlandi.

Amino asit karisiminin hazirlanmasa:

Kullanilan amino asitler ve oranlari:

- L-lizin, 5 mg/10 ml distile suda ¢6zdiiriildii,

- L-histidin, 5 mg/10 ml distile suda ¢ozdiiriildii,

- Arjinin, 10 mg/10 ml distile suda ¢ozdiiriildii,

- Aspartik asit, 10 mg/10 ml distile suda ¢ozdiiriildi,
- Fenilalanin, 10 mg/10 ml distile suda ¢ozdiirtildi,

- Sistein, 10 mg/10 ml distile suda ¢ozdiirtldi.

Yukarida verilen oranlarda ayr1 olarak hazirlanan amino asit ¢ozeltileri esit hacimde
karistirilarak 60 ml’lik amino asit karigimi elde edildi. Daha sonra amino asit
karisimindan 10 ml YVS igerisine eklenerek modifikasyon soliisyonu hazirlandi.
Modifikasyon islemi 37 C°’de 80 RPM’de 25 giin boyunca yapildi. Siire sonunda
sivt kisim uzaklastirilarak modifiye hale gelen bioglass 37 C°’de kurutuldu. Daha

sonra ise fiziksel karakterizasyon testlerine gegildi.
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In vitro ve in vivo testlerde karsilastirmalarda kullanilan test gruplar asagidaki gibi

planlandt:

- Ik sentezlenen ham bioglass,
- Sadece YVS’de tutulan bioglass,
- Modifiye bioglass.

2.5. MB’nin Fiziksel Karakterizasyonu

2.5.1. FTIR Analizi

Biyomateryalin iiretiminden sonra FTIR kullanilarak infrared spektrumlari alindu.
FT-IR spektrumlarmin odlgiimiinde VERTEX 70v FT-IR spektrometer (Bruker)
cihaz1 (Sekil 2.3.) kullanildi. Kizilétesi spektroskopisi, organik veya inorganik
bilesiklerin karakterize edilmesinde kullanilan bir arag¢tir (Ono, Bamba, Oku,
Yonetani ve Fukusaki, 2011). Kizilotesi spektrumu, maddeyi olusturan atomlar
arasindaki baglarin titresimiyle olusan frekanslarina karsilik gelen absorbsiyon
pikleri ile 6rnegin parmak izini géstermektedir (Lin ve Wang, 2011). Her maddenin
kendine has bir spektrumu vardir. Bu o6zellikle iiretilen biyomateryalin FTIR

spektrumlari alarak fiziksel karakterizasyonu yapildi.

Sekil 2.3. Bruker, VERTEX 70v FT-IR spektrometer cihazi.
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Sekil 2.4. Modifiye bioglass’in FT-IR spektrumunun 6l¢iilmesi i¢in spektrometer’e yerlestirilmesi.

2.5.2. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Gériintiilleme

Hazirlanan modifiye bioglass’in sekil ve topografyasi taramali elektron mikroskobu
(JEOL, JSM-5600) kullanilarak incelendi (Sekil 2.5.). Bu amagla modifiye bioglass
sentezlendikten sonra iki tarafi yapigkan bant ile piring levhalar {izerine
sabitlendikten sonra iizerine sputter coater cihazi ile (SBC-900-C sputtering coater)
(Sekil 2.6.) altin kaplanarak taramali elektron mikroskopta incelendi ve fotograflar
¢ekildi. Modifiye bioglass’a ait yiizey topografyasi ve gozenek capi Olgiimleri

yapilarak farkli biiyiitmelerde incelendi.
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Sekil 2.5. Taramali elektron mikroskop ve goriintiileme {initesi.

Sekil 2.6. Modifiye bioglass’in sputter coater cihazi ile altinla kaplanmasi.

61



2.6. In vitro Etkinlik ve Biyouyumluluk Testleri

2.6.1. MTT Testi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Sitotoksisiteyi gostermek amaciyla 3,[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide tuzu igeren MTT testi ve ISO 10993-5 standardinda
belirtilen metotlar kullanildi. Standartta hiicre hatt1 olarak 1.-929 hiicre hatt1 tavsiye
edilmektedir. Ancak osteojenik potansiyelin degerlendirilmesi biyomateryaller
tizerine MC3T3-E1 hiicrelerinin kiiltivasyonuyla yapilacagindan iki hiicre hatt1 igin
de test yapildi. 96°lik hiicre kiiltiir kaplarma 1.0x 10* hiicre olacak sekilde L-929 ve
MC3T3-E1 hiicrelerinin ekimi yapildi. 24 saat inkiibasyonun ardindan modifiye
bioglass (MB) o6ziitii hiicrelere uygulandi. MB’nin ekstraksiyonu 1SO 10993-12
standardina gore yapildi. MB o6ziitii 0,2 pum filtreden gecirilerek uyguland.
Kullanima hazir hale getirmek igin MB 6ziitiine %10 FBS ile %1 Pen-strep olacak
sekilde serum ve antibiyotik ilave edildi. Daha sonra kullanima hazir MB 6ztiinden
en yiiksek konsantrasyon %100 numune olacak sekilde (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16,
1:32,1:64) 7 farkl konsantrasyon olarak uygulandi ve 24 saat 37 °C %5 CO2’de
inkiibe edildi. Ornekler alt1 tekrarli ¢alisildi. Pozitif kontrol ve negatif kontroller iic
tekrarli calisildi. Pozitif kontrol olarak DMSO, negatif kontrol olarak ise besi yeri
kullanildi. Hiicreler {izerine uygulanan o6ziitler 24 saat sonunda atilarak, kuyucuklara
kullanima hazir MTT ¢dzeltisi koyuldu. 2 saat inkubasyonun ardindan izopropanol
eklenerek 570 nm’de SPECTROstar Nano (S/N 601-1841) cihazinda absorbans
degerleri Olgtildi (Sekil 2.7.). Canlilik degerinin %70’in altinda olmasi numune
Oziitlinlin ~ sitotoksik oldugu anlamimna gelmektedir. % canlilik degerlerinin

hesaplanmasinda agagidaki formiil kullanilds;

% canlilik= (MB’nin absorbans degeri/negatif kontrol absorbans degeri) x 100
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Sekil 2.7. MC3T3-E1 ve L929 hiicre hatlarina ait MTT 6l¢iim plate’leri.

2.6.2. Apoptoz-Nekroz Testi

MB iizerine ekimi yapilan hiicrelerdeki apoptoz-nekroz oranlarini gostermek
amaciyla 24°liik hiicre kiiltiir kaplarinda kuyucuk basina 5x10* sayida hiicre olacak
sekilde biyomalzemeye ekimi yapilan hiicreler 3, 7 ve 14 giinliikk siirelerde takip
edildi. Besi yerleri her ii¢ giinde bir taze besi yeriyle degistirildi. Kiiltiir bitiminde
hiicre kiiltiir kaplarindaki besi yerleri atildiktan sonra kuyucuklar PBS ile iki kere
yikandi. Daha sonra kuyucuklara biyomateryalin tizerini kapatacak sekilde Annexin-
V (Annexi V-FLUOS Staining Kit, ROCHE) soliisyonundan koyuldu. Oda 1sisinda
ve karanlikta olacak sekilde 10-15 dakika inkubasyonun ardindan invert mikroskopta
floresan 1s1k altinda FITC filtrede incelendi.

2.6.3. In vitro Mikroniikleus Testi

Genotoksisiteyi belirlemek i¢cin ISO 10993-3, OECD 487 Mikroniikleus testi
kullanildi. ISO 10993-3, OECD 487 tarafindan belirtilen CHO hiicre hatt1 kullanildi.
MB’1n genotoksisitesi ekstraksiyon metodu kullanilarak test edildi. Oziitleme islemi
ISO 10993-12 standardinda belirtilen sekilde hesaplandi. MB’den 0,2g
numune/besiyeri olacak sekilde tartim yapildi ve 72 saat 37 °C’de serumsuz
antibiyotiksiz besiyerinde ekstraksiyon islemi gergeklestirildi. Pozitif kontrol olarak

Mitomisin C, negatif kontrol olarak besiyeri kullanildu.
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-Deney protokolii: 48 kuyucuklu platelere 15x10° sayida hiicre ekildi. Hiicreler 24
saat inkiibasyona (37°C, 5% CO2) birakildi. inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki
vasatlar atilarak ekstrakti hazirlanmis numune 6ziitiinden 1:1, 1:2, 1:4 olmak {izere
ti¢ farkli konsantrasyon uygulandi. Kisa uygulama (3-6 saat) i¢in Cytochalasin B
(3pg/ml) varliginda ve yoklugunda, S9(%2) varliginda ve yoklugunda; uzun
uygulama ic¢in (24 saat) Cytochalasin B (3ug/ml) varliginda ve yoklugunda
uygulama yapildi. Pozitif kontrol i¢in Mitomisin C, negatif kontrol i¢in ise besiyeri
kullanildi.

Deney protokolii tabloda belirtildigi sekilde takip edildi (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. OECD 487 mikroniikleus testinde yapilan uygulamalar

Kullanilan Kisa Uygulama / +S9 Kisa Uygulama / -S9 Uzun Uygulama / -S9
hucreler
CHO Hiicresi
-S9 varliginda hiicreler 3 saat -Hiicreler 3 saat numune - Hiicreler 1,5-2 normal hiicre
numune Oziti (1:1, 1:2, 1:4  ozati(1:1, 1:2, 1:4  dongiisii (24 saat) boyunca numune

Cytochalasin B

varhginda ;

konsantrasyon) ile muamele
edildi.
-Oziit ile muamele edilen
besiyeri atilarak taze besiyeri
ve cytochalasin B (3ug/mL)
eklendi. 1,5-2 hiicre dongiisi

sonras1 mikroskopta incelendi.

konsantrasyon) ile muamele
edildi.

-Oziit ile muamele edilen
besiyeri atilip, taze besiyeri
ve cytochalasin B (3pg/mL)
1,5-2

eklendi. hiicre

dongiisii sonrast

mikroskopta incelendi.

oziti(1:1, 1:2, 1:4 konsantrasyon)
ile muamele edilir. Numune oziiti

iceren besiyeri atilip taze besiyeri

ve cytochalasin B  (3pg/mL)
eklenir.  1,5-2  normal hiicre
dongiisii sonrasi hiicreler

mikroskopta incelendi.

Cytochalasin B
yoklugunda;

-S9 varliginda 3 saat numune
oziti(1:1, 1:2, 1:4
konsantrasyon) uygulandi.
Uygulanan o6ziit atilip taze
besyeri eklendi. 1,5-2 hiicre
hiicreler

dongiisti  sonrasi

mikroskopta incelendi.

-3 saat numune Oziiti (1:1,
1:2, 1:4 Kkonsantrasyon)
uygulandi. Uygulanan 6ziit

atilip taze besyeri eklendi.

1,5- 2 hiicre dongiisii sonrasi
hiicreler mikroskopta

incelendi.

- Hiicreler 1,5-2 normal hiicre
dongiisii (24 saat) boyunca numune
ozuti(1:1, 1:2, 1:4 konsantrasyon)
ile muamele edildi. Numune 06ziitii
iceren besiyeri atilip, taze besiyeri
eklendi. 1,5-2 hiicre

sonrasi

dongiisii
hiicreler ~ mikroskopta

incelendi.

Numune 6ziitiiniin 3 saatlik ve 24 saatlik uygulamasimin ardindan 48 kuyucuklu
hiicre kiiltiiri kabindaki vasatlar atilarak, kuyucuklara 75 mM KCI damlatildi.
Ardindan metanol: glasial asetik asit (3:1) eklenerek hiicreler fikse edildi. Son olarak

hiicreler propodium iodide ile boyanarak (Cytochalasin B varliginda) biniikleuslu ve
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mikroniikleuslu hiicreler sayildi. Hiicre sayisina bagli olarak standartta belirtildigi

sekilde sitotoksisite hesaplandi.

Sitokinez Blok Proliferasyon Indeksi: ((Tek gekirdekli hiicrelerin sayis1) + (2 x iKi
¢ekirdekli hiicrelerin sayisi) + (3 % ¢ok g¢ekirdekli hiicrelerin sayis1)) / (Toplam hiicre

sayisi)
Sitostaz = 100- (Replikasyon indeksi, RI)

RI = [((iki ¢ekirdekli hiicre sayis1) + (2 % ¢ok ¢ekirdekli hiicre sayis1)) + (Toplam
hiicre sayisi)t/ ((iki ¢ekirdekli hiicre sayisi) + (2 x ¢ok ¢ekirdekli hiicre sayisi)) +
(Toplam hiicre sayisi)c] X 100

T= numune 6ziitliniin uygulandig kiiltiir, C= negatif kontrol
2.6.4. Hiicre Tutunma Testi ve Taramal Elektron Mikroskop incelemesi

Hiicre tutunmasi i¢cin MC3T3-E1 fare preosteoblast hiicre hatti kullanildi. Hiicreler
%10 fotal sigir serumu (Foetal Bovine Serum, Biological Industries, Lot 2004013) ve
%1 penicillin-streptomycin (Pen-Strep Solution, Biological Industries, Lot 1952187)
iceren Dulbecco’nun modifiye Eagle besi yerinde (DMEM, Low Glocose, Biological
Industries, Lot 2027500) kiiltiire edildi. Besi yerinin igerisine %1 oraninda L-
Glutamin ve 50mg/Litre L-Askorbik asit katildi. Hiicreler 75cm?’lik hiicre kiiltiir
flasklarinda 37C°’de %5 COz2 igeren ortamda kiiltiire edildi. Besi yerleri ti¢ giinde bir
degistirildi. %80 konfluens saglandiktan sonra Tripsin-EDTA (Trypsin EDTA
Solution C, Biological Industries, Lot 2010154) ile hiicreler kaldirildi ve hiicre
sayim1 yapildi. Daha sonra SEM’de hiicre morfolojilerini géstermek amaciyla 24’liik
hiicre kiiltiir kaplarina steril bioglass materyaller konuldu ve bazal ortamin
saglanmasi i¢in lzerlerine besi yeri konularak hiicre ekimi Oncesinde 1 saat
inkubatdrde bekletildi. Daha sonra besi yerleri ¢ekilerek 5x10* hiicre/kuyucuk sayida
olacak sekilde 50 pl besi yeri igerisinde biyomalzeme iizerine hiicre ekimi yapildi.
Hiicre tutunmasini saglamak amaciyla 4 saat inkiibatérde bekletildikten sonra
biyomateryalin iizerini kaplayacak sekilde hazir besi yeri ilave edildi. Hiicre
morfolojilerini gdstermek amaciyla 3,7 ve 14 giin olarak kiiltivasyon devam ettirildi.
Her ii¢c giinde bir besi yeri degistirilerek taze besi yeri koyuldu. Kiiltivasyonun
bitiminde kuyucuklardaki besi yerleri ¢ekilerek PBS ile iki kere yikandiktan sonra
%4 paraformaldehit ile 30 dakika hiicreler tespit edildi. Daha sonra kuyucuklardaki
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paraformaldehit atilarak PBS ile 5dk/2kere yikandi. Dehidrasyon amaciyla %30,
%50, %70, %80, %96 ve absol alkollerin her birinde 5 dk tutuldu. Kurutma isleminin
ardindan hiicre ekili biyomalzemelerin yiizeyi sputter coater cihazi ile altinla

kaplanarak SEM goriintiilemeleri yapildi.

2.6.5. Alkalen Fosfataz Aktivitesi Testi

ALP, osteojenik farklilagmanin gostergesi olarak bilinen bir enzimdir. Alkali pH’da,
fosfat esterlerinin hidrolizini katalizler. ALP aktiviteleri kolorimetrik yoOntemle
Ol¢iildii ve Alkalin Fosfataz kiti kullanild1 (SensoLyte pNPP, Katalog no:72146).
ALP aktivitesini gdstermek amaciyla dziitleme ydntemi kullamildi. ilk olarak 10
mg/10ml serumsuz antibiyotiksiz besi yerinde 37 C°de 24 saat tutularak MB,
YVS’de bekletilen bioglass ve ham bioglass’in oziitleri elde edildi. Daha sonra
oziitlerin igerisine %10 FBS ve %] antibiyotik katilarak test i¢in kullanima hazir,
icerisinde biyomateryallerin 6ziitii bulunan besi yeri hazirlandi. 3’er tekrarli olacak
sekilde hiicre kiiltiir kaplarma 12.5 x 103 sayida hiicre ekimi yapilarak 3,7 ve 14 giin
stireyle kiiltivasyon devam ettirildi. Kontrol amaciyla sadece hazir besi yeri
kullanildi. Kiiltiir isleminin sonunda ise ALP kitinde belirtilen protokole gore ayri
giinler igin kolorimetrik olarak ALP aktivitesi olgiildii. Olgiim sonuglarmin
hesaplanmasi i¢in ilk olarak ALP test kitinde bulunan standart soliisyonu kullanilarak
standart egrisi elde edildi ve regresyon denklemi hesaplandi. Daha sonra ise
regresyon denklemi kullanilarak MB, YVS’de bekletilen bioglass ve ham bioglass
igin Olgiilen absorbsiyon degerlerine karsilik ALP aktivitesi ng/mL cinsinden

hesaplandi.

2.6.6. Alizarin Red S ile Kalsiyum Gosterilmesi

Alizarin Red S ile kalsiyum birikimlerini gostermek amaciyla 24’°liikk hiicre kiiltiir
kaplarma 5x10* hiicre/kuyucuk sayida biyomalzemeye ekimi yapilan hiicreler 3, 7 ve
14 giinliik siirelerde takip edildi. Besi yerleri her iic giinde bir taze besi yeriyle
degistirildi. Kiiltlir bitiminde hiicre kiiltiir kaplarindaki besi yerleri atildiktan sonra
kuyucuklar PBS ile 5’er dakika iki kere yikandi. Daha sonra %4 paraformaldehit ile
fikzasyon islemi yapildi. Fikzasyon isemini takiben pH’s1 4,1-4,3e getirilen %2’lik
Alizarin kirmizist ile 5 dk boyandi (Sekil 2.8.). Daha sonra kuyucuklardaki boya

atilarak PBS ile berraklasincaya kadar yikanarak invert mikroskopta goriintiilendi.
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Sekil 2.8. Alizarin Red S ile kalsiyum boyamasi.

2.6.7. Alizarin Red S ile Kalsiyum Birikimlerinin Kolorimetrik Yontemle

Gosterilmesi

Alizarin Red S ile kalsiyum birikimlerini kolorimetrik yontemle gostermek amaciyla
24’liik hiicre kiiltiir kaplarma 5x10* hiicre/kuyucuk sayida MC3T3-E1 hiicrelerinin
ekimi yapildi. Iki boyutlu hiicre kiiltiirii ortaminda MB 6ziitii (ALP testinde
kullanilan 6ziitleme yontemi kullanildi) hiicreler iizerine 3, 7 ve 14 giin siirelerde
uygulandi. Besi yerleri her ii¢ gilinde bir taze besi yeriyle degistirildi. Kiiltiir
bitiminde hiicre kiiltiir kaplarindaki besi yerleri atildiktan sonra kuyucuklar PBS ile
5’er dakika iki kere yikandi. Daha sonra %4 paraformaldehit ile fikzasyon islemi
yapildi. Fikzasyon isemini takiben pH’s1 4,1-4,3’e getirilen %2’lik Alizarin kirmizisi
ile 10 dk boyand: (Sekil 2.9.). Daha sonra %20 metanol %210 asetik asit
soliisyonunda 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar igerisindeki siv1
mikroplate’ye aktarilarak (Sekil 2.10.) 405 nm dalga boyunda spektrofotometre
cihazinda okutuldu (Quarto, Senarath-Yapa, Renda ve Longaker, 2015). Olgiim
sonuclarinin hesaplanmasi igin ilk olarak standart soliisyonu kullanilarak standart
egrisi elde edildi ve regresyon denklemi hesaplandi. Daha sonra ise regresyon
denklemi kullanilarak MB, YVS’de bekletilen bioglass ve ham bioglass i¢in 6lgiilen

absorbsiyon degerlerine karsilik Alizarin Red miktar1 mM cinsinden hesaplandi.
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Sekil 2.9. Kolorimetrik 6l¢lim i¢in Alizarin Red S boyanmasi.

Sekil 2.10. Kolorimetrik 6l¢tim i¢in mikroplate’in hazirlanmasi.

2.6.8. Calcein AM/Propidium iodide ile Hiicre Canhiliginin Gosterilmesi

MB iizerine ekimi yapilan hiicrelerin canliligimi gostermek amaciyla 24°liik hiicre
kiiltiir kaplarma 5x10* hiicre/kuyucuk sayida biyomalzemeye ekimi yapilarak
hiicreler 3, 7 ve 14 giinliik siirelerde takip edildi. Besi yerleri her {i¢ giinde bir taze
besi yeriyle degistirildi. Kiiltiir bitiminde hiicre kiiltiir kaplarindaki besi yerleri
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atildiktan sonra kuyucuklar PBS ile iki kere yikandi. Daha sonra kuyucuklara
biyomateryalin iizerini kapatacak sekilde Calcein AM/Propidium iodide (Calcein
AM, C1430, Molecular Probes) soliisyonundan koyuldu. Oda 1sisinda ve karanlikta
olacak sekilde 10-15 dakika inkubasyonun ardindan invert mikroskopta floresan 11k

altinda incelendi.

2.7. Osteoindiiktiv Potansiyel Testi

Bu test demineralize kemik materyalinin in-vivo osteoindiiktif etkisinin gésterilmesi
amaciyla gergeklestirilir. Test protokolii ASTM F2529-13’e gore (Standard, A.,
2013) belirlendi. Bu testte normal kemik ve ekstraselluler kemik matriksi igermeyen
dokulara demineralize kemik materyali implante edilerek meydana getirebilecegi
yeni osteoid-kemik doku olusumu analiz edilir. Test edilecek demineralize kemik
materyali, normalde herhangi bir kemik aktivitesi gostermeyen heterolog doku
igerisine uygulanir ve sonrasinda bu heterolog doku igerisinde bulunan ¢ok yone
farklilasma  yetenegine sahip mezenkimal hiicrelerin, c¢esitli uyarilarla

osteokondroprogenitor hiicrelere doniisme orani ve potansiyeli degerlendirilir.

Osteoindiiktif potansiyel testi sonuglari test edilen materyalin yalniz deney
hayvanlarinda kemik doku olusumu hakkinda bilgi verir. Insanlarda klinik olarak
meydana gelebilecek olumlu ya da olumsuz etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla

kullanilamaz.

2.7.1. Kullanilan Deney Hayvanlar1 ve Bakim Besleme Kosullar:

Deney hayvani olarak saglikli, erkek, 5-7 haftalik 2942,3 gr agirliginda atimik ¢iplak
fareler kullanildi. Deneyde kullanilan hayvanlar tesadiifen secilerek, tek tek
isaretlendi ve uygulamadan 5 giin 6nce ayr1 kafeslere koyuldu. Kontrolli oda 1sisinda
ve nem oraninda, 12’ser saatlik karanlik-aydinlik kosullarinda tutulan deney

hayvanlarina siirekli taze su ve yeme ulagabilecekleri sekilde bakim-besleme yapildi.

2.7.2. Hayvanlarin Hazirlanmasi

Atimik niide farelerin saglik durumlari, kondisyon ve fizyolojik parametreleri
(solunum sayisi, viicut 1sis1) kontrol edildi. Operasyon oncesi xylasin/ketamin

karigimi deri alt1 uygulanarak fareler genel anesteziye alindi. Genel anesteziye giren
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hayvanlarin gluteal boslugu hizasina denk gelen arka bacak bdlgesi asepsi ve

antisepsi kurallarina uyularak temizlendi.

2.7.3. Demineralize Kemik Materyalinin Gluteal Kaslar Arasi Bosluga

Uygulanmasi

Daha 6nceden iyotlu dezenfektan ile temizlenen gluteal bolge boyunca steril serviyet
ile kapatilarak ameliyathane ortaminda, asepsi ve antisepsi kurallarina uygun
tedbirler alindiktan sonra, 1sitmali operasyon masasinda ventro-dorsal sabitlenen
atimik niide farelerin derisine orta femur hizasinda 0,5 cm uzunlugunda deri
ensizyonu yapildi. Makasla kiit diseksiyon yontemiyle intermuskiiler fasia ve kas
demetleri arasinda kalan bosluk kese sekline getirilerek test standardinda atimik
ciplak fareler i¢in Onerilen miktarda (20 £ 5 mg) test materyali yerlestirildi (Zhang,
Powers ve Wolfinbarger, 1997). Her iki kese igerisindeki materyalin birbiriyle
temasmin Onlenmesi amaciyla emilebilir iplikle fasia ve membranlar dikildi.

Sonrasinda deri bolgesi de 5/0 ipek iplikle kapatilarak iyotlu dezenfektan ile silindi.

Test materyali ii¢ ayr1 farede her iki arka bacak gluteal kaslar arasina (Sekil 2.11.)

implante edilirken; toplam alt1 uygulama bolgesi olusturuldu.

_. Crainial Thigh
~~ Muscles

Sekil 2.11. Test materyalinin yerlestigi kas bolgesi.

Fotograf test standardindan alinmigtir (Standard, A., 2013).

70



2.7.4. Hayvanlarin Goézlemlenmesi

Genel Saghk Takibi

Bu testte ti¢ farede toplam alt1 farkli bolgeye (herbir fare i¢in 2 gluteal intermuskiiler
bosluk) demineralize kemik materyali uygulandi. Fareler deney son giiniine kadar
(30. giine kadar) giinde iki kez, genel saglik kontrolii, yem ve su tiiketimleri
yoniinden kontrol edildi. Uygulama sonrasi 7 giin boyunca her giin operasyon yarasi

makroskobik olarak muayene edildi.

2.7.5. Degerlendirme

30 giin siireyle takip edilen hayvanlarda; heterojen doku arasina uygulama sonrast
genel saglik durumlari, yem ve su tiiketimleri yoniinden degerlendirildi. Uygulama
yapilan bolgede operasyon yarasi ve herhangi bir reaksiyon olup olmadigi takip

edildi.

2.7.6. Makroskobik ve Mikroskopik Degerlendirme

Deney hayvanlar1 yiiksek dozda pentobarbital intra-peritoneal yolla uygulanarak
Otenazi yapildi ve demineralize materyal yerlestirilen bolge eksize edilerek lokal
olarak incelendi. Materyal uygulanan kaslar en az 1 cm? ¢apinda olacak sekilde
cevresindeki fasia, bagdoku ve kanama alanlarindan temizlenerek histopatolojik
incelemeler i¢in %10 tamponlu formaline alindi. 24 saat tespit edilip rutin histolojik
doku takibi asamalarindan gegirildikten sonra parafine bloklandi. Daha sonra her bir
bloktan 5-7 mikrometre kalinliginda kesitler alinarak, Masson’un iglii boyasi ve

toluidine mavisi ile boyanarak 11k mikroskopta incelendi.

OECD Designation F2529-13 histomorfometrik degerlendirme olgiitlerine gore; 10x
objektif biiylitmesi (toplam 100x biiyiitme) altinda mikroskoptan alinan goriintii 25
grid igerecek sekilde bolmelere ayrildi (Sekil 2.12.). Her bir doku 6rneginde ti¢ farkli
alanda bu islem yapilarak toplam 75 gridlik bir alan incelendi. Degerlendirme
yapilirken; herbir grid igerisinde %75 ten fazla bir alanda osteojenik aktivitenin
gozlenebilecegi kikirdak, kemik iligi, yeni kemik olusumu gibi kistaslar gézoniine
alindi1 ve daha az oranda bagdoku, bos alan ve damar gibi yapilar varsa o grid
degerlendirme dis1 birakildi. Bir grid igerisinde en az bir alanda kikirdak dokusu

bulunmasina dikkat edildi.
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Hesaplama yapilirken agagidaki formiil kullanilds,

Osteoindiiktif potansiyel= Yeni Kemik Dokusu Olusan Grid / Toplam Grid Sayis1 x
100

Sekil 2.12. Test materyalinin inceleme metodu.
Fotograf test standardindan alinmigtir (Standard, A., 2013).

Incelenen test materyalinin standartta belirtilen formiile gore osteoindiiktif
potansiyeli hesaplandi. Elde edilen sonug¢ standartta belirtilen puanlama sistemine

gore skorlandi.

- Degerlendirme;

0 = Incelenen dokuda hi¢ implant tespit edilmemesi—Olumsuz potansiyel-testten
kalir.

1 =< %10 yeni kemik doku olusumu — Olumsuz potansiyel-Testten kalir.

2 =% 10-20 yeni kemik doku olusumu — Olumlu potansiyel- Testi geger

3 =% 21-30 yeni kemik doku olusumu — Olumlu potansiyel- Testi geger

4 => %30 yeni kemik doku olusumu — Olumlu potansiyel- Testi geger

2.8. Ekstremite Performans Testi

Deney hayvani olarak 222,26 + 50,04 g agirhiginda Wistar Albino erkek sicanlar
kullanildi. Genel anestezi altinda bilateral olarak tibia’nin antero-medial korteksinde
diyafiz bolgesinde 4 mm genisliginde, 4 mm uzunlugunda kritik boyut defektleri
olusturuldu (Sekil 2.13.-2.14.). Modifiye bioglass’in iyilesme siirecindeki ve osteoid

doku olusumundaki etkileri radyolojik ve histopatolojik olarak incelendi.
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Cizelge 2.2. Ekstremite performans testi i¢in deney gruplari.

Grup Farkli Zamanlar i¢in Kullanilan Hayvan Sayilart

4 Hafta 8 hafta 12 hafta
Modifiye Bioglass / Deney Grubu 7 7 7
Hidroksiapatit olusturulmus 7 7 7
Bioglass
Ham Bioglass 7 7 7
Negatif kontrol 7 7 7

Sekil 2.13. Kemik defektinde etkinlik testinin intra-operatif fotograflar.

73



a) ensizyon hattinin belirlenmesi, b) medial yaklagimla tibial platoya ulagilarak kemik korteksinin
aciga cikarilmasi, €) frez ile kemik tizerinde defekt olusturulmasi, d) kemik iizerinde unikortikal

olarak olusturulan defekt alani.

Sekil 2.14. Kemik defektinde etkinlik testinin intra-operatif fotograflari.

a) defekt alani, b) modifiye bioglass doldurulan defekt alani.

2.8.1. Histokimyasal Boyamalar

Deney siireleri tamamlanan gruplar i¢in Otenazi islemini takiben defekt bulunan
tibia’lar %10’luk formaldehit igerisine koyularak tespit islemi baslatildi. 48 saatlik
tespitin ardindan Ornekler dekalsifikasyon amaciyla %10’luk formik asit igerisine
koyuldu. Dekasifikasyon islemi radyolojik ve manuel kontrol yapilarak tamamlandi.
Dekalsifikasyonu takiben ornekler akar suda 24 saat yikamaya alindi. Yikama
isleminin ardindan %70, %80, %96 ve absol alkolde (3 seri) 1’er saat tutularak
dehidrasyon islemi tamamlandi. Daha sonra saydamlastirma i¢in metil benzoat ve
benzol serilerinden gegirilerek parafin emdirme islemi i¢in vakumlu etiive koyuldu.
Vakum igleminin ardindan 6rnekler parafinde bloklandi. Her bir bloktan 5-7 um’lik
kesitler alinarak, Masson’un {iglii boyama ve toluidine blue boyama metoduyla

boyandi. Daha sonra 151k mikroskopta incelendi.
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2.8.2. Degerlendirme

Tiim gruplar i¢in histopatolojik degerlendirmeler 151k mikroskop altinda yapildi.
Incelemelerde grup icerisinde herhangi bir sira gozlenmeksizin rastgele inceleme
yapildi. Defekt alaninin degerlendirilmesinde Emery skorlama sistemi kullanildi
(Emery, Brazinski, Koka, Bensusan ve Stevenson, 1994). Emery skorlama sistemine

gore defekt alanlar1 Cizelge 2.3.”e gore skorlandi.

Cizelge 2.3. Emery skorlama sistemine gore kemik defektinin histopatolojik degerlendirmesi.

Skor Degerlendirme Kriteri
0 Defekt alani bos
1 Defekt alaninda sadece fibroz bag doku var
2 Fibroz kikirdaktan daha fazla fibroz bag doku var
& Fibroz bag dokudan daha fazla fibroz kikirdak var
4 Sadece fibroz kikirdak var
5 Kemikten daha fazla fibroz kikirdak var
6 Fibroz kikirdaktan daha fazla kemik var
7 Sadece kemikle dolu

2.9. Implantasyon Testi

2.9.1. Tanim

Implantasyon sonrast lokal etkiyi degerlendirmek icin, 1SO 10993-2-6-12
standartlarinda belirtilen protokoller kullanildi. Bu testin amaci hayvan modeline
uygulanan biyomateryallerin deri alti, kas i¢i veya kemik i¢i implante edilen
materyallerin implantasyon sonrasinda uygulandigi bolgelerde (deri alti, kas ici,
kemik 1i¢i gibi) lokal olarak meydana gelebilecek patolojik degisikliklerin

degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir.

2.9.2. Kullanilan Deney Hayvanlari

S6z konusu protokolde deney hayvani olarak fare, rat, hamster veya tavsan gibi

kii¢iik laboratuvar hayvanlarinin kullanilmas1 6nerilmektedir. Bu kapsamda boliim
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2.8.’de belirtilen ekstremite performans testinde kullanilan hayvanlar ve gruplar,
deney siiresi bitiminde implantasyon testi kapsaminda da degerlendirildi.

Implantasyon testi icin ayrica farkli hayvanlar kullanilmadi.

2.9.3 Metot

Test protokolii boliim 2.8.’deki ekstremite performans testinde belirtildigi gibi

yapildi.
2.9.4. Hayvanlarin gozlemlenmesi

Genel Saghk Takibi

Deney hayvanlar1 deney sonuna kadar giinde iki kez, genel saglik kontrolii, yem
ve su tiiketimleri ydniinden kontrol edildi. Implantasyon sonras1 7 giin boyunca
her giin operasyon yaras1 makroskobik olarak muayene edildi ve 7. giinde dikisleri

alindu.

2.9.5. Degerlendirme

4, 8 ve 12 hafta siireyle takip edilen hayvanlarda; implantasyon sonrasi genel
saglik durumlari, yem ve su tiikketimleri yoniinden degerlendirildi. Uygulama
yapilan bolgede makroskobik olarak herhangi bir reaksiyon olup olmadigi

gozlendi.

2.9.6. Makroskobik Degerlendirme

Deney siireleri bitiminde deney hayvanlarina Otenazi yapildi ve implantasyon
bolgesi lokal olarak incelendi. Makroskobik muayenede, implante edilen
materyalin etrafinda herhangi bir patolojik degisiklik bulunup bulunmadig:
incelendi. Implant bolgesinden alman &rnekler ilk olarak %210 tamponlu
formalinde 24 saat tespit edildi. Dekalsifikasyon isleminin ardindan 24 saat
boyunca yikanan dokular alkol serilerinden gegirilerek dehidre edildi. Daha sonra
ksilol serilerinden gecirilen dokular parafindee bloklandi. Her bir dokudan 5-7
mikrometre kalinliginda kesitler alinarak, Masson’un ii¢lii boyas1 ile boyandi ve
151k mikroskobunda incelendi. Histolojik kesitlerin degerlendirilmesi ISO 10993-6
Tablo 1 (Annex 5)’te belirtilen (Cizelge 2.4.) semikantitatif histopatolojik

skorlama kriterlerine gore yapildi.
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Cizelge 2.4. 1SO 10993-6 Tablo 1 (Annex 5) — Semikantitatif Histopatolojik Skorlama

Rat (n=7) Test ornegi Kontrol

DeneyHay.No

Yang1

Polimorf 1okosit

Lenfosit

Plazma hc

Makrofaj

Dev Hiicre

Nekroz

Aratoplam

Neovaskiilarizasyon

Fibrozis

Yagdej/infilt.

Aratoplam

TOPLAM

ORTALAMA

TEST (-) KONTROL= Skor*

*Trritasyon skorlari: Yok (0,0-2,9); Hafif (3,0-8,9); Orta (9,0-15,0); Siddetli (>15,0)
Toplam skor= Test grubunun toplam skoru- kontrol grubunun toplam skoru.

2.10. Istatistik hesaplamalar

In vitro ve in vivo test sonuglarinin degerlendirilmesinde SPSS istatistik programi
kullanildi. Farkli testler i¢in en uygun hesaplama yontemi test metoduna gore
belirlenerek istatistik hesaplamalar yapildi. In vitro sitotoksisitenin farkli gruplar
arasindaki karsilagtirmalarini yapmak i¢in student t testi kullanildi. ALP aktivitesi ve
Alizarin Red S ile kalsiyum birikimlerinin kolorimetrik olarak farkli gruplar
arasindaki karsilastirmalart ANOVA testi ile yapildi. In vitro mikroniikleus testi
sonuclart Fisher exact testi ile istatistik olarak degerlendirildi. In vivo kemik
defektinde etkinlik testinin degerlendirilmesi i¢in ilk olarak Kruskal-Wallis testi

kullanilds, ikili karsilastirmalar i¢in ise Mann-Whitney testi kullanildi.
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3. BULGULAR

Tez kapsaminda yapilan in vitro ve in vivo testlerin sonuglar1 asagidaki siralamaya

gore verilecektir.

- Sentezlenen Modifiye Bioglass’in Fiziksel Karakterizasyonu

(@)

O

FT-IR (Fourier transform Infrared Spektrofotometre) sonuglari

Taramali elketron mikroskop (SEM)goriintiileme sonuglari

- Invitro etkinlik ve biyouyumluluk

(@]

o

o

O

O

MTT ile in vitro sitotoksisite testi sonuglari

In vitro apoptoz-nekroz testi sonuglari

In vitro mikroniikleus testi sonuclari

SEM ile hiicre tutunma testi sonuglari

In vitro Alizarin Red S ile boyama (konvansiyonel ve kolorimetrik
metot ile)

In vitro ALP aktivite testi (kolorimetrik) sonuglari

Calcein AM/Propidium iodide ile hiicre canliligin gosterilmesi

- Osteoindiiktiv potansiyel testi (OECD F2529-13 standardina gore)

- Kemik defektinde etkinlik testi (ekstremite performans testi)

- Implantasyon Testi (ISO 10993 standartlarina gore)

3.1. Modifiye Bioglass’in Fiziksel Karakterizasyonu

3.1.1. FT-IR Sonuclar:

[k olarak sol-jel yontemiyle iiretilen bioglass’m FT-IR spektrumu almarak referans

numune ile karsilastirildi (Sekil 3.1.). Daha sonra hem modifiye bioglass’in hem de

sadece YVS’de bekletilen bioglass’in FT-IR spektrumlart alinarak absorbsiyon

pikleri degerlendirildi.
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Ham bioglass’in FT-IR spektrumlar1 referans numunenin FT-IR spektrumlari ile
karsilastirildiginda absorbsiyon piklerinin ¢ok benzer oldugu goriildiiglinden (Sekil
3.1.) referans numune ile %97,09’luk bir korelasyon oldugu saptandi. Boylece sol-jel
yontemiyle {iretilen ham bioglass’in sentez isleminin uygunlugu FT-IR spektrumlari

ile ispatlandi.

Y - pemp—. - e T e —
“| Sample N\ 7 ™

£ Reference

200 3300 3200 3000 2000 2000 2900 2200 2000 w00 800 1300 20 1000 00

Correlation: 97.09 %

, OK Threshold: 95.00 %

Sekil 3.1. Ham bioglass’in referans numune ile karsilagtirilmasi.

Ham bioglass’in amino asit karisimi kullanilarak yilizey modifikasyonu i¢in, YVS
icerisine amino asitlerden olusan karisim katildi. Ham bioglass, modifikasyon sivisi
igerisine konularak 25 giin boyunca 80 RPM’deki ¢alkalamali inkubatorde bekletildi.
Ayrica ham bioglass, icerisinde amino asit karisimi bulunmayan sadece YVS
bulunan siv1 icerisinde de ayni kosullarda bekletildi. Uygulanan islemlerin sonunda
her iki s1vida bekletilen bioglass’lar kurutulduktan sonra hem hidroksiapatit olusumu
hem de modifikasyon isleminin basarisi agisindan FT-IR ile absorbsiyon pikleri

degerlendirildi.

Ham bioglass’in FT-IR pikleri (Sekil 3.2.) degerlendirildiginde 1019 piki Si-O-Si
egilme gerilimini ve 919 (cm™) piki ise Si-O-Si asimetrik gerilimini gostermektedir
(Vallet-Regi, Romero, Ragel ve LeGeros, 1999; Ramila ve Vallet-Regi, 2001). Si
baglarina ait pikler camsi1 yapiy1 dogrulamaktadir. YVS’de bekletilen bioglass’ta ve
Modifiye Bioglas’ta 25 giin sonunda hidroksiapatit varligin1 gosteren pikler goriildii.
Hidroksiapatit’in PO4+* iyonlarina ait yaklasik dalga boyu pikleri 1119, 1098, 1030,
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965, 865 ve 550-600 (cm™) olarak bilinmektedir (Bayraktar ve Tas, 1999; Tas, 2000;
Mollazadeh, Javadpour ve Khavandi, 2007; Adawy, Abd El-Fattah, El-Sayed ve
Talaat, 2009; Kundu vd., 2010). Modifiye bioglass’a ait absorbsiyon pikleri
incelendiginde (Sekil 3.3.) 1059, 952, 598 ve 451 piklerinin P-O arasindaki giiglii
titresim pikleri oldugu goriilmektedir. Bu durum ise modifiye bioglass yiizeyinde
olusan hidroksiapatit tabakasmnin varligim1 dogrulamaktadir. YVS’de bekletilen
bioglass’a ait absorbsiyon pikleri incelendiginde (Sekil 3.4.) 1064, 942, 597 ve 454
(cm™) piklerinin P-O arasindaki pikler oldugu goriilmektedir. Bu durum modifiye
bioglass’ta oldugu gibi YVS’de bekletilen bioglass’ta da hidroksiapatit tabakasinin
olustugunu gostermektedir. Ham bioglass ve YVS’de bekletilen bioglass’tan farkli
olarak Modifiye bioglass’a ait FT-IR spektrumunda 1554 cm™°de absorbsiyon piki
gorilmistiir (Sekil 3.3.). Bu pik degerinin Silva vd. ile Zhang vd.’nin ¢alismalarinda
bildirilen degerlere benzedigi bu nedenle de amino gruplarindaki N-H egilme
titresimine ait oldugu diistiniilmektedir (Silva vd., 2005; Zhang vd., 2007). Bu durum
ise modifiye bioglass yiizeyine yapilan amino asit kaplamasmin varligimi

dogrulamaktadir.
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Sekil 3.2. Ham bioglass’in FT-IR spektrumu.
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Sekil 3.3. Modifiye bioglass’in FT-IR spektrumu.
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Sekil 3.4. YVS’de islem goren bioglass’in FT-IR spektrumu.
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3.1.2. SEM Goériintiileme Sonuclari

Uretimi yapilan ve modifiye edilen bioglass’in yiizey morfolojisini ve topografyasini
goriintiilemek i¢in SEM ile incelemeler yapildi. Bu amagla sol-jel yontemiyle
sentezlenen bioglass’in, Modifiye bioglass’in ve sadece YVS’de bekletilen
bioglass’in SEM incelemeleri yapilarak modifikasyon oOncesi ve modifikasyon
sonrast yilizey topografyasi degerlendirildi. Ham bioglass’in SEM goriintiileri
incelendiginde gozenekli yapmin goriilmedigi ve yiizeyde hidroksiapatit
kristallerinin olmadigi ve amorf bir yapida oldugu goriilmektedir (Sekil 3.5.).
YVS’de bekletilen bioglass’in SEM goriintiileri incelendiginde biyomateryal
yiizeyinde olusan hidroksiapatit kristalleri (Sekil 3.6.) dikkat ¢gekmektedir. Bu durum
FT-IR Ol¢limleriyle bagdasmaktadir. Modifiye edilen bioglass’in SEM goriintiileri
incelendiginde, gozenekliligin goriilmesi (Sekil. 3.7.), biyomateryal yiizeyine tutunan
aminoasitlerin varlig1 (Sekil 3.8.) ve yiizeyde goriilen hidroksiapatit kristalleri (Sekil
3.9.) modifikasyon isleminden beklenen sonuglar1 dogrular niteliktedir. Boylece FT-
IR sonuglarinda elde edilen hidroksiapatit ve amino asit baglarin1 spesifik olarak
gosteren absorbsiyon piklerinin  SEM’de elde edilen goriintilerle bagdastig

sOylenebilir.

Sekil 3.5. Ham bioglass’in SEM goriintiisii.

20kV, x3000 biiyiitme.
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Sekil 3.6. YVS’de bekletilen bioglass’in SEM goriintiisii.

Bioglass ylizeyinde goriilen agik renkli alanlar hidroksiapaptit kristalleridir. 20kV, x2500 biiyiitme.

Sekil 3.7. Modifiye bioglass’in (MB) SEM goriintiisii.

MB yiizeyinde modifikasyon sonrasinda sekillenen gozenekler (asteriks) ve MB ylizeyine tutunan

amino asit karisimi (beyaz ok) goriilmektedir. 20kV, x2500 biiyiitme.
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Sekil 3.8. Modifiye bioglass’in (MB) SEM goriintiisii.

MB yiizeyine tutunan amino asit kristalleri (beyaz oklar) goriilmektedir. 20kV, x2500 biiyiitme.

¥

ZE kL

Sekil 3.9. Modifiye bioglass’in (MB) SEM goriintiisii.

MB yiizeyinde modifikasyon sonrasinda sekillenen hidroksiapatit kristalleri goriilmektedir. 20kV,
x5000 biiyiitme.

Yukarida bahsedilen karakterizasyon testlerinin sonuglari, in vitro ve in vivo testlere
gecilmeden Once sentezi yapilan biyomateryallerin uygunlugunun ve sentez
isleminin basarisinin degerlendirilmesi i¢in olduk¢a 6nem tagimaktadir. FT-IR ve
SEM goriintiileri degerlendirildikten sonra in vitro testlere gegildi. In vitro testlerde

test standartlarina ve literatiirlerde gegen test protokollerine biiyiik 6l¢tide uyulmakla
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birlikte karsilagtirmali bir yaklagim izlendi. Modifiye bioglass’t hem ilk sentez edilen
ham bioglass ile hem de sadece YVS’de bekletilen bioglass ile karsilastirarak

degerlendirmeler yapildi.

3.2. Invitro Etkinlik ve Biyouyumluluk Testlerinin Sonuclari

3.2.1. Invitro Sitotoksisite Testi Sonuclari

In vitro sitotoksisitenin belirlenmesi amaciyla MTT testi kullanildi. Testler hem
standartta belirtilen L-929 hiicre hatt1 i¢in hem de MC3T3-E1 hiicre hatt1 igin ayri
olarak yapildi. Test sonucunda MB’nin en yilksek konsantrasyondaki
uygulamalarinin spektrofotometrik dl¢timleri negatif kontrole gore hesaplandiginda
L-929 hiicre hattinda canlilik %84,64 + 11,63 olarak, MC3T3-E1 hiicre hattinda ise
%86,94 + 11,95 olarak hesaplanmistir. Her konsantrasyon igin 6 tekrarli olarak
yapilan uygulamalara ait 6l¢limler L-929 hiicre hatt1 i¢in Cizelge 3.1.’de, MC3T3-E1
hiicre hatt1 igin ise Cizelge 3.2.’de canlilik yiizdeleri ortalama + standart sapma
olarak verilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda MB 0ziitiiniin L-929 ve

MC3T3-E1 hiicre hatlarinda sitotoksik olmadig1 goriilmiistiir.

Cizelge 3.1. L-929 hiicre hatti i¢in hesaplanan MTT testi sonuglari.

L-929 Hiicre Hatt1

Konsantrasyon Canhhk

(%Ortalama + Std.)

11 84,64 £ 11,63
1/2 82,35 + 15,26
1/4 80,81 + 16,29
1/8 86,31 + 10,42
1/16 84,14 + 12,20
1/32 82,01+ 9,52
1/64 80,76 + 13,05
Pozitif Kontrol 37,00+ 4,05
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Cizelge 3.2. MC3T3-E1 hiicre hatt1 i¢in hesaplanan MTT testi sonuglari.

MC3T3-E1 Hiicre Hatti

Konsantrasyon Canlihk

(%Ortalama + Std.)

1 86,94 + 11,95
1/2 86,26 £ 9,77
1/4 86,46 + 7,37
1/8 83,82 +17,70
1/16 84,31+12,12
1/32 84,71+ 8,57
1/64 81,28 + 15,97
Pozitif Kontrol 41,13+7,69

3.2.2. Invitro Apoptoz-Nekroz Testi Sonuglari

In vitro olarak apoptoz-nekrozun belirlenmesi amaciyla MB’nin, YVS’de islem
goren bioglass’in ve ham bioglass’in lizerine ekimi yapilan hiicrelere ait
kiltivasyonun 3., 7., ve 14. giinlerinde Annexin V- FITC Kiti ile yapilan test
sonuglar1 inverted mikroskopta floresan 151k altinda degerlendirildi. MB {iizerine
ekimi yapilan hiicrelerde kiiltivasyonun 3., 7. ve 14. giinlerinde yapilan apoptoz-
nekroz oranlarina bakildiginda apoptoz ve nekroz oraninin diisik oldugu ve
hiicrelerin biiylik oranda canliliklarin1 devam ettirdikleri gozlendi. Sadece YVS’de
islem goren bioglass’a ekimi yapilan hiicrelerin MB’den daha yiiksek oranda apoptoz
ve nekroz oranlarina sahip oldugu goézlendi (Cizelge 3.3.). Ham bioglass iizerine
ekimi yapilan hiicrelere ait apoptoz ve nekroz oranlari ise MB’ye ve sadece YVS’de

islem goren bioglass’a gore daha yiiksek oranda gozlendi (Cizelge 3.3.)

Apoptoz-nekroz testi i¢in yapilan degerlendirilmelerde sadece hiicre bulunan
kuyucuklara ait canlilik, apoptoz ve nekroz degerleri biyomateryal iizerine ekimi
yapilan hiicrelere ait degerlerle karsilastirmada kullanilmadi. Fakat sonuglara
bakildiginda iki boyutlu kiiltlir ortaminin preosteoblastlarin (MC3T3-E1) canliligini

devam ettirebilmesi i¢in ideal sartlar1 tasimadigr goriilmektedir (Sekil 3.10. ve Sekil
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3.14.). Bu durum ise 3 boyutlu kiiltiir ortaminin uygunlugunu ve gerekliligini ortaya

koymaktadir.

Cizelge 3.3. Biyomateryaller tizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin, kiiltiiriin 3, 7 ve 14. giinlerinde Annexin V-

FITC kiti ile belirlenen apoptoz-nekroz ve canlilik oranlari.

3. giin Canhlik % Apoptoz % Nekroz %
Modifiye Bioglass 98,23 £ 0,05 1,29 +0,15 0,46 +0,10
YVS’de Islem Goren Bioglass 94,54 + 0,18 4,54 + 0,96 0,90+0,85
Ham Bioglass 90,25641 + 1,03 7,69+243 2,05+0,97
7. giin

Modifiye Bioglass 96,43 + 0,60 2,77 £0,55 0,78 0,04
YVS’de islem Goren Bioglass 94,50+ 1,21 5,03+0,74 0,45+0,15
Ham Bioglass 93,33+5,43 4+1,34 2,66+ 0,95
14. giin

Modifiye Bioglass 95,29+ 0,09 3,93 +0,46 0,77 +0,37
YVS’de Islem Goren Bioglass 93,54 + 3,56 4,83+1,12 1,61+0,18
Ham Bioglass 81,84 + 3,65 13,03+1,21 5,12+ 4,87

*Degerler ortalama =+ std. olarak verilmistir.
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Sekil 3.10. 2d kiiltiir ortaminda kiiltivasyonun 3. giiniinde apoptoz-nekrozun gosterilmesi.

A’daki gorilintii iki boyutlu kiiltiir ortamindaki hiicrelerin inverted mikroskoptaki filtresiz goriintiisi,
b’deki goriintii ise ‘a’daki alanin floresan filtredeki goriintiisiine aittir. B’de goriilen beyaz oklar

nekrotik hiicreleri, ok baslar1 ise apoptozdaki hiicreleri gostermektedir. x10 biiyiitme.

Sekil 3.11. Ham bioglass tizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinde, kiiltivasyonun 3. giiniinde

apoptoz-nekrozun gosterilmesi.

A’daki goriintli biyomalzeme {lizerine ekimi yapilan hiicrelerin inverted mikroskoptaki filtresiz
goriintiisiine, b’deki goriintli ise ‘a’daki alanin floresan filtredeki goriintiisiine aittir. B’de goriilen
beyaz oklar apoptozdaki hiicreleri, ok bas1 nekrozdaki bir hiicreyi gostermektedir. a ve b’de goriilen

asteriks biyomateryali gostermektedir. x10 biiyiitme.
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Sekil 3.12. Modifiye bioglass tizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinde, kiiltivasyonun 3.

giiniinde apoptoz-nekrozun gosterilmesi.

A’daki goriintlii biyomalzeme iizerine ekimi yapilan hiicrelerin inverted mikroskoptaki filtresiz
goriintiisiine, b’deki goriintii ise ‘a’daki alanin floresan filtredeki gorilintiisiine aittir. B’de goriilen
beyaz oklar apoptozdaki hiicreleri gostermektedir. a ve b’de goriilen asteriksler biyomateryali

gostermektedir. x10 biiylitme.

Sekil 3.13. YVS’de islem goren bioglass tizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinde,

kiiltivasyonun 3. giinliinde apoptoz-nekrozun gosterilmesi.

A’daki goriintli biyomalzeme {iizerine ekimi yapilan hiicrelerin inverted mikroskoptaki filtresiz
goriintiisiine, b’deki goriintii ise ‘a’daki alanin floresan filtredeki goriintiisiine aittir. B’de goriilen
beyaz oklar apoptozdaki hiicreleri, ok baslari ise nekrotik hiicreleri gostermektedir. a ve b’de goriilen

asteriksler biyomateryali gostermektedir. x10 biiyiitme.
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Sekil 3.14. 2d kiiltiir ortaminda kiiltivasyonun 14. giiniinde apoptoz-nekrozun gosterilmesi.

A’daki goriintii iki boyutlu kiiltiir ortamindaki hiicrelerin inverted mikroskoptaki filtresiz goriintiisii,
b’deki goriintii ise ‘a’daki alanin floresan filtredeki goriintiisiine aittir. B’de goriilen beyaz oklar

apoptozdaki hiicreleri gostermektedir. x20 biiyiitme.

Sekil 3.15. Ham bioglass iizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinde, kiiltivasyonun 14. giiniinde

apoptoz-nekrozun gosterilmesi.

A’daki goriintli biyomalzeme {iizerine ekimi yapilan hiicrelerin inverted mikroskoptaki filtresiz
goriintiisiine, b’deki goriintii ise ‘a’daki alanin floresan filtredeki gorlintiisiine aittir. B’de goriilen
beyaz oklar apoptozdaki hiicreleri, ok baslari nekrozdaki hiicreleri gostermektedir. a ve b’de goriilen

asteriksler biyomateryali gostermektedir. x20 biiyiitme.
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Sekil 3.16. Modifiye bioglass lizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinde, kiiltivasyonun 14.

giiniinde apoptoz-nekrozun gosterilmesi.

A’daki goriintii biyomalzeme iizerine ekimi yapilan hiicrelerin inverted mikroskoptaki filtresiz
goriintlisiine, b’deki goriintii ise ‘a’daki alanmn floresan filtredeki gorlintiisiine aittir. B’de goriilen
beyaz oklar apoptozdaki hiicreleri, ok basi ise nekrozdaki bir hiicreyi gostermektedir. a ve b’de

goriilen asteriksler biyomateryali gostermektedir. x20 biiyiitme.

Sekil 3.17. YVS’de islem goren bioglass lizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinde,

kiiltivasyonun 14. giiniinde apoptoz-nekrozun gosterilmesi.

A’daki goriintli biyomalzeme {izerine ekimi yapilan hiicrelerin inverted mikroskoptaki filtresiz
goriintiisiine, b’deki goriintii ise ‘a’daki alanin floresan filtredeki goriintiisiine aittir. B’de goriilen
beyaz oklar apoptozdaki hiicreleri, ok baslar1 ise nekrotik hiicreleri gostermektedir. a ve b’de goriilen

asteriksler biyomateryali gdstermektedir. x20 biiyiitme.
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3.2.3. Invitro Genotoksisite Testi Sonuclari

OECD 487 ve ISO 10993-3 standartlarina gore yapilan MB’ye ait in vitro
mikroniikleus testi sonuglar1 istatistik olarak degerlendirildiginde; negatif kontrol ile
MB o6ziitiine ait uygulamalarin istatistik olarak anlamli bir fark goéstermedigi, pozitif
kontrol ile MB o6ziitiine ait uygulamalarin istatistik olarak anlamli fark gosterdigi
tespit edildi (Cizelge 3.5.). Yapilan test sonucuna goére MB’nin genotoksik

olmadigina karar verildi.

Cizelge 3.4. In vitro mikroniikleus testine ait hiicre sayilar1 ve hesaplanan degerler.

Konsantrasyon Biniikleuslu Biniikleuslu Cok Toplam  Cytokinesis- %
hiicre sayisi hiicrelerdeki ¢ekirdekli  Hiicre Block Cytostasis
mikroniikleus hiicre sayis1 Proliferation
sayis1 sayis1 Index (CBPI)
MB-1:1 (S9+) 513 7 124 1161 1,65 7,94
MB-1:1 (S9-) 500 7 111 1109 1,65 8,57
MB-1:2 (S9+) 503 6 119 1077 1,68 3,37
MB-1:2 (S9-) 511 6 125 1113 1,68 3,97
«©
IS
% MB-1:4 (S9+) 531 6 129 1145 1,68 3,22
(=2}
>
2 MB-1:4 (S9-) 500 6 134 1113 1,69 3,09
I
i
n
™ Negatif (S9+) 526 5 149 1157 1,71
Negatif (S9-) 512 5 157 1160 1,71
Pozitif (S9+) 500 65 117 1271 1,57 18,89
Pozitif (S9-) 500 68 117 1252 1,58 17,66
MB-1:1 512 8 118 1151 1,64 8,22
MB-1:2 509 6 111 1117 1,65 7,58
=3
>
2 MB-1:4 505 6 139 1145 1,68 3,42
©
©
n
5 Negatif Kontrol 503 5 167 1182 1,70
Pozitif 506 74 107 1298 1,55 21,66

-MB; modifiye bioglass; Pozitif, Mitomycin C kullanildi.
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Cizelge 3.5. In vitro mikroniikleus testinde hesaplanan mikroniikleus oranlarinin (%) istatistik olarak karsilagtirmast

3 saatlik uygulamada belirlenen 24 saatlik uygulamada belirlenen mikroniikleus
mikroniikleus oranlari (%) oranlari (%)

Negatif Pozitif MB 1:1 Negatif Kontrol Pozitif MB 1:1

Kontrol kontrol konsantrasyon Besiyeri kontrol konsantrasyon

Besiyeri

Mitomisin Mitomisin
Cc C
S9+ 0,97* 13,6 1,36
0,99* 14,62 1,56¢

S9- 0,95* 13 1,4°

a; MB ile pozitif kontrol grubu kargilastirmasi, 3 saat uygulama, p=0,00028
b; MB ile pozitif kontrol grubu karsilagtirmas, 3 saat uygulama, p=0,00025
c; MB ile pozitif kontrol grubu karsilastirmasi, 24 saat uygulama, p=0,00047
*Negatif kontrol ile MB grubu arasinda anlamli fark yoktur.

Sekil 3.18. in vitro mikroniikleus testine ait negatif kontrol ve pozitif kontrol gruplarmin floresan

mikroskop incelemelerine ait fotograflar.

‘a’ negatif kontrole aittir, oklar biniikleuslu hiicreleri gdstermektedir; ‘b’ Mitomycin-C kullanilan
pozitif kontrole aittir, oklar biniikleuslu ve mikroniikleus igeren hiicreleri gostermektedir; ‘c’ Kolsisin
kullanilan pozitif kontrole aittir, oklar ¢ok sayidaki apoptotik hiicreden birkagini, ok baglar ise

biniikleuslu ve mikroniikleus bulunan hiicreleri gostermektedir; ‘d’ biniikleuslu ve mikroniikleus
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igeren hiicrenin x40 biiyiitmedeki goriintiisii. Propidium iodide boyama, ‘a’, ‘b’ ve ‘c’ x20 biiyiitme,

‘d’ x 40 biiylitme.

Sekil 3.19. Modifiye bioglass grubunun floresan mikroskop incelemelerine ait fotograflar.

‘a’ 3 saatlik uygulamaya aittir, oklar biniikleuslu hiicreleri gostermektedir; ‘b’ 24 saatlik uygulamaya

aittir, oklar biniikleuslu hiicreleri gostermektedir. Propidium iodide boyama, ‘a’ ve ‘b’ x20 biiyiitme.

3.2.4. SEM ile Hiicre Tutunma Testi Sonuglari

Hiicre tutunmasin1 SEM ile gostermek i¢in modifiye bioglass’t hem ilk sentez edilen
ham bioglass ile hem de sadece YVS’de bekletilen bioglass ile karsilastirarak
degerlendirmeler yapildi. Incelemeler kiiltivasyonun 3., 7. ve 14. giinlerinde olacak

sekilde yapildi.

MB’ye ekim yapilan hiicrelere ait 3. giin SEM incelemesinde hiicrelerin MB
ylizeyine tutunmaya basladigi, sferoid morfolojide oldugu ve MB yiizeyine tutunan
hiicre uzantilart goriilmektedir (Sekil 3.20.). Sadece YVS’de bekletilen bioglass’a
ekim yapilan hiicrelere ait 3. giin SEM incelemesinde hiicrelerin tutunmaya basladigi
goriilmektedir (Sekil 3.21.). Herhangi bir islem uygulanmayan bioglass’a ekim
yapilan hiicrelere ait 3. giin SEM incelemesinde ise bioglass yiizeyine tutunan ¢ok az
sayida hiicre varlig1 ve tutunmanin MB’deki ve YVS’deki kadar belirgin olmadig:

gozlenmistir (Sekil 3.22.).
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Zeku

Sekil 3.20. Modifiye bioglass’a ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicresinin kiiltivasyonun 3. giiniindeki
SEM goriintiisii.

Beyaz ok biyomateryal yilizeyine tutunan hiicreyi gostermektedir. Biyomateryal yiizeyine iyice

tutunan hiicrenin uzantilar1 goriilmektedir. 20 kV, x2500 biiyiitme.

ekl

Sekil 3.21. Sadece YVS’de tutulan bioglass’a ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicresinin kiiltivasyonun 3.

giiniindeki SEM goriintiisii.

Beyaz ok biyomateryal yiizeyine tutunan hiicreyi gdstermektedir. 20 kV, x2500 biiyiitme.
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Sekil 3.22. Ham bioglass’a ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicresinin kiiltivasyonun 3. giiniindeki SEM

goruntusu.

Beyaz ok biyomateryal yiizeyine tutunan hiicreyi gostermektedir. Hiicre tutunmasi tam

gergeklesmemistir. 20 kV, x2500 biiyiitme.

MB’ye ekim yapilan hiicrelere ait 7. giin SEM incelemesinde MB yiizeyine tutunan
hiicrelerin morfolojilerinin yassilastigi ve yer yer hiicre uzantilarinin oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.23. ve Sekil 3.24.). Yassi hiicre morfolojisi, hiicrelerin ortama
daha iyi uyum sagladigin1 ve iyi adapte oldugunu gostermektedir. MB’nin farkli
bolgeleri incelendiginde MB yiizeyine tutunan ¢ok sayida seferoid morfolojide
MC3T3-E1 hiicresi goriilmektedir (Sekil 3.25.). Sadece YVS’de bekletilen bioglass’a
ekim yapilan hiicrelere ait 7. giin SEM incelemesinde kolonize olmus sferoid
morfolojide hiicreler goriilmektedir (Sekil 3.26.). Herhangi bir islem uygulanmayan
bioglass’a ekim yapilan hiicrelere ait SEM incelemesinde az sayida sferoid

morfolojide hiicrenin bioglass yiizeyine tutundugu goriilmektedir (Sekil 3.27.).
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Sekil 3.23. Modifiye bioglass’a ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicresinin kiiltivasyonun 7. gliniindeki
SEM goriintiisi.

Beyaz ok biyomateryal yiizeyine tutunan hiicreyi ve hiicrenin uzantilarim gostermektedir. 20 kV,

x5000 biiyiitme.

Sekil 3.24. Modifiye bioglass’a ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicresinin kiiltivasyonun 7. giiniindeki
SEM goriintiisii.

Beyaz ok biyomateryal yiizeyine tutunan ve uzantilari goriilen yasst morfolojideki hiicreyi, ok baslar

ise ylizeye tutunan ve yassit morfolojideki diger hiicreleri gostermektedir. 20 kV, x2500 biiyiitme.
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Sekil 3.25. Modifiye bioglass’a ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicresinin kiiltivasyonun 7. giiniindeki
SEM goriintiisi.

Beyaz oklar biyomateryal yiizeyine tutunan ¢ok sayidaki sferoid morfolojili MC3T3-E1 hiicrelerini,

asteriks ise biyomateryal yiizeyini gostermektedir. 20 kV, x2500 biyiitme.

o iﬁ kL

h

Sekil 3.26. Sadece YVS’de tutulan bioglass’a ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicresinin kiiltivasyonun 7.

giiniindeki SEM goriintiisii.

Beyaz oklar biyomateryal yiizeyine tutunan hiicreleri asteriks ise biyomateryal ylizeyini

gostermektedir. 20 kV, x2500 bilyiitme.
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Sekil 3.27. Ham bioglass’a ekimi yapilan MC3T3-El hiicresinin kiiltivasyonun 7. gliniindeki SEM
goruntisu.

Beyaz ok biyomateryal yiizeyine tutunan hiicreyi gostermektedir. 20 kV, x2500 biiyiitme.

MB’ye ekim yapilan hiicrelere ait 14. giin SEM incelemesinde MB yiizeyinde ¢ok
sayida sferoid morfolojili hiicreler (Sekil 3.28.) ve farkli alanlarda yass1 morfolojide
ve uzantilari goriilen hiicreler gozlendi (Sekil 3.29). Sadece YVS’de bekletilen
bioglass’a ekim yapilan hiicrelere ait 14. giin SEM incelemesinde biyomateryal
ylizeyine tutunan sferoid morfolojide hiicreler gériilmektedir (Sekil 3.30.). Herhangi
bir islem uygulanmayan bioglass’a ekim yapilan hiicrelere ait SEM incelemesinde az
say1da sferoid morfolojili hiicrenin bioglass yiizeyine tutundugu goriilmektedir (Sekil

3.31).

Sekil 3.28. Modifiye bioglass’a ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicresinin kiiltivasyonun 14. giiniindeki
SEM goriintiisii.
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Beyaz oklar biyomateryal yiizeyine tutunan ¢ok sayidaki sferoid morfolojili MC3T3-E1 hiicrelerini
gostermektedir. 20 kV, x2500 biiyiitme.

Sekil 3.29. Modifiye bioglass’a ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicresinin kiiltivasyonun 14. giiniindeki
SEM goriintiisii.

Beyaz ok biyomateryal ylizeyine tutunan ve uzantilari goriilen yass1 morfolojideki hiicreyi, ok basi ise

yiizeye tutunan ve yassi morfolojideki baska bir hiicreyi gostermektedir. 30 kV, x2500 biiyiitme.

Sekil 3.30. Sadece YVS’de tutulan bioglass’a ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicresinin kiiltivasyonun 14.

giintindeki SEM goriintiisii.

Beyaz oklar biyomateryal yiizeyine tutunan hiicreleri asteriks ise biyomateryal ylizeyini

gostermektedir. 20 kV, x2500 biiyiitme.
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Sekil 3.31. Islem uygulanmayan bioglass’a ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicresinin kiiltivasyonun 14.

giiniindeki SEM goriintiisii.

Beyaz oklar biyomateryal yiizeyine tutunan hiicreleri asteriks ise biyomateryal yiizeyini

gostermektedir. 20 KV, x1500 biiylitme.

3.2.5. Invitro Alizarin Red S ile Boyama sonuglari

3.25.1. Modifiye Bioglass Uzerine Hiicre Ekilerek Yapilan Alizarin Red S

Sonuglar

Alizarin Red S ile kalsiyum birikimlerini gostermek amaciyla biyomateryal iizerine
hiicre ekimi yapildi. Modifiye bioglass’t hem ilk sentez edilen bioglass ile hem de
sadece YVS’de bekletilen bioglass ile karsilagtirarak degerlendirmeler yapildi.
Biyomateryaller tizerine hiicre ekimini takiben 3., 7. ve 14. giinlerde Alizarin Red S

ile kalsiyum birikimleri gosterildi (Sekil 3.32.-Sekil 3.43.).

MB’ye ekim yapilan hiicrelerin 3. giin Alizarin Red S boyamasina ait inverted
mikroskop goriintiileri incelendiginde kiiltiir ortaminda kalsiyum birikim alanlari
biiyiik oranda gozlenmektedir (Sekil 3.34.). Sadece YVS’de bekletilerek islem goren
bioglass’a ekim yapilan hiicrelere ait Alizarin Red S boyamas: sonucunda MB’ye
oranla daha az kalsiyum birikim alanlar1 goriillmektedir (Sekil 3.35.). Herhangi bir
islem uygulanmayan ham bioglass’a ekim yapilan hiicrelere ait Alizarin Red S
boyamasinda ise MB ve YVS’de islem goren bioglass’a gore kalsiyum birikimlerinin

daha az oldugu goriilmektedir (Sekil 3.33.).
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Asagida Alizarin Red S ile kalsiyum depozitlerini gostermek i¢in yapilan boyama
sonuclarma ait fotograflar incelendiginde, farkli giin gruplar igin (3, 7 ve 14. giin)
biyomateryallere ekimi yapilan degerlendirmelerle birlikte iki boyutlu kiiltiir
ortamindaki boyama goriintiilerine de yer verilmisti. Ug boyutlu kiiltiirle
karsilagtirma amaci giidiilmeyip sadece kalsiyum birikimlerinin ¢ok daha az oldugu
vurgulanmak istenmistir. Her ne kadar semikantitatif bir degerlendirme olsa da bu
durum ii¢ boyutlu kiiltiir sartlarmin gerek hiicre farklilagsmasi gerekse spesifik

ekspresyonlar i¢in daha elverisli oldugunu gdstermektedir.

Sekil 3.32. MC3T3-El hiicrelerinin bulundugu 2d kiiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 3. giiniinde yapilan

Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum birikimlerinin gosterilmesi.

Kirmizi ile boyanan yapilar kalsiyum birikimlerini gostermektedir. x10 biiyiitme.

Sekil 3.33. Ham bioglass tizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir ortaminda,

kiiltivasyonun 3. glinlinde yapilan Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum birikimlerinin gosterilmesi.
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Beyaz oklar ortamdaki kalsiyum birikimlerini gostermektedir. x10 biiytitme.

Sekil 3.34. Modifiye bioglass tizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir
ortaminda, kiiltivasyonun 3. giiniinde yapilan Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum birikimlerinin

gosterilmesi.

Beyaz oklar ortamdaki kalsiyum birikimlerini, asteriks ise biyomateryali gdéstermektedir. x10

biiyiitme.

Sekil 3.35. YVS’de islem goren bioglass lizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu
kiiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 3. giiniinde yapilan Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum
birikimlerinin gosterilmesi.

Beyaz oklar ortamdaki kalsiyum birikimlerini, asteriks ise biyomateryali gostermektedir. x10

biiyiitme.
Kiiltivasyonun 7. ve 14. giinlerinde yapilan Alizarin Red S boyamalar

incelendiginde, MB’ye ekimi yapilan kiiltiir ortamindaki kalsiyum birikimleri ile
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YVS’de islem goren bioglass ve ham haldeki bioglass’a ekimi yapilan kiltiir
ortamindaki kalsiyum birikimleri karsilagtirildiginda, MB’nin goreceli olarak daha
iyi boyandig1 goriilmektedir (Sekil 3.37.- Sekil 3.43.). Bu durum ise MB iizerine
ekim yapilan kiiltiir ortaminda kalsiyum birikiminin daha fazla olduguna isaret
etmektedir. Ancak karsilagtirmanin daha objektif olmas1 amaciyla Alizarin Red S ile

kalsiyum birikimi kolorimetrik olarak da gosterilmistir.

Sekil 3.36. MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu iki boyutlu kiiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 7.

giiniinde yapilan Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum birikimlerinin gosterilmesi.

Siyah oklar ortamdaki kalsiyum birikimlerini gostermektedir. x20 biiyiitme.

Sekil 3.37. Ham bioglass iizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir ortaminda,

kiiltivasyonun 7. giiniinde yapilan Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum birikimlerinin gdsterilmesi.

Siyah oklar ortamdaki kalsiyum birikimlerini, asteriksler ise biyomateryali gostermektedir. x20

biiyiitme.
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100 pm

Sekil 3.38. Modifiye bioglass tlizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir
ortaminda, kiiltivasyonun 7. giiniinde yapilan Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum birikimlerinin

gosterilmesi.

Siyah oklar ortamdaki kalsiyum birikimlerini, asteriks ise biyomateryali gostermektedir. x20 biiyiitme.

100 ym

Sekil 3.39. YVS’de islem goren bioglass tizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu
kiiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 7. giiniinde yapilan Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum

birikimlerinin gosterilmesi.

Siyah oklar ortamdaki kalsiyum birikimlerini, asteriksler ise biyomateryali gostermektedir. x20
biiyiitme.
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Sekil 3.40. MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu iki boyutlu kiiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 14.

giiniinde yapilan Alizarin Red S boyamast ile kalsiyum birikimlerinin gésterilmesi.

Siyah oklar ortamdaki kalsiyum birikimlerini gostermektedir. x20 biiyiitme.

Sekil 3.41. islem gdrmemis bioglass iizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir
ortaminda, kiiltivasyonun 14. giiniinde yapilan Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum birikimlerinin

gosterilmesi.

Siyah oklar ortamdaki kalsiyum birikimlerini, asteriksler ise biyomateryali gostermektedir. x20

biiyiitme.
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Sekil 3.42. Modifiye bioglass iizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir
ortaminda, kiiltivasyonun 14. glinlinde yapilan Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum birikimlerinin

gosterilmesi.

Siyah oklar ortamdaki kalsiyum birikimlerini, asteriksler ise biyomateryali gostermektedir. x20
biiyiitme.

Sekil 3.43. YVS’de islem goren bioglass iizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu
kiiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 14. giiniinde yapilan Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum

birikimlerinin gosterilmesi.

Siyah oklar ortamdaki kalsiyum birikimlerini, asteriks ise biyomateryali gostermektedir. x20 biiyiitme.

3.25.2.  Kolorimetrik Yontemle Alizarin Red S Boyama Sonuglari

Alizarin Red S ile kalsiyum birikimlerinin kolorimetrik olarak gdsterilmesi amaciyla
MB’nin, YVS’de islem goren bioglass’in ve ham haldeki bioglass’in ekstraksiyon
yontemine gore Oziitii elde edilerek 2 boyutlu kiiltiir ortaminda MC3T3-E1

hiicrelerine 3, 7 ve 14 giin olmak tlizere uygulamalar1 yapildi. Kiiltivasyon bitiminde
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Alizarin Red S ile boyanarak eliza okuyucuda absorbans degerleri belirlendi. Elde
edilen ham veriler Alizarin Red igin hazirlanan standart (Sekil 3.34.) ile
karsilastirilarak mM cinsinden degerler belirlendi (Sekil 3.45. ve Cizelge 3.6.) ve
gruplar arasi istatistik karsilastirmalar yapildi (Cizelge 3.7.).

Alizarin Red S Standart Egrisi

2 y=0,5781x-0,0514
R? = 0,9934.+

Absorbans (405 nm)

0 0,5 1 1,5 2 215 3 315 4

Alizarin Red S Konsantrasyonu (mM)

Sekil 3.44. Alizarin Red S Standart egrisi ve regresyon denklemi.

Alizarin Red S Konsantrasyonunun Zamana ve Gruplara gore
Degisimi

s
£
S 04
&
© 0,3
1S 0,2
©
2 0,1
o
~ 0
MB SVS Bos Negatif

W3 gin 0,093230698 0,062244133 0,031557401 0,026396817

m7gin 0,181695785 0,149749178 0,132557804 0,057573661

m14gin 0,363838436 0,300905264 0,253851698 0,176930174
Gruplar

H3gin WM7gin m1l4gin

Sekil 3.45. Alizarin Red S konsantrasyonunun zamana ve gruplara gore degisimi.

MB; modifiye bioglass, SVS; Yapay viicut sivinda bekletilen bioglass, Bos; ham bioglass. Degerler

ortalama olarak verilmistir.
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Cizelge 3.6. In vitro Alizarin Red S konsantrasyonunun gruplara ve zamana bagl degisimi.

Modifiye Bioglass YVS’de islem Goren Ham Bioglass Negatif
3 Giin 0,09 £ 0,015 0,06 £ 0,012 0,03 £ 0,005 0,02 £ 0,002
7 Giin 0,18 +0,011 0,14 + 0,006 0,13 + 0,009 0,05 + 0,004
14 Giin 0,36 + 0,012 0,30 + 0,006 0,25+ 0,010 0,17 + 0,005

*Degerler ortalama + std. mM olarak verilmistir.

Alizarin Red S konsantrasyonunun kolorimetrik ydntemle belirlemek icin
kiiltivasyonun 3. giiniinde yapilan boyama sonuglarina ait spektrofotometrik
Olglimleri istatistik olarak karsilagtirildiginda, modifiye bioglass ile YVS’de islem
géren bioglass arasinda istatistik olarak anlamli bir fark olmadigi goriiliirken
(Cizelge 3.7.); modifiye bioglass’in ham bioglass’tan ve negatif kontrolden istatistik
olarak anlamli sekilde farkli oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.7.). Cizelge 3.6.da
verilen Alizarin Red S konsantrasyonunun gruplara ve zamana bagl degisimi
incelendiginde, MB grubunun 3, 7 ve 14. giin 6l¢iimlerinde kalsiyum birikimlerine

ait absorbans degerlerinin diger gruplardan daha yiiksek oldugu gortilmektedir.

Alizarin Red S konsantrasyonunun kiiltivasyonun 7. ve 14. giinlerdeki ol¢iimleri
istatistik olarak karsilastirildiginda, MB’nin YVS’de islem goren bioglass’tan ve
ham bioglass’tan istatistik olarak anlamli sekilde farkli oldugu goriilmektedir
(Cizelge 3.8.-3.9.). Bu durum ise modifiye bioglass oziitiiniin YVS’de islem géren
bioglass ve ham bioglass 6ziitlerinden in vitro olarak kalsiyum birikimi agisindan

daha iistiin oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.7. In vitro Alizarin Red S konsantrasyonunun kiiltivasyonun 3. giiniinde gruplara ve zamana bagli karsilagtirmasi

3 Giin Modifiye Bioglass YVS’de islem Goren Ham Bioglass Negatif
Bioglass

Modifiye Bioglass - 0,069 0,039 * 0,035 *

YVS’de islem goren 0,069 - 0,061 0,033 *

Bioglass

Ham Bioglass 0,039 * 0,061 - 0,21

*Gruplar arasindaki fark anlaml

-Tabloda verilen degerler hesaplanan ‘p’ degerleridir.
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Cizelge 3.8. In vitro Alizarin Red S konsantrasyonunun kiiltivasyonun 7. giiniinde gruplara ve zamana bagli karsilagtirmasi

7 Giin Modifiye Bioglass YVS’de islem Goren Ham Bioglass Negatif
Bioglass

Modifiye Bioglass - 0,007033 * 0,000112 * <0,0001 *

YVS’de islem goren 0,007033 * - 0,031063 * <0,0001 *

Bioglass

Ham Bioglass 0,000112 * 0,031063 * - <0,0001 *

*Gruplar arasindaki fark anlaml

-Tabloda verilen degerler hesaplanan ‘p’ degerleridir.

Cizelge 3.9. In vitro Alizarin Red S konsantrasyonunun kiiltivasyonun 14. giiniinde gruplara ve zamana bagl karsilastirmasi

14 Giin Modifiye Bioglass YVS’de islem Goren Ham Bioglass Negatif
Bioglass

Modifiye Bioglass - 0,000338 * <0,0001 * <0,0001 *

YVS’de islem goren 0,000338 * - 0,000455 * <0,0001 *

Bioglass

Ham Bioglass <0,0001 * 0,000455 * - <0,0001 *

*Gruplar arasindaki fark anlamli

-Tabloda verilen degerler hesaplanan ‘p’ degerleridir.

3.2.6. Invitro ALP Aktivite Testi Sonuclari

ALP aktivitesinin kolorimetrik olarak gosterilmesi amactyla MB’nin, YVS’de islem
goren bioglass’in ve ham haldeki bioglass’in ekstraksiyon yontemine gore 6ziitli elde
edilerek 2 boyutlu kiiltlir ortaminda MC3T3-E1 hiicrelerine 3, 7 ve 14 giin olmak
tizere uygulamalar1 yapildi. Kiiltivasyon bitiminde ALP test kiti protokoliine gore
uygulamalar yapilarak eliza okuyucuda absorbans degerleri belirlendi. Elde edilen
ham veriler ALP igin hazirlanan standart (Sekil 3.46.) ile karsilastirilarak 6l¢iim
verilerinin ng/mL cinsinden degerleri belirlendi (Sekil 3.47. ve Cizelge 3.10.) ve

gruplar arasi istatistik karsilagtirmalar yapildi (Cizelge 3.11., 3.12. ve 3.13.).

In vitro ALP aktivitesi sonuglar1 incelendiginde MB grubunun ALP aktivitesinin 3, 7
ve 14. giinlerde YVS’de bekletilen bioglass ve ham bioglass gruplarindan daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Farkli giinlerdeki gruplar arasi karsilastirmalara

bakildiginda MB ile ham bioglass i¢in yapilan karsilastirmalarda MB’nin 3, 7 ve 14.
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giinlerde ALP aktivitesinin ham bioglass grubundan daha yiiksek oldugu, bu
durumun istatistik olarak anlamli oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.11., 3.12. ve
3.13.). MB’nin YVS’de bekletilen bioglass grubu ile yapilan karsilagtirmalarinda
kiiltivasyonun 3. giiniine ait ALP aktivitesinin MB grubunda daha yiiksek oldugu
ancak istatistik olarak farkin anlamli olmadigi goriilmektedir (Cizelge 3.11.). 7. giine
ait kargilastirmada MB’nin daha yiiksek ALP aktivitesi gosterdigi ancak istatistik
olarak farkin anlamli olmasa da hesaplanan ‘p’ degeri (p=0,055) dikkate deger
goriilmektedir (Cizelge 3.12.). 14. giine ait karsilastirmada ise MB’nin daha yiiksek
ALP aktivitesi gosterdigi ve aradaki farkin istatistik olarak anlamli oldugu goriildii

(Cizelge 3.13.).

Sensolyte pNPP ALP Standart Egrisi

y=0,222x + 0,0952
R*=0,993 o

N

Absorbans (405 nm)
(=) [N
o v R, N U oW

0 2 4 6 8 10 12 14
Alkalen Fosfataz (ng/mL)

Sekil 3.46. SensoLyte pNPP ALP test Kkiti standart egrisi ve regresyon denklemi.

ALP aktivitesinin gruplara ve zamana baglh degisimi

3
= 25
£
£ 15
o 1
< 0,5
0
mb S bos neg

H3gin 2,053679 1,656006 0,92012 0,640616

m7gin 2,100375 1,711787 1,221922 0,957508

14 giin 2,893468 1,942868 1,542485 1,330556

Gruplar

Sekil 3.47. ALP aktivitesinin gruplara ve zamana bagli degisimi.
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MB; modifiye bioglass, SVS; Yapay viicut sivinda bekletilen bioglass, Bog; ham bioglass. Degerler

ortalama olarak verilmigtir.

Cizelge 3.10. In vitro ALP aktivitesinin gruplara ve zamana bagli degisimi.

Modifiye Bioglass YVS’de islem Géren Ham Bioglass Negatif
3 Giin 2,053 + 0,46 1,656 + 0,502 0,920+ 0,163 0,640 + 0,20
7 Giin 2,10+ 0,503 1,711+ 0,312 1,221+0,298 0,957+ 0,14
14 Giin 2,893+0,514 1,942+ 0,718 1,542 £ 0,28 1,33+0,38

*Degerler ortalama + std. ng/mL olarak verilmistir.

Cizelge 3.11. In vitro ALP aktivitesinin kiiltivasyonun 3. giiniinde gruplara ve zamana bagh kargilastirmasi

3 Giin Modifiye Bioglass YVS’de Islem Goren Ham Bioglass Negatif
Bioglass

Modifiye Bioglass - 0,228 0,008 * 0,003 *

YVS’de islem goren 0,228 - 0,027 * 0,009 *

Bioglass

Ham Bioglass 0,0089 * 0,0272 * - 0,001 *

*Gruplar arasindaki fark anlaml

-Tabloda verilen degerler hesaplanan ‘p” degerleridir.

Cizelge 3.12. In vitro ALP aktivitesinin kiiltivasyonun 7. giiniinde gruplara ve zamana baglh karsilagtirmasi

7 Giin Modifiye Bioglass YVS’de Islem Goren Ham Bioglass Negatif
Bioglass

Modifiye Bioglass - 0,055 0,0035 * 0,007 *

YVS’de islem goren 0,055 - 0,030 * 0,006 *

Bioglass

Ham Bioglass 0,0035 * 0,030 * - 0,14

*QGruplar arasindaki fark anlamli.

-Tabloda verilen degerler hesaplanan ‘p” degerleridir.
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Cizelge 3.13. In vitro ALP aktivitesinin kiiltivasyonun 14. giiniinde gruplara ve zamana bagl karsilastirmasi

14 Giin Modifiye Bioglass YVS’de Islem Géren Ham Bioglass Negatif
Bioglass

Modifiye Bioglass - 0,036 * 0,010 * 0,002 *

YVS’de islem goren 0,036 * - 0,33 0,046 *

Bioglass

Ham Bioglass 0,010 * 0,33 - 0,34

*Gruplar arasindaki fark anlaml

-Tabloda verilen degerler hesaplanan ‘p” degerleridir.

3.2.7. Calcein AM ile Canlihigin Gosterilmesi

In vitro olarak hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla MB’nin, YVS’de islem géren
bioglass’in ve ham haldeki bioglass’in iizerine ekimi yapilan hiicrelere ait
kiiltivasyonun 3., 7., ve 14. giinlerinde Calcein AM ile yapilan boyama sonuglari

inverted mikroskopta floresan 151k altinda degerlendirildi.

MB iizerine ekimi yapilan hiicrelerde kiiltiivasyonun 3., 7. ve 14. giinlerinde yapilan
Calcein AM boyama sonuglaria bakildiginda hiicrelerin biiyiik oranda canliliklarinm
devam ettirdikleri ve hiicre morfolojilerinin fibroblast benzeri olmayip yuvarlak
morfolojide oldugu gozlendi (Sekil 3.50., Sekil 3.54., Sekil 3.58. ve Sekil 3.59.).
Sadece YVS’de igslem goren bioglass’a ekimi yapilan hiicrelerin canliligint devam
ettirdigi ancak bazi bolgelerde fibroblast benzeri morfoloji gosteren hiicrelerin varlig
gozlendi (Sekil 3.51., Sekil 3.55., Sekil 3.60. ve Sekil 3.61.). Ham bioglass {izerine
ekimi yapilan hiicrelere ait boyamalarda ise hiicre canliliginin 3. giinden 14. giine
gidildik¢e azaldig1 ve fibroblast benzeri hiicre morfolojileri gozlendi (Sekil 3.49.,
Sekil 3.53. ve Sekil 3.57.).
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Sekil 3.48. MC3T3-El hiicrelerinin 2d kiiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 3. giiniinde yapilan Calcein

AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin gdsterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki goriintiisii

bulunmaktadir. B’de beyaz oklar apoptoza giren hiicreleri gostermektedir x10 biiytitme.

Sekil 3.49. Ham bioglass iizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir ortaminda,

kiiltivasyonun 3. giiniinde yapilan Calcein AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin gdsterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki goriintiisii

bulunmaktadir. B’de beyaz oklar canliligin1 devam ettiren hiicreleri gdstermektedir. x10 bilyiitme.

Sekil 3.50. Modifiye bioglass iizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir

ortaminda, kiiltivasyonun 3. giintinde yapilan Calcein AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin

gosterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki gorintiisi
bulunmaktadir. A’daki asteriks biyomateryali; B’de beyaz oklar canliligini devam ettiren ¢ok sayidaki

hiicreleri, ok basi ise apoptozdaki hiicreleri gdstermektedir. x10 biiyiitme.
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Sekil 3.51. YVS’de islem goren bioglass tizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu
kiiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 3. giiniinde yapilan Calcein AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin

gosterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki goriintiisii
bulunmaktadir. A ve B’de asteriksler biyomateryali; B’de beyaz oklar canliligini devam ettiren

hiicreleri, ok basi ise apoptozdaki hiicreleri gostermektedir. x10 biiyiitme.

Sekil 3.52. MC3T3-El hiicrelerinin 2d kiiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 7. giiniinde yapilan Calcein

AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin gosterilmesi.

Kiiltiir ortaminin floresan filtredeki goriintiisiinde, beyaz oklar apoptoza giren ¢ok sayidaki

hiicrelerden bazilarin1 géstermektedir. X20 biiyiitme.
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Sekil 3.53. Ham bioglass iizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir ortaminda,

kiiltivasyonun 7. gliniinde yapilan Calcein AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin gosterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki goriintiisii
bulunmaktadir. B’de beyaz oklar canliligin1 devam ettiren az sayidaki hiicreleri, ok basi apoptozdaki

hiicreleri, asteriks ise biyomateryali gdstermektedir. x20 biiyiitme.

;W

Sekil 3.54. Modifiye bioglass iizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir
ortaminda, kiiltivasyonun 7. giinlinde yapilan Calcein AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin

gosterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki goriintiisi
bulunmaktadir. A’daki asteriks biyomateryali; B’de beyaz oklar canliligin1 devam ettiren ¢ok sayidaki

hiicreleri, asteriks ise biyomateryali gostermektedir. x20 biiyiitme.
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Sekil 3.55. YVS’de islem goren bioglass tizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu
kiiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 7. gliniinde yapilan Calcein AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin

gosterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki goriintiisii
bulunmaktadir. A’da asteriksler biyomateryali; B’de beyaz oklar canliligint devam ettiren hiicreleri

gostermektedir. x20 biiylitme.

Sekil 3.56. MC3T3-El hiicrelerinin 2d kiiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 14. giiniinde yapilan Calcein

AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin gosterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki goriintiisii

bulunmaktadir. B’de beyaz oklar apoptoza giren hiicreleri géstermektedir x20 bilyiitme.
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Sekil 3.57. Ham bioglass tizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir ortaminda,

kiiltivasyonun 14. giiniinde yapilan Calcein AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin gdsterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki goriintiisii
bulunmaktadir. B’de beyaz oklar canliligint devam ettiren az sayidaki hiicreleri, ok baglar1 nekrozdaki

hiicreleri, asteriksler ise biyomateryali gostermektedir. x20 biiyiitme.

Sekil 3.58. Modifiye bioglass iizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir
ortaminda, kiiltivasyonun 14. giiniinde yapilan Calcein AM/PI boyamast ile hiicre canliliginin

gosterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki goriintiisii
bulunmaktadir. A’daki asteriks biyomateryali; B’de beyaz oklar canliligin1 devam ettiren ¢ok sayidaki

hiicreleri, asteriks ise biyomateryali gostermektedir. x20 biiyiitme.
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Sekil 3.59. Modifiye bioglass iizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu kiiltir
ortaminda, kiiltivasyonun 14. gliniinde yapilan Calcein AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin

gosterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki goriintiisii
bulunmaktadir. A’daki asteriks biyomateryali; B’de beyaz oklar canliligini devam ettiren ¢ok sayidaki

hiicreleri, asteriks ise biyomateryali gdstermektedir. x20 biiytlitme.

Sekil 3.60. YVS’de islem goren bioglass lizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu
kiiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 14. giiniinde yapilan Calcein AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin

gosterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki goriintiisii
bulunmaktadir. A’da asteriks biyomateryali; B’de beyaz oklar apoptozdaki hiicreleri, asteriks ise

biyomateryali gostermektedir. x20 bilyiitme.
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Sekil 3.61. YVS’de islem goren bioglass tizerine ekimi yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin bulundugu
kdiltiir ortaminda, kiiltivasyonun 14. giiniinde yapilan Calcein AM/PI boyamasi ile hiicre canliliginin

gosterilmesi.

A’da inverted mikroskopta filtresiz olarak goriilen alanin B’de floresan filtredeki goriintiisii
bulunmaktadir. A’da asteriksler biyomateryali; B’de beyaz oklar canliligin1 devam ettiren hiicreleri,

asteriks ise biyomateryali gostermektedir. x20 biiyiitme.

3.3. Osteoindiiktiv Potansiyel Testi Sonugclar:

ASTM F2529-13 standardina gdre yapilan osteoindiiktiv potansiyel testinde MB’nin
%16,04 oraninda osteoindiiktivite gosterdigi hesaplanmistir. Test sonucu standartta
belirtilen skalada ‘2’ puana karsilik geldiginden osteoindiiktif potansiyeli agisindan
olumlu olarak degerlendirilmektedir. Test sonuglarinin degerlendirilmesinde
kullanilan histolojik fotograflar ve hesaplamalara ait agiklamalar asagida

verilmektedir.

Sekil 3.62. Osteoindiiktiv potansiyel testinin degerlendirilmesinde kullanilan histolojik boyamalara ait

goriintiiler.

120



Implantasyon bolgesinden alinan kesitlerde A’da Masson’un iiclii boyasi ile boyanan ayni bdlgenin
B’de toluidine mavisi ile boyanan goriintiisii bulunmaktadir. Degerlendirmeye esas preparatlarin 25

gride boliindiigii goriilmektedir. x10 biiyiitme.

Sekil 3.63. OIP testinin degerlendirilmesinde kullanilan toluidine mavisi ile boyanmus histolojik

preparata ait goriintii.

25 grid’e boliinen fotografta goriilen yildizla isaretli alan kondrojenik aktivite olan bdlgeyi

gostermektedir. x10 biiyiitme.

Sekil 3.64. OIP testinin degerlendirilmesinde kullanilan Masson’un ii¢lii boyas1 ile boyanmis

histolojik preparata ait goriintii.

25 grid’e boliinen fotografta iskelet kaslar1 arasinda goriilen koyu kirmizi alanlar kalsifiye bolgeleri

gostermektedir. x10 bilyiitme.

121



Sekil 3.65. OIP testinin degerlendirilmesinde kullanilan Masson’un ii¢lii boyas1 ile boyanmis

histolojik preparata ait goriintii.

Iskelet kaslar1 arasinda goriilen koyu kirmizi alanlar (siyah oklar) kalsifiye bolgeleri gostermektedir.

x10 bilyiitme.

Osteoindiiktif potansiyelin degerlendirilmesinde asagidaki formiil kullanildi:
OIP*= (Yeni Kemik Dokusu Olusan Grid / Toplam Grid Say1s1) x 100

*Osteoindiiktif potansiyel.

Incelenen test materyali asagidaki gibi degerlendirilerek test sonuglandirildi.

Cizelge 3.14. Histomorfometrik Osteoindiiktif Potansiyel Degerlendirme Sonuglar

(n=3)

Deney Hay.No Yeni Kemik Sekillenen Grid/ Toplam Grid Sayisi

inceleme 1 inceleme 2 inceleme 3 inceleme 4  inceleme 5 Osteoindiiktif
Potansiyel
Test1 4124 5/23 3/22 4/21 4/24 20/114
Test 2 3124 4/24 4/24 4/23 4/23 19/118
Test 3 3/23 4/25 4124 3/23 3/22 17/117
Yiizde Alan (56/349) x 100
%016,04

0 = Incelenen Dokuda hi¢ implant tespit edilmesi—Olumsuz potansiyel-Testten kalir.
1 =< %10 yeni kemik doku olusumu — Olumsuz potansiyel-Testten kalir.

2 = % 10-20 yeni kemik doku olusumu — Olumlu potansiyel- Testi Geger

3 =% 21-30 yeni kemik doku olusumu — Olumlu potansiyel- Testi Geger

4 => %30 yeni kemik doku olusumu — Olumlu potansiyel- Testi Geger
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3.4. Kemik Defektinde Etkinlik Testi Sonuclari

Kemik defektinde etkinlik testinin degerlendirilmesi i¢in deney siireleri bitiminde
Otenazi yapilan deney hayvanlarinin defekt modeli olusturulan tibialart ¢ikarilarak
tespit sollisyonuna koyuldu. Tespit isleminin ardindan defekt bolgelerindeki kaslar
ve yumusak dokular diseksiyonla uzaklastirildi ve defekt bolgesi aciga cikarildi.
Aciga cikarillan defekt bolgeleri tiim gruplar i¢in ayr1 ayr1 fotograflandi ve
radyografileri cekildi. Deney gruplarini temsil eden makroskobik ve radyografik
goriintiilere Sekil 3.66.-3.80.’de yer verilmistir.

Sekil 3.66. Negatif kontrol grubuna ait defekt alaninin 1 ay sonunda post-mortem makroskobik (a) ve

radyografik (b) goriintiisii.

Oklar defekt alanin1 gostermektedir.

Sekil 3.67. Negatif kontrol grubuna ait defekt alaninin 1 ay sonunda post-mortem makroskobik (a) ve

radyografik (b) goriintiisii.
OKlar post-operatif donemde meydana gelen kirik bolgesini gostermektedir.
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Sekil 3.68. Modifiye bioglass grubuna ait defekt alaninin 1 ay sonunda post mortem makroskobik (a)
ve radyografik (b) goriintiisi.

Oklar defekt alanimi gostermektedir.

Sekil 3.69. Sadece YVS’de bekletilen bioglass grubuna ait defekt alaninin 1 ay sonunda post mortem
makroskobik (a) ve radyografik (b) goriintiisii.

Oklar defekt alanini gostermektedir.

Sekil 3.70. Ham bioglass grubuna ait defekt alaninin 1 ay sonunda post mortem makroskobik (a) ve

radyografik (b) goriintiisii.
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Oklar defekt alanini gostermektedir.

Sekil 3.71. Negatif kontrol grubuna ait defekt alaninin 2 ay sonunda post-mortem makroskobik (a) ve

radyografik (b) goriintiisii.

Oklar defekt alanini gostermektedir.

Sekil 3.72. Negatif kontrol grubuna ait defekt alaninin 2 ay sonunda post-mortem makroskobik (a) ve

radrografik (b) gorlintiisii.

OKlar post-operatif donemde meydana gelen ve kaynayan kirik bolgesini gostermektedir.

Sekil 3.73. Modifiye bioglass grubuna ait defekt alaninin 2 ay sonunda post mortem makroskobik (a)

ve radyografik (b) goriintiisii.

Oklar defekt alanini gostermektedir.
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Sekil 3.74. Sadece YVS’de bekletilen bioglass grubuna ait defekt alaninin 2 ay sonunda post mortem

makroskobik (a) ve radyografik (b) goriintiisi.

Oklar defekt alanini gostermektedir.

Sekil 3.75. Ham bioglass grubuna ait defekt alaninin 2 ay sonunda post mortem makroskobik (a) ve

radyografik (b) goriintiisii.

Oklar defekt alanmini gostermektedir. Radyografik goriintiide (b) defekt alaninda kortekste opasite

azalmasi goriilmektedir.

Sekil 3.76. Negatif kontrol grubuna ait defekt alaninin 3 ay sonunda post-mortem makroskobik (a) ve

radyografik (b) goriintiisii.

Oklar defekt alanimi gostermektedir. Makroskobik (a) ve radyografik (b) goriintiilerde defekt alaninin

yetersiz iyilestigi goriilmektedir.
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Sekil 3.77. Negatif kontrol grubuna ait defekt alaninin 3 ay sonunda post-mortem makroskobik (a) ve

radyografik (b) goriintiisii.

Oklar defekt alaninda korteksteki yetersiz iyilesmeyi gostermektedir. Hem makroskobik (a) hem de

radyografik goriintiide (b) defekt bolgesinde (oklar) korteksin inceldigi ve ¢ukurlastigi goriilmektedir.

Sekil 3.78. Modifiye bioglass grubuna ait defekt alaninin 3 ay sonunda post mortem makroskobik (a)
ve radyografik (b) goriintiisii.

Oklar defekt alanin1 gostermektedir. Radyografik goriintiide defekt bolgesinde (ok) kortekste yeterli

kalinlikta ve opasitede alanlar goriilmektedir.

d

Sekil 3.79. Sadece YVS’de bekletilen bioglass grubuna ait defekt alaninin 3 ay sonunda post mortem
makroskobik (a) ve radyografik (b) goriintiisii.
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Oklar defekt alanin1 gostermektedir. Radyografik goriintiide defekt bolgesinde (ok) korteksin inceldigi

goriilmektedir.

Sekil 3.80. Ham bioglass grubuna ait defekt alaninin 3 ay sonunda post mortem makroskobik (a) ve

radyografik (b) goriintiisii.

Oklar defekt alanim1 gostermektedir. Radyografik goriintiide defekt alaninda kemik korteksindeki

opasitenin azalmis olmasi dikkat cekmektedir.

Deney gruplarinin post-mortem makroskobik ve radyografik incelemelerini takiben
kontrollii olarak dekalsifikasyonu yapilan 6rnekler rutin doku takip basamaklarindan
gecirilerek parafine bloklandi. 5 um’lik kesitler alinarak Masson’un tiiglii boyas1 ve
toluidine mavisi ile boyandi. Deney gruplarina ait bazi histolojik fotograflara asagida

yer verilmektedir.

-1 aylik gruplara ait histolojik fotograflar:

Sekil 3.81. Negatif kontrol grubuna ait defekt alaninin 1 ay sonundaki histolojik gortintiisii.
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Iki uclu siyah ok defekt alanim gostermektedir. Defekt alaninda yeni kemik olusumu
goriilmemektedir. Ustteki asteriks defekt bolgesini dolduran bag dokuyu, alttaki asteriks ise cavum

medullaristeki bag dokulu alanlart géstermektedir. Masson’un ti¢lii boyamasi, x4 biiyiitme.

Sekil 3.82. Sekil 3.81.”deki negatif kontrol grubuna ait ayn1 defekt alaniin toluidine blue ile

boyanmasi sonucu elde edilen histolojik goriintiisii.

Defekt alaninda (iki uglu siyah ok) bag dokulu alanlar (asteriksler) dikkat cekmektedir, X4.

Sekil 3.83. Modifiye bioglass grubuna ait defekt alaninin 1 ay sonundaki histolojik goriintiisii.

ki uglu siyah ok defekt alanini, ok yeni yapilan trabekiiler kemigi, ok basi defekt alaninda
biyomateryaller etrafindaki yeni yapilan trabekiiler kemik alanlarin1 ve asteriks ise yiizeydeki

biyomateryal kalintilarin1 gostermektedir. Masson’un ii¢lii boyamasi, X4.
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Sekil 3.84. Sekil 3.83’deki modifiye bioglass grubuna ait ayni defekt alanmin toluidine blue ile

boyanmasi sonucu elde edilen histolojik goriintiisii.

Defekt alaninda (iki uclu siyah ok) modifiye bioglass etrafinda sekillenen trabekiiler kemik alanlari
(ok bas1), ylizeydeki biyomateryal kalintilar1 (asteriks) ve cavum medullaristeki biyomateryal

etrafinda sekillenen trabekiiler kemik alanlari (siyah oklar) goriilmektedir, x4.

Sekil 3.85. Sadece YVS’de bekletilen bioglass grubuna ait defekt alaninin 1 ay sonundaki histolojik

goruntisi.

iki uclu siyah ok defekt alanini, siyah ok cavum medullaristeki yeni yapilan trabekiiler kemigi, ok basi
cavum medullaristeki biyomateryaller etrafinda sekillenen kemik trabekiillerini ve asteriks ise
biyomateryal kalintilarini gostermektedir. MB grubunun aksine defekt alaninin tam kapanmamis
olmasi, yeni sekillenen trabekiiler kemigin cavum medullaris yoniinde ilerledigi goriilmektedir.

Masson’un ii¢lii boyamasi, x4.
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Sekil 3.86. Sekil 3.85.’deki sadece YVS’de bekletilen bioglass grubuna ait ayni defekt alaninin

toluidine blue ile boyanmasi sonucu elde edilen histolojik goriintiisii.

Defekt alaninin (iki uglu siyah ok) tam kapanmadigi, yeni yapilan trabekiiler kemigin (siyak ok) ve
biyomateryal etrafindaki kemik trabekiillerinin (ok basi) cavum medullaris yoniinde ilerledigi
goriilmektedir. Ayrica morumsu renkli olarak defekt alanindaki biyomateryal kalintilari (asteriks)

goriilmektedir, x4.

Sekil 3.87. Islem uygulanmayan bioglass grubuna ait defekt alaninin 1 ay sonundaki histolojik

goruntisi.

iki uglu siyah ok defekt alanmi, siyah oklar cavum medullaristeki yeni yapilan trabekiiler kemigi, ok
baslar1 cavum medullaristeki biyomateryaller etrafinda sekillenen kemik trabekiillerini ve asteriks ise
biyomateryal kalintilari1 gostermektedir. MB grubunun aksine defekt alaninin tam kapanmamig
olmasi, yeni gekillenen trabekiiler kemigin cavum medullariste oldugu goriilmektedir. Masson’un tiglii

boyamasi, x4.
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Sekil 3.88. Sekil 3.87.’deki islem uygulanmayan bioglass grubuna ait ayn1 defekt alaninin toluidine

blue ile boyanmasi sonucu elde edilen histolojik goriintiisii.

Defekt alaninin (iki uglu siyah ok) tam kapanmadigi, yeni yapilan trabekiiler kemigin (siyak oklar) ve
biyomateryal etrafindaki kemik trabekiillerinin (ok baglar1) cavum medullaris yoniinde ilerledigi
goriilmektedir. Ayrica morumsu renkli olarak defekt alanindaki biyomateryal kalintilari (asteriks)

goriilmektedir, x4.

-2 aylik gruplara ait histolojik fotograflar:

Sekil 3.89. Negatif kontrol grubuna ait defekt alaninm 2 ay sonundaki histolojik goriintiisii.

iki uclu siyah ok defekt alanini gdstermektedir. Defekt alaninda diizensiz olarak sekillenen trabekiiler
kemik alanlar1 siyah oklarla goriilmektedir. Asteriks ise defekt bolgesinde yiizeyi dolduran bag dokulu

alanlar1 gostermektedir. Masson’un ii¢lii boyamasi, x4 bilyiitme.
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Sekil 3.90. Sekil 3.89.”daki negatif kontrol grubuna ait ayni defekt alaninin toluidine blue ile

boyanmasi sonucu elde edilen histolojik goériintiisii.

Defekt alaninda (iki uglu siyah ok) diizensiz sekillenen kemik trabekiilleri (siyah oklar) ve defekt
yiizeyindeki bag dokulu alanlar (asteriks) goriilmektedir. Ayrica defekt bolgesindeki metakromatik

goriiniim 2 aylik siirecte yeni kemik olusumundaki gecikmeye isaret etmektedir, x4.

Sekil 3.91. Modifiye bioglass grubuna ait defekt alaninin 2 ay sonundaki histolojik goriintisi.

iki uglu siyah ok defekt alanini, siyah oklar hem defekt alaninda hem de cavum medullaristeki yeni

yapilan trabekiiler kemik alanlarini gostermektedir. Masson’un ii¢lii boyamasi, x4.
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Sekil 3.92. Sekil 3.91°deki modifiye bioglass grubuna ait ayni defekt alanimin toluidine blue ile

boyanmasi sonucu elde edilen histolojik goriintiisii.

Defekt alaninda (iki uglu siyah ok) ve cavum medullariste biyomateryaller etrafinda trabekiiler kemik
olusumu (oklar) gorilmektedir. Ayrica defekt alaninda kemik korteksindeki sekonder kemik

lamellerinin yeterli kalinlikta oldugu dikkat cekmektedir. X4 biiyttme.

Sekil 3.93. Sadece YVS’de bekletilen bioglass grubuna ait defekt alaniin 2 ay sonundaki histolojik

goruntus.

iki uglu siyah ok defekt alanini, oklar defekt alaninda (iistte) ve cavum medullariste (altta)
biyomateryaller etrafindaki yeni yapilan trabekiiler kemik alanlarini, asteriks ise yilizeydeki
biyomateryal kalintilarmi gostermektedir. Defekt alaninda Kkorteksin inceldigi dikkat ¢ekmektedir.

Masson’un iiglii boyamasi, x4 bilyiitme.
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Sekil 3.94. Sekil 3.93’deki sadece YVS’de bekletilen bioglass grubuna ait ayni defekt alanmin

toluidine blue ile boyanmasi sonucu elde edilen histolojik goriintiisii.

Defekt alaninda (iki uglu siyah ok) biyomateryal etrafinda sekillenen trabekiiler kemik alanlari (iist
ok), yiizeydeki biyomateryal kalintilar1 (asteriks) ve cavum medullaristeki biyomateryal etrafinda

sekillenen trabekiiler kemik alanlar1 (alt ok) goriilmektedir. x4.

Sekil 3.95. islem uygulanmayan bioglass grubuna ait defekt alaninin 2 ay sonundaki histolojik

goruntiisu.

Iki uglu siyah ok defekt alanini, siyah oklar cavum medullaristeki ve defekt alanindaki yeni yapilan
trabekiiler kemigi ve asteriks ise biyomateryal kalintilari1 gostermektedir. MB grubunun aksine
defekt alanminda korteksin inceldigi ve cavum medullarise dogru az miktarda trabekiiler kemik

alanlar1 goriilmektedir. Masson’un {i¢lii boyamasi, x4.
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Sekil 3.96. Sekil 3.95.”deki igslem uygulanmayan bioglass grubuna ait ayni defekt alaninin toluidine

blue ile boyanmasi sonucu elde edilen histolojik goriintiisii.

Defekt alaninda (iki uglu siyah ok) korteksin inceldigi dikkat ¢ekmektedir. Defekt alaninda ve cavum
medullaris’te biyomateryaller atrafindaki kemik lamelleri goriilmektedir (siyah oklar). Asteriks ise

cavum medullaristeki biyomateryal kalintilarin1 géstermektedir. x4 biyiitme.

-3 aylik gruplara ait histolojik fotograflar:

Sekil 3.97. Negatif kontrol grubuna ait defekt alaninin 3 ay sonundaki histolojik goriintiisii.

Iki uglu siyah ok defekt alanini gostermektedir. Defekt alaninda korteksin cavum medullarise bakan
yilizeyinde trabekiiler kemik (siyah ok) varligi goriilmektedir. Ayrica defekt alaninda heniiz
kapanmamuis ve igerisi kemik iligi ile dolu (asteriks) alanlar goriilmektedir. Masson’un {iglii boyamasi,

x4 biiyiitme.
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Sekil 3.98. Sekil 3.97°deki negatif kontrol grubuna ait ayn1 defekt alaninin toluidine blue ile

boyanmasi sonucu elde edilen histolojik goriintiisii.

Defekt alaninda (iki uglu siyah ok) korteksin oldukga incelmis oldugu (siyah ok) goriilmektedir. x4
biiyiitme.

Sekil 3.99. Modifiye bioglass grubuna ait defekt alaninin 3 ay sonundaki histolojik goriintiisi.

iki uclu siyah ok defekt alanini, siyah oklar hem defekt alaninda hem de cavum medullaristeki yeni
yapilan trabekiiler kemik alanlarmi gostermektedir. Defekt bolgesinde korteksin yeterli kalinlikta
oldugu ve kompakt kemik alanlarmin ¢ogunlukta oldugu goriilmektedir. Masson’un ii¢lii boyamasi,

X4 biiyiitme.
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Sekil 3.100. Sekil 3.99.’daki modifiye bioglass grubuna ait ayni defekt alaninin toluidine blue ile

boyanmasi sonucu elde edilen histolojik goriintiisii.

Defekt alaninda (iki uglu siyah ok) sekonder kemik alanlarinin ¢ogunlukta oldugu ve korteksin yeterli
kalinlikta oldugu gorilmektedir. Ayrica cavum medullaris’te de trabekiiler kemik alanlart (siyah

oklar) goriilmektedir. x4 biiyiitme.

Sekil 3.101. Sadece YVS’de bekletilen bioglass grubuna ait defekt alaninin 3 ay sonundaki histolojik

goruntisi.

iki uglu siyah ok defekt alanmni, siyah oklar defekt alaninda ve cavum medullariste biyomateryaller
etrafindaki yeni yapilan trabekiiler kemik alanlarmni gostermektedir. Defekt alaninda korteksin

inceldigi dikkat cekmektedir. Masson’un iiglii boyamasi, x4 biiylitme.
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Sekil 3.102. Sekil 3.101.’deki sadece YVS’de bekletilen bioglass grubuna ait ayni defekt alaninin

toluidine blue ile boyanmasi sonucu elde edilen histolojik goriintiisii.

Defekt alaninda (iki ug¢lu siyah ok) ve cavum medullaris’te biyomateryaller etrafinda sekillenen
trabekiiler kemik alanlari (siyah oklar) goriilmektedir. Ayrica defekt alaninda korteksin inceldigi

goriilmektedir. x4 biiylitme.

Sekil 3.103. Islem uygulanmayan bioglass grubuna ait defekt alanmin 3 ay sonundaki histolojik

goruntust.

Iki uglu siyah ok defekt alanini, siyah ok ise cavum medullaristeki trabekiiler kemik alanlarini
gostermektedirAyrica defekt alanininda korteksin inceldigi (asteriks) ve cavum medullarise dogru

yonelen trabekiiler kemik alanlari goriilmektedir. Masson’un ii¢lii boyamasi, x4 biiyiitme.
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Sekil 3.104. Sekil 3.103.’deki islem uygulanmayan bioglass grubuna ait ayn1 defekt alaninin toluidine

blue ile boyanmasi sonucu elde edilen histolojik goriintiisii.

Defekt alaninda (iki uglu siyah ok) korteksin inceldigi dikkat cekmektedir (asteriks). Defekt alaninda

ve cavum medullaris’te biyomateryaller atrafindaki trabekiiler kemik lamelleri goriilmektedir (siyah

oklar). x4 biiyiitme.

Cizelge 3.15. Emery degerlendirme skoruna gére degerlendirilen gruplarin skorlar1 ve istatistik olarak karsilastiriimasi.

Negatif (n=7) Modifiye Bioglass  YVS’de bekletilen Ham bioglass
(n=7) (n=7) (n=7) p*
1Ay 1(0-2) 3 (2-5)° 2 (1-3)b* 2 (1-2) 0,004*
2 Ay 3(1-4) 6 (5-6)¢ 5 (4-6)° 4 (3-5)f 0,0001*
3 Ay 4 (3-5) 6 (5-7)¢ 5 (4-6)"* 5 (3-6)' 0,022*

-Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir.

P* p<0,05

a= N-M gruplarinin 1 aylik uygulamalarinin karsilastirilmasi, p=0,002.
b*= M-YVS gruplarinin 1 aylik uygulamalarinin karsilagtirilmasi, p=0,017.
¢= M-B gruplarinin 1 aylik uygulamalarinin karsilastirilmasi, p=0,007.

d= N-M gruplarinin 2 aylik uygulamalarmin karsilastiriimasi, p=0,001.

e= M-YVS gruplarinin 2 aylik uygulamalarinin karsilastiriimasi, p=0,08.
f= M-B gruplarinin 2 aylik uygulamalarinin karsilastiriimasi, p=0,002.

g= N-M gruplarmin 3 aylik uygulamalarmin karsilastirilmasi, p=0,004
h*= M-YVS gruplarinin 3 aylik uygulamalarinin karsilastirilmasi, p=0,03.
i= M-B gruplarinin 3 aylik uygulamalarinin karsilastirilmasi, p=0,025.

3.5. Implantasyon Testi Sonuclar

Modifiye bioglass, YVS’de islem goren bioglass ve islem gormeyen bioglass’in

implantasyon sonrast lokal etki degerlendirmesi TS EN ISO 10993-6 protokoliine

gore yapildi. Implantasyon siireleri 1, 2 ve 3 ay olarak belirlenen gruplar igin tiim

140



deney hayvanlar1 deney siireleri tamamlanincaya kadar kontrol edildi ve
implantasyon sonrasi donemde genel saglik durumlari, yem ve su tiiketimleri
yoniinden herhangi bir olumsuzluk gézlenmedi. Deney siireleri dolan hayvanlara
Otenazi yapildi ve implantasyon bolgesi lokal olarak incelendi, biyomateryalin
etrafinda herhangi bir patolojik degisiklik bulunmadigi goriildii. Histopatolojik
incelemeler icin Masson’un ii¢lii boyasi ile boyanarak hazirlanan kesitler 1s1k
mikroskopta incelendi. 1 aylik, 2 aylik ve 3 aylik uygulamalara ait semikantitatif
histopatolojik skorlar Cizelge 3.16., 3.17. ve 3.18’de verilmektedir. Test sonuglar
degerlendirildiginde modifiye bioglass’in implantasyon sonrasi lokal etki
kategorilerine gore 1 aylik uygulamaya ait degerlendirme skoru 0,7 (Cizelge 3.16.), 2
aylilk uygulamaya ait degerlendirme skoru 0,43 (Cizelge 3.17.) ve 3 aylk
uygulamaya ait degerlendirme skoru ise 0,2 (Cizelge 3.18.) bulundugundan modifiye

bioglass’in irritan etkisi bulunmamaktadir.

Cizelge 3.16. 1 aylik uygulama sonunda 1ISO 10993-6 Tablo 1 (Annex5)’e gore semikantitatif histopatolojik skorlar.

Grup Pol Le Pla Ma Dev Nek ARA Neo Fibros Yag ARA TOPL  ORT.
y. nf. z. k. h. r. TOP. . is inf/ TOP. AM SKOR
(x2) dej.
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 1 0 0 0 4 0 0 0 0 4
0 0o o0 1 0 0 2 0 2 2 4 6 3
0 0 0 1 0 0 2 0 1 2 3 5
0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 2
0 0 0 1 0 0 2 0 2 0 2 4
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 1 1 0 4 0 1 0 1 5
0 0 0 1 0 0 2 0 1 0 1 3 3,7
0 0 0 1 1 0 4 1 0 1 2 6
0 0 0 1 0 0 2 1 0 1 2 4
0 0 0 1 0 0 2 1 0 1 2 4
0 0 0 1 0 0 2 0 1 1 2 4

Modifiye Bioglass grubu Toplam Skor= 0,7***
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YVS 1 0 0 0 1 1 0 4 1 3 0 4 8

YVS1 0 0 0 1 0 0 2 1 1 1 3 5
YVS1 0 0 0 1 0 0 2 0 1 1 2 4 6,4
YVS1 0 0 0 1 1 0 4 0 1 1 2 6
YVS1 0 0 0 1 2 0 6 0 1 1 2 8
YVS1 0 0 0 1 2 0 6 1 1 0 2 8
YVS 1 0 0 0 1 1 0 4 1 1 0 2 6

Ham b. 0 0 0 1 1 0 4 0 2 1 3 7
Ham b. 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1
Ham b. 0 0 0 2 1 0 6 1 3 0 4 10 5,58
Ham b. 0 1 0 1 1 0 6 0 3 0 3 9
Ham b. 0 0 0 1 1 0 2 1 2 0 3 5
Ham b. 0 0 0 1 1 0 4 fl 1 0 2 6
Ham b. 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1

Ham Bioglass Grubu Toplam Skor=2,58 **

Modifiye= Modifiye bioglass 1 aylik uygulama; YVS1= YVS’de bekletilen bioglass 1 aylik uygulama; Ham b.=islem
goremeyen bioglass 1 aylik uygulama; Poly.=Polimorf l6kosit; Lenf.=Lenfosit; Plaz.=Plazma hiicresi; Dev h.=Dev hiicre;
Nekr.=Nekrozis; Neo.=Neovaskiilarizasyon; Yag inf./dej.=Yag infiltrasyonu/dejenerasyonu.

-Toplam skor=Test skoru-negatif skor

**[rritasyon skorlari: Yok (0,0-2,9); Hafif (3,0-8,9); Orta (9,0-15,0); Siddetli (>15,0)

Cizelge 3.17. 2 aylik uygulama sonunda ISO 10993-6 Tablo 1 (Annex5)’e gore semikantitatif histopatolojik skorlari.

Grup Pol Le Pla Ma Dev Nek ARA Neo. Fibrozi Yag ARA TOPL ORT.

y nf. z. k. h. r. TOP. s inf/ TOP. AM SKOR
(x2) dej.

Negatif 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 3 3

Negatif 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1

Negatif 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Negatif 0 0o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1,14

Negatif 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Negatif 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 2

Negatif 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 2
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0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1,57
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 3 3
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
0 0 0 0 1 0 2 1 0 1 2 4

YVS 2 0 0 0 1 1 0 4 0 1 0 1 5
YVS 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
YVS 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2,2
YVS 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
YVS 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 2
YVS 2 0 1 0 1 0 0 4 0 0 1 1 5
YVS 2 1 0 0 1 0 0 4 0 0 0 0 4

Ham b. 0 0 o0 0 0 0 0 1 0 1 2 2
Ham b. 0 0 0 0 0 0 [ 1 0 1 2 2
Ham b. 0 0 0 0 0 0 [ 0 0 1 1 1
Ham b. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1,86
Ham b. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ham b. 0 0 0 1 0 0 2 0 0 1 1 3
Ham b. 0 0 0 0 1 0 2 0 1 1 2 4

B2 Grubu Toplam Skor=1,44 **

Modifiye= Modifiye bioglass 2 aylik uygulama; YVS 2= YVS’de bekletilen bioglass 2 aylik uygulama; Ham b.=Islem
géremeyen bioglass 2 aylik uygulama; Poly=Polimorf l6kosit; Lenf.=Lenfosit; Plaz.=Plazma hiicresi; Dev h.=Dev hiicre;
Nekr.=Nekrozis; Neo.=Neovaskiilarizasyon; Yag inf./dej.=Yag infiltrasyonu/dejenerasyonu.

-Toplam skor=Test skoru-negatif skor

**[rritasyon skorlari: Yok (0,0-2,9); Hafif (3,0-8,9); Orta (9,0-15,0); Siddetli (>15,0)
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Cizelge 3.18. 3 aylik uygulama sonunda ISO 10993-6 Tablo 1 (Annex5)’e gore semikantitatif histopatolojik skorlari.

Grup Poly Len Plaz Mak Dev Nekr ARA Yag ARA TOPL ORT.
f. h. TOP. inf./d  TOP. AM SKOR
(x2) ej.

0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 1 1 1

0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 1 2 2 0,6

0 0 0 0 0 0 1 1 1

0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 1 2 2

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,8

0 0 0 0 0 0 1 2 2

0 0 0 0 0 0 1 1 1

0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 1 1

M3 grubu Toplam Skor= 0,2***
YVS 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
YVS 3 0 0 0 0 0 0 1 3 3
YVS 3 0 0 0 0 0 0 1 2 2 11
YVS 3 0 0 0 0 0 0 1 1 1
YVS 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
YVS 3 0 0 0 0 0 0 0 1 1
YVS 3 0 0 0 0 0 0 0 1 1
YVS3 Grubu Toplam Skor=0,5 ***

Ham b. 0 0 0 0 0 0 1 2 2
Ham b. 0 0 0 0 0 0 1 1 1
Ham b. 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
Ham b. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Ham b. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ham b. 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 2

Ham b. - - - - -

B3 Grubu Toplam Skor=0,4 **

Modifiye= Modifiye bioglass 3 aylik uygulama; YVS 3= YVS’de bekletilen bioglass 3 aylik uygulama; Ham b.=Islem
goremeyen bioglass 3 aylik uygulama; Poly=Polimorf 16kosit; Lenf.=Lenfosit; Plaz.=Plazma hiicresi; Dev h.=Dev hiicre;
Nekr.=Nekrozis; Neo.=Neovaskiilarizasyon; Yag inf./dej.=Yag infiltrasyonu/dejenerasyonu.

-Toplam skor=Test skoru-negatif skor
**[rritasyon skorlar1: Yok (0,0-2,9); Hafif (3,0-8,9); Orta (9,0-15,0); Siddetli (>15,0)
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu tez c¢alismasinda modifiye bioglass’mn in vitro ve in vivo deneylerle etkinligi
degerlendirildi. 45S5 olarak bilinen ham bioglass ve yapay viicut sivisinda (YVS)
bekletilen bioglas, sert doku miihendisligi uygulamalarinda kullanim alani olan
biyomateryallerdendir. Mevcut durumda kullanim alani olan ham bioglass ve
YVS’de bekletilen bioglass’in modifiye bioglass ile karsilastirildigi bu c¢alismada,
biyomateryallerin konak dokuya uygulandiklarinda doku ile olan biyouyumlulugun
anahtar1 roliindeki konak-biyomateryal arayiizii iliskisinden yola c¢ikilarak yiizey
modifikasyon islemi uygulandi. Bu amagla kolay temin edilmesi, diisiik maliyetli
olusu ve uygulama kolayligi nedeniyle sentez basamaginda oranlar1 detayli olarak

belirtilen ¢esitli amino asitler kullanildi.

Yeni bir biyomateryalin iiretilmesindeki bazi amaglar1 soylemek gerekirse; bunlar
var olan bir probleme daha iyi bir ¢6ziim iliretmek veya yeni bir problemin
¢ozlimlerinden biri olmak seklinde ifade edebiliriz. Doku miihendisligi ve rejeneratif
tip uygulamalarinda ise bir problemin birden fazla ¢oziimii ve her uygulamanin
avantaj veya dezavantajlar1 olabilmektedir. Biyomateryal agisindan degerlendirilecek
olursa yeni iiretilen veya bu calismada oldugu gibi mevcut bir biyomateryalin bir
veya daha fazla 6zelliginin gelistirilmesini amag¢ edinen modifiye biyomateryallerin
nihayetinde beseri veya veteriner sahada kullanimi olan ticari bir {irliin olmasi
hedeflenmekte ve beklenmektedir. Bu noktada ise biyouyumluluk terimi akla
gelmektedir. Cesitli ulusal veya uluslararasi kuruluglarca (FDA, OECD, ISO gibi)
acikca belirtilen test standartlarina gore gerek in vitro gerekse in vivo testlerle
biyomedikal bir ara¢ olarak  kullamilan bu gibi  biyomateryallerin

biyouyumluluklarinin test edilmesi gerekmektedir.

Bu tez calismasinda sentez edilen modifiye bioglass’in ilk olarak fiziksel

karakterizasyon testleri yapildi. Daha sonra ise ¢esitli standartlara uygun olarak in
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vitro ve in vivo testler yapilarak, modifiye bioglass’in etkinligi ve biyouyumlulugu

degerlendirildi.

Biyoaktif camlar viicut sivilart veya dokularla temasta bulundugunda implante
edildigi konak dokusuyla biyoaktif cam yiizeyi arasinda reaktif tabakalar olusturarak
yiizeyinde hidroksiapatit tabakas1 olustururlar. /n vitro kosullarda viicut sivilarmni
taklit eden bir siv1 igerisinde viicut 1sisinda bekletildiginde de bioglass yiizeyinde
hidroksiapatit olusumu gozlenmektedir. Bu c¢alismada bioglass’in  ylizey
modifikasyonu amaciyla YVS ve amino asitlerden olusan bir karisim kullanildi.
Karsilastirma yapmak amaciyla ise YVS’de bekletilen bioglass ve ham bioglass
kullanildi. Ham bioglass’in, YVS’de bekletilen bioglass’in ve modifiye bioglass’in
ayri ayrt FT-IR spektrumlari alinarak biyomateryallerin yapisindaki fonksiyonel
gruplar belirlendi. Bu ¢alismada ham bioglass’in Si-O-Si baglarina ait spesifik pikler
daha onceki galismalarda belirtilen piklerle (Vallet-Regi vd., 1999; Ramila ve Vallet-
Regi, 2001) benzerlik gosterdiginden sentezi yapilan bioglass’a ait camsi yapi
dogrulanmaktadir. Modifiye bioglass’a ait absorbsiyon pikleri incelendiginde
biyomateryal ylizeyinde olusan hidroksiapatit varligini dogrulayan ve literatiir
verilerle bagdasan spesifik pikler gorildi (Bayraktar ve Tas, 1999; Tas, 2000;
Mollazadeh vd., 2007; Adawy vd., 2009; Kundu vd., 2010). Sadece YVS’de
bekletilen bioglass icin 6lgiilen absorbsiyon piklerinin modifiye bioglass ile olan
benzerligi hidroksiapatit varligim1 dogrulamaktadir. Ayrica absorbsiyon pikleri
incelendiginde YVS’de bekletilen bioglass ve modifiye bioglass’a ait P-O arasindaki
baglara ait piklerin ham bioglass’a gore siddetlerinin arttig1 goriilmektedir. Literatiir
verilerde, yapay viicut sivisindaki bekleme siiresinin artmas: hidroksiapatit
piklerindeki siddetin artmasi seklinde yorumlanmaktadir (Kim, Miyaji, Kokubo,
Ohtsuki ve Nakamura, 1995). YVS’de bekletilen bioglass ve ham bioglass’tan farkli
olarak sadece modifiye bioglass’ta goriilen 1554 cm™ dalga boyundaki absorbsiyon
pikinin Silva vd. (2005) ve Zhang vd. (2007)’nin belirttigi N-H egilme titresimine ait
oldugu tespit edilmistir. Bu durum ise modifiye bioglass i¢in amino asit karigimiyla

yapilan ylizey modifikasyonunun basarili oldugunu géstermektedir.

Kemik doku miihendisliginde kullanilan biyomateryallerin baz1 morfolojik 6zellikleri
tagimasi beklenir. Gozeneklilik, tanecik boyutu ve yiizey morfolojisi gibi 6zelliklerin
belirlenmesi gerek sert doku miihendisligi gerekse diger doku miihendisligi

uygulamalarinda kullanilan herhangi bir biyomateryalin dogal dokuya uygunlugunu
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degerlendirmek acgisindan onemlidir. Bu amacla biyomateryallerin SEM goriintiileri
alarak yiizey yapilari incelenmektedir. Bu c¢alismada karsilastirma yapabilmek
amaciyla ham bioglass’in, YVS’de bekletilen bioglass’in ve modifiye bioglass’in
SEM goriintiileri ¢ekildi. Daha 6nceki ¢calismalarda belirtildigi tizere bioglass’1 yapay
viicut sivisinda bekletmek yilizeyinde hidroksiapatit olusumuna yol agmaktadir
(Ohtsuki, Kokubo ve Yamamuro, 1992; Kasuga, Hosoi, Nogami ve Niinomi, 2001;
Kim vd., 2003). Bu nedenle bioglass numunelerinin ilk olarak YVS’ye koyulmadan
onceki hali SEM’de goriintiilendi. Ham bioglass’in SEM goriintiileri incelendiginde
amorf bir yapida oldugu ve yiizeyinde hidroksiapatit tabakas1 bulunmadig1 gézlendi.
Ham bioglass’in SEM incelemelerinde elde edilen bulgular daha 6nce yapilan bazi
caligmalarla benzerlik gostermektedir (Saboori vd., 2009; Ravarian vd., 2010).
Ancak tanecik boyutu ve gozenek yapist hem ayni numunenin farkli bélgesinde hem
de benzer calismalardakiyle farklilik gostermektedir. Bu durumun bioglass sentez
basamagindaki bazi maniiplasyon farkliliklarindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir.
YVS’de bekletilen bioglass numunelerine ait SEM goriintiileri incelendiginde
biyomateryal yiizeyinin hidroksiapatit ile kapli oldugu, ham bioglass’ta goriilen
amorf yapinin yerine daha piiriizlii bir goriiniim kazandig1r ve yiizeyin kristalize
formda oldugu goriildii. Bu durum bioglass numuneleri YVS’de bekletildiginde
yiizeyinde hidroksiapatit olusacagini bildiren literatiir verilere (Ohtsuki vd., 1992;
Kasuga vd., 2001; Kim vd., 2003) ve bu ¢alismada YVS’de bekletilen bioglass igin
Olcilen FT-IR degerlerine uygunluk gostermektedir. Modifiye bioglass
numunelerinin SEM incelemelerine bakildiginda ylizeyinde olusan hidroksiapatit
tabakas1 ve kristalize yapilar dikkat ¢cekmektedir. Bu durum ham bioglass’ta goriilen
amorf ve keskin kenarli yapinin yerini modifikasyon islemi sonucunda piiriizli,
kristalize, yer yer gézenekli yer yer de amino asit kaplamasia atfedilen alanlarin
almasi seklinde aciklanmakta ve FT-IR 6l¢iimlerinde goriilen hidroksiapatit olusumu
ve amino asit kaplamasina isaret eden absorbsiyon piklerinin SEM ile dogrulandigini

gostermektedir.

Yeni iiretilen veya modifiye edilen bir biyomateryal insanda test edilmeye veya
kullanilmaya baslamadan dnce bazi testleri gegmesi gerekir. ISO, OECD veya FDA
gibi kurum ve kuruluslarin belirledigi ¢esitli in vitro ve in vivo test standartlari bu
amaca hizmet etmektedir. Biyouyumluluk testleri olarak nitelendirebilecegimiz bu

testlerden bir tanesi de in vitro sitotoksisite testidir. Bu ¢alismada TS EN ISO 10993-
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5 standartlarina gore ekstraksiyon metodu kullanilarak modifiye bioglass 6ziitliniin
hem test standardinda tavsiye edilen L-929 fibroblast hiicre hattinda hem de MC3T3-
E1 preosteoblast hiicre hattinda sitotoksik olup olmadigi incelenmistir. Ekstraksiyon
metoduyla biyomateryalin bir besi ortami igerisinde belli sicakliklarda bekletilerek
ortama saldigi maddelerin uygulanan hiicrelere nasil bir etki gosterdigi
belirlenmektedir. Test metoduna goére numune Oziitii uygulanan hiicrelere ait
hesaplanan canlilik degerlerinin %70’in altinda olmasi o numunenin sitotoksik
oldugunu gostermektedir. L[-929 ve MC3T3-E1 hiicre hatlart i¢in 1:1
konsantrasyondaki uygulamalarina ait canlilik degerleri sirasiyla %84,64 + 11,63 ve
%86,94 + 11,95 olarak hesaplanmistir. Bu nedenle modifiye bioglass 0ziitii iki hiicre
hatt1 i¢in de sitotoksik degildir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar hem daha 6nce
yapilan hiicre ¢aligmalariyla (Gough, Notingher ve Hench, 2004; Comesana Vv.d.,
2011) hem de yine bu c¢alismada biyomateryal {izerine ekilen MC3T3-E1l
hiicrelerinin  canlilik oranlarmin  gdsterildigi testlerin sonuglariyla benzerlik
gostermektedir. In vitro sitotoksisite testinin sonuglarma bakildiginda hiicre canlilik
oranlarinin MC3T3-E1 hiicrelerinde L-929 hiicre hattina gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ancak istatistik olarak anlamli bir fark belirlenmemistir. Modifiye
bioglass’tan ortama salinan iyonlarin MC3T3-El hiicrelerinin proliferasyonunu
arttirdigr bilinmektedir (Toworfe, Composto, Shapiro ve Ducheyne, 2006). Buna
ragmen L-929 hiicre hatt1 ile MC3T3-E1 hiicre hatt1 arasinda istatistik olarak anlaml
fark bulunmamasi modifiye bioglass 6ziitiiniin hiicrelere test standardinda belirtildigi
gibi sadece 24 saat uygulanmasindan kaynaklanmis olabilir. Bu nedenle ham
bioglass, YVS’de bekletilen bioglass ve modifiye bioglass tizerine MC3T3-E1l
hiicresi ekilerek kiiltivasyonun 3, 7 ve 14. giinlerinde hiicre canlilif1 ve apoptoz-

nekroz oranlarini belirlemek i¢in ayrica testler yapilmstir.

Modifiye bioglass, YVS’de bekletilen bioglass ve ham bioglass’in iizerine kiiltiire
edilen MC3T3-El hiicrelerinin kiiltivasyonun 3, 7 ve 14. giinlerindeki canlilik,
apoptoz ve nekroz oranlar1 karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistik olarak
anlamli bulunmamistir. Bu sonuglarla karsilastirilan bioglass’larin preosteoblastlar
icin uygun kiiltiir ortam1 sagladigt ve proliferasyonu destekledigi sdylenebilir.
Karsilastirilan  bioglass gruplart icin farkli giinlere ait canlilik degerlerine
bakildiginda modifiye bioglass grubunda % degerleri agisindan canliligin daha

yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica apoptoz ve nekroz oranlarinin da YVS’de
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bekletilen bioglass’a ve ham bioglass’a gore daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu
durum ise modifiye bioglass’tan kiiltliir ortamina salinan amino asitlerin varligryla
aciklanabilir. Ciinkii modifikasyonda kullanilan amino asitlerin daha once yapilan
calismalarda osteoblast proliferasyonunu destekledigi (Torricelli, Fini, Giavaresi ve
Giardino, 2001; Fini vd., 2001; Boanini, Torricelli, Gazzano, Giardino ve Bigi, 2006)
veya glutatyon sentezine katilarak sitoprotektif etki gosterebilecegi bildirilmistir

(Beutler, 1989).

Calcein ile hiicre canliligi degerlendirildiginde sonuglarin apoptoz-nekroz testiyle
uyumlu oldugu ve canliigin MB grubunda daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Apoptoz-nekroz testinden farkli olarak Calcein AM/PI boyamasiyla canli hiicrelerin
morfolojileri hakkinda da tespitlerde bulunuldu. Gruplar arasinda semikantitatif
degerlendirme yapildiginda MB grubunda hiicrelerin sferoid morfolojide olduklar
goriiliirken, YVS’de bekletilen bioglass grubunda az sayida, ham bioglass grubunda
ise YVS grubuna gore daha fazla sayida fibroblast benzeri hiicrelerin varhig tespit
edildi. Bu durum ise MB grubundaki osteoblastik farklilagmanin daha iyi olabilecegi

yoniinde degerlendirildi.

In vitro sitotoksisite testinde modifiye bioglass Oziitiiniin  sitotoksisitesi
degerlendirilmisti. Annexin V-FTIC kiti ile yapilan apoptoz-nekroz testinde ise ham
bioglass, YVS’de bekletilen bioglass ve modifiye bioglass iizerine ekimi yapilan
preosteoblast hiicre hatti i¢in (MC3T3-El1) canliik ve apoptoz-nekroz
degerlendirilmesi yapildi. Biyomateryal konsantrasyonunun yiiksek olmasi
sitotoksisite endisesini arttiran bir durumdur (Rath vd., 2014) ancak elde edilen
sonuglar degerlendirildiginde yiiksek canlilik oranlariyla ortiisen diisiik apoptoz ve
nekroz oranlari modifiye bioglass’in hiicre canliligim1 biiylik Olgiide destekledigi
yoniinde degerlendirilebilir. Ham bioglass, YVS’de bekletilen bioglass ve modifiye
bioglass i¢in yapilan canlilik, apoptoz ve nekroz oranlarinin karsilagtirmasinda
istatistik olarak anlamli fark bulunmasa da modifye bioglass’in daha yiiksek canlilik
oranina ve daha diisiik apoptoz-nekroz oranlarina sahip oldugu goriilmektedir.
Istatistik fark bulunmamasinin bir diger sebebi de apoptoz-nekroz oranlarinin akis
sitometrisi kullanilarak degil de semikantitatif olarak belirlenmesinden kaynaklanmis

olabilir.
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Yeni {retilen biyomateryallerin genotoksik potansiyellerinin degerlendirilmesi
biyouyumlulugu agisindan olduk¢a oOnemlidir. Genotoksisitenin belirlenmesi
amaciyla in vitro veya in vivo olarak yapilan gesitli testler bulunmaktadir. Bu tez
calismasinda OECD 487 in vitro mikroniikleus testi kullanildi. Klastojen veya anojen
maddelerin DNA’da yol agtig1 kirilma (klastojenik etki) veya kromozom ayrigmalari
(andjenik etki) mikroniikleus olusumunu indiikler ve mikroniikleus indiiksiyonu
genotoksik etkiye isaret eder (De Souza vd., 2020). Bu nedenle mikroniikleus
olusumu mutajenik potansiyeli gostermesi bakimindan olduk¢a Onemlidir.
Biyomateryaller implantasyondan sonra viicutta uzun siire kalirlar. Bu uzun siirelerde
doku uyumu ne kadar 6nemliyse ¢6ziinme iiriinlerinin ve metabolitlerinin yapacagi
etkiler de o derece 6nemlidir. OECD 487 in vitro mikroniikleus testinde numune
oziitlerinin bulundugu ortama S9 enzimi ilave edilerek ikincil metabolitlerin
genotoksik hasara yol a¢ip agmadigi da belirlenmektedir. Bu ¢alismadaki in vitro
mikroniikleus test sonuglart degerlendirildiginde; modifiye bioglass 6ziitii negatif
kontrol ile karsilastirildiginda 3 saatlik ve 24 saatlik uygulamalar i¢in mikroniikleus
olusumu agisindan istatistik olarak anlamli fark goriilmedi. Modifiye bioglass ile
pozitif kontrol grubu karsilagtirildiginda ise hem 3 saat hem de 24 saatlik
uygulamalarda mikroniikleus olusumu acisindan istatistik olarak fark anlamli
bulundu. Test standardi geregi ikincil metabolitler agisindan sadece 3 saatlik
uygulamalarda karsilastirma yapilabildi. Yapilan istatistik karsilastirmalarda negatif
konrol grubuyla modifiye bioglass grubu arasinda istatistik olarak anlamli fark
bulunmadigi, pozitif kontrol grubuyla modifiye bioglass grubu arasinda istatistik
olarak anlamli fark oldugu goriildii. Tiim sonuglar degerlendirilidiginde ise modifiye

bioglass oziitiiniin genotoksik olmadig1 yoniinde degerlendirildi.

Modifiye bioglass, YVS’de bekletilen bioglass ve ham bioglass {izerine ekimi
yapilan MC3T3-E1 hiicrelerinin kiiltivasyonun 3, 7 ve 14.giinlerinde yapilan SEM
incelemelerinde  hiicre  tutunmasmmin 3 biyomateryalde de gergeklestigi
goriilmektedir. Ancak modifiye bioglass iizerine ekimi yapilan hiicrelerin
kiiltivasyonun 7. ve 14. giinlerinde yapilan SEM incelemesinde, YVS’de bekletilen
bioglass ve ham bioglass’tan farkli olarak yassi morfolojide ve belirgin sekilde
sitoplazmik uzantilar1 oldugu goriilmektedir (Sekil 3.23., Sekil 3.24 ve Sekil 3.29.).
Bu durum ise MC3T3-El hiicrelerinin modifye bioglass yiizeyine daha iyi adapte

oldugunu ve uyum sagladigin1 gostermektedir. 3 biyomateryal i¢in biyomateryal
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ylizeyine tutunan hiicre sayilar1 ve hiicre siklig1 agisindan degerlendirildiginde, ham
bioglass’ta kiiltivasyonun 14. giiniinde yapilan SEM incelemesinde biyomateryal
ylizeyi incelendiginde oldukg¢a az sayida hiicre tutundugu goriilmektedir. YVS’de
tutulan bioglass i¢in ise yiizeye tutunan hiicre sayisinin daha ¢ok oldugu ancak farkli
alanlar taranmasimma ragmen yassi ve sitoplazmik uzantilart1 bulunan hiicrelere
rastlanmadig1 goriildi. Modifiye bioglass i¢in yapilan farkli giinlerdeki SEM
degerlendirmelerinde ise yiizeye tutunan hiicre sayisinin daha fazla oldugu, yassi
morfolojideki hiicrelerin varlig1 ve sferoid morfolojideki hiicreleri koloni olusturmus

tarzda gorildigl dikkat cekmektedir.

Yiizey modifikasyonu biyomateryallerin hidrofobik veya hidrofilik 6zelliklerini
degistirerek hiicre tutunmasi, proliferasyonu ve farklilasmasi {izerine etki eder
(Arima ve Iwata, 2007; Zhao vd., 2015). Ayrica biyomateryaller tizerine kaplanan
NH., CHs ve COOH gibi fonksiyonel gruplarin fibronektine baglanma kapasitesini
arttirdigi  bildirilmektedir (Keselowsky, Collard ve Garcia, 2003). Bu durum
modifiye bioglass grubunda 3, 7 ve 14. giinlerde hiicre tutunmasinin daha iyi
olmasini agiklamaktadir. Yassi hiicre morfolojisi osteojenik farklilasmanin gostergesi
olarak bildirilmektedir (Ventre, Causa ve Netti, 2012). Ayrica yassi hiicrelerdeki
belirgin uzantilar hiicrelerin iyi yayildigint ve siki baglandigini gosterdiklerinden
(Clupper vd., 2003) preosteoblast hiicrelerinin (MC3T3-E1) biyomateryale
adaptasyonunun kaniti niteligindedir. Bu nedenle SEM incelemelerinde hiicre
adezyonunun, hiicre uzamasmin (elongation) ve uzantilar1 belirgin hiicrelerin
modifiye bioglass grubunda daha fazla goriilmesi MB’nin osteojenik potansiyelinin
daha iyi oldugunu gostermektedir. Ayrica soz konusu 6zellikler biyomateryale karsi
hiicre davraniginin onemli bir gostergesi oldugundan implantasyonda beklenilen

hiicre yanit1 hakkinda da fikir vermektedir.

Bioglass kemik doku miihendisliginde kullanilan bir biyomalzemedir (Hench, 2009;
Hoppe vd., 2011). Bu tez ¢alismasinda 45S5 olarak bilinen ham bioglass’in hem
yapay viicut sivisinda bekletilen hem de amino asit karisimiyla modifiye edilen
formlar1 karsilastirlmistir. /n vitro olarak ALP aktiviteleri ve Alizarin Red S ile
boyanarak kalsiyum depozitleri gosterilmistir. Testlerde kullanilan MC3T3-E1 hiicre
hatt1 preosteoblast hiicre hattidir. Bu nedenle biyomateryaller {izerine ekimi yapilan
MCS3T3-E1 hiicrelerinin ALP aktivitesi ve kiiltiir ortamindaki kalsiyum miktari

osteojenik aktiviteyi gostermesi bakimindan Onemlidir ve sonuglar1 birlikte
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degerlendirilmistir. Yapilan onceki ¢aligmalarda artan ALP aktivitesinin osteoblast
fenotipinin ve farklilagmasinin erken belirteglerinden biri oldugu belirtilmektedir
(Boanini vd., 2006). Preosteoblast hiicrelerinin (MC3T3-E1) farklilasma siireci
proliferasyon, ekstraselliiler matriks olgunlasmasi ve mineralizasyon asamalarini
icermektedir (Beck, 2003). Baska bir deyisle osteoblast proliferasyonu ve
farklilasmasi kemik mineralizasyonundan oOnce gergeklesmektedir (Beresford,
Graves ve Smoothy, 1993; Ramaswamy, Wu, Zhou ve Zreigat, 2008). Bioglass’tan
ortama salinan bazi iyonlarin (Ca, Sr gibi) osteoblastlarin metabolik aktivitesini
arttirdigl, ALP aktivitesi, osteojenik gen ekspresyonu ve matriks mineralizasyonunu
arttirdig1 gosterilmistir (Silver, Deas ve Erecinska, 2001; Valerio, Pereira, Goes ve
Leite, 2004). Ayrica 6nceki ¢aligmalarda ortama amino asit ilavesinin (aspartik asit,
arjinin, lizin gibi) osteoblast farklilasmasini ve ekstraselliiler mineralizasyonunu
arttirdig1 bildirilmektedir (Toricelli vd., 2002; Sarig, 2004; Rautaray, Mandal ve
Sastry, 2005). Test sonuclari degerlendirildiginde; modifiye bioglass’m ALP
aktivitesini ve mineralizasyonu arttirmasinin daha Onceden bildirilen literatiir
verilerle uyumlu oldugu ve YVS’de bekletilen bioglass ve ham bioglass’tan
osteojenik potansiyel agisindan istiin oldugu goriilmektedir. Bu durum ise modifiye
bioglass’tan ortama salinan iyonlarin ve yiizey modifikasyonunda kullanilan amino

asitlerin varlhigiyla agiklanabilir.

Yeni dretilen bir biyomateryalin karakterizasyonu ve in vitro testlerle
degerlendirilmesi, etkinliginin ve biyouyumlulugunun belirlenmesi ic¢in oldukca
onemlidir. Biyomedikal cihaz kapsaminda degerlendirilen yeni biyomateryallerin
insan kullanimindan Once ¢esitli deney hayvanlar1 {izerinde test edilmesi ve
kullanilacagi amaca gore spesifik degerlendirilmesi de gerekebilir. Doku kayiph
kiriklar, malformasyonlar veya kemik dokuya ait genis rezeksiyon gerektiren timor
cerrahilerinde kullanilma potansiyeli tagiyan yeni veya cesitli modifikasyonlarla
tiretilen biyomateryallerin tasimasi gereken Ozelliklerden biri de osteoindiiktif
olmasidir. Osteoindiiktivite en genel hatlartyla kemik doku olmayan bir dokuya (deri
alti, kas ici gibi) implante edilen biyomateryalin, kok hiicreleri uyararak
implantasyon bolgesinde ektopik kemik olusumu olarak tarif edilebilir. Tanimdan da
anlasilacag1 gibi osteoindiiktivite 6zelligi bir biyomateryalin kemik olusturabilme
kabiliyetidir ve bu kabiliyetin degerlendirilmesinde kullanilan testlerden biri de

osteoindiiktiv  potansiyel testidir (OIP). Bu c¢alisma kapsaminda MB’nin

153



osteoindiiktivitesini  gdstermek amaciyla yapilan OIP testinde; MB’nin
degerlendirilen preparatlardaki kemik olusturma Kkapasitesi %16,04 olarak
hesaplandi. Hesaplanan bu degerin test standardinda belirtilen skor karsiligi 2’
oldugundan MB’nin osteoindiiktif potansiyelini belirlemek igin yapilan bu testten

gectigi sdylenebilir.

Bioglass i¢in daha &nceden yapilan OIP testleri incelendiginde Poh vd.’nin (2016)
yaptig1 ve implantasyon i¢in atimik ¢iplak sicanlarda deri alti modeli kullandiklari
calismada, histolojik incelemelerde ektopik kemik olusumu goézlemediklerini
bildirmislerdir. Westhauser vd.’nin (2016) immunsuprese farelerde yaptigi ve arka
ekstremite bolgesinde deri alti implantasyon yontemini kullandiklari ¢alismada,
uygulanan biyoglass numunesinin osteoindiiktif 06zellik gosterdigini  oran
vermeksizin bildirmislerdir. Bu tez calismasinda OIP testinden elde edilen veriler
daha Once yapilan calismalarla karsilastirildiginda incelenen dokulardaki kemik
olusumu oransal olarak karsilastirilamadigindan OIP acisindan MB’nin diger
bioglass modifikasyonlarina olan tstiinligiinden bahsedilememistir. Bir diger durum
ise test icin kullanmilan hayvan modelinin ve uygulama bdlgesinin OIP’in
degerlendirilmesi agisindan farkli sonuglar dogurabilecegi gercegidir. Daha once
yapilan bazi c¢aligmalarda ayni biyomateryalin kas i¢i uygulamasi ile deri alt1
uygulamasinin OIP agisindan farklilik gosterebilecegi bildirilmistir (Yang vd., 1996).
Farkli bir ¢aligmada ise hayvan tiiriine bagh olarak (uygulama bdlgesi ve sekli ayn
olsa da) OIP testi sonuglarmin da farkli olabilecegi bildirilmistir (Ripamonti, 1996).
Bu nedenle atimik ¢iplak farelerde kas i¢i implante edilen MB’nin osteoindiiktif
ozellik gosterdigi sdylenirken, uygulama bodlgesi/sekli veya tiir farkliliklarinin OIP

acisindan fark yaratabilecegi gozardi edilmemelidir.

MB’nin osteoindiiktiv aktivite gostermesinde modifikasyon islemi sonucu olusan
hidroksiapatit’in yanisira yiizey modifikasyonunda kullanilan amino asitlerin varligi
diistintilebilir. Daha Once yapilan bir c¢alismada fenilalanin iceren bioglass’ta
biyoaktivitenin ve mineralizasyon kabiliyetinin arttigi bildirilmistir (Stakleff vd.,
2013). Baska bir ¢alismada ise histidin bagli bir biyomateryalin osteoindiiktivite
acisindan daha iyi oldugu bildirilmis ve bu durumu histidinin katyonik yapisina baglh
olarak hiicre tutunmasini arttirmasiyla iliskilendirmislerdir (Iwasaki vd., 2015; Jahed
vd., 2019). Ayrica bu ¢alismada in vitro testlerin degerlendirilmesiyle ilgili

kisimlarda da belirtildigi gibi aspartik asit, arjinin ve lizin gibi amino asitlerin
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osteoblast farklilasmasin1 ve matriks mineralizasyonunu arttirdigi bilinmektedir
(Toricelli vd., 2002; Sarig, 2004; Rautaray vd., 2005). Bu nedenle MB’nin ylizeyinde
bulunan amino asitlerin gerek hiicre tutunmasimi gerekse osteojenik hiicrelerin
farklilasma ve mineralizasyon kabiliyetini arttirmasi osteojeniteyi olumlu yodnde

etkilemistir.

Tez calismasmin son asamasinda ekstremite defekt modelinde MB’nin YVS’de
bekletilen bioglass’in ve ham bioglass’in etkinligi degerlendirildi. Cerrahi olarak rat
tibial unikortikal kritik boyutlu defekt modeli olusturuldu. Kritik boyutlu kemik
defekti kendiliginden iyilesmeyecek boyuttaki kemik kusurunu ifade etmektedir
(Keating vd., 2005). Her ne kadar tanim olarak kendiliginden iyilesmeyen kemik
hasar1 olarak sdylense de hayvan modelleri i¢in diisliniildiigiinde deney siirelerinin
bir sinir1 olacagindan Gosain vd.’nin (2000) soéyledigi gibi ¢alisma boyunca
iyilesmeyen kemik kusurlari igin kritik boyutlu olarak nitelemek daha uygun
goriinmektedir. Bu nedenle deney siiresi, hayvan tiirii ve uygulanan bolgeye gore
defekt boyutu degisiklik gostermektedir (Keating vd., 2005; Sanders vd., 2014). Rat
i¢in 3 mm uzunlugunda 3mm ¢apinda tam katman unikortikal defektin kritik boyutlu
oldugu bildirilmistir (Lewandrowski vd., 1999). Ayrica Bernabé vd.’nin (2012)
yaptiklar calismada 4mm x 4mm boyutlarindaki tibial defektin kritik boyutta oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle bu ¢aligmada 4x4 mm’lik tibial defekt modeli kullanildi.

Kritik boyutlu unikortikal tibial defektin postmortem 1, 2 ve 3 aylik uygulama
gruplarina ait histopatolojik degerlendirmeleri Emery degerlendirme skoruna gore
yapildi ve daha sonra istatistik karsilastirmalar yapildi. MB grubuna ait
degerlendirme skorlarina bakildiginda 1, 2 ve 3 aylik uygulamalarda hem YVS’de
bekletilen bioglass grubu hem de ham bioglass grubundan yiiksek oldugu goriildii.
Ham bioglass ile MB arasinda yapilan istatistik karsilagtirmalarda MB’nin 1, 2 ve 3
aylik uygulama gruplar1 i¢in istatistik olarak anlamli bir fark gosterdigi
goriilmektedir. YVS’de bekletilen bioglass grubu ile MB arasindaki karsilagtirmada
ise MB YVS’de bekletilen bioglass grunundan 1 ve 3 aylik uygulama gruplar igin
istatistik olarak anlamli fark gosterirken 2 aylik uygulama grubu igin degerlendirme
skoru acisindan daha iyi oldugu ancak aradaki farkin istatistik olarak anlamh
olmadig1 (p=0,08) goriildii. Degerlendirme sonuclarina bakildiginda MB’nin
osteokondiiktivitesinin daha iyi oldugu ancak gelistirmeye ag¢ik oldugu sdylenebilir.

Bu calismada etkinlik testi i¢in deney hayvani olarak sigan kullanilmistir. Sicanlar
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yetiskin olduklarinda da kemik rejenerasyon siireglerini biiyiik dl¢lide devam ettiriler
(Ghafoor, 2019). Bu ¢alismada negatif kontrol grubunun 3 ay sonundaki iyilesmesine
bakildiginda beklenenden daha iyi bir iyilesme oldugu goriilmektedir. Bu durum
yetigkin sicanlarin  kemik rejenerasyon kabiliyetleri ve devam eden biiylime

olgusuyla aciklanabilir.

Bir biyomateryalin konak doku ile olan iligkisi yiizeyi ile dogrudan ilgilidir. Konak-
biyomateryal arayiizinde meydana gelen olaylar biyoaktivitenin en Onemli
belirleyicilerindendir. Bioglass viicutta hidroksiapatit olusturma kabiliyetiyle kemik
doku i¢in ideal bir biyomateryaldir. Bu ¢alismada modifikasyon islemi ile bioglass’in
yilizeyinde hem hidroksiapatit sekillenmesi hem de amino asit kaplamasi yapilmistir.
Yapilan daha onceki ¢alismalarda ¢esitli amino asitlerin iv vitro testlerle osteojenik
aktiviteyi ve mineralizasyonu olumlu yonde etkiledigi vurgulanmaktadir (Toricelli
vd., 2002; Sarig, 2004; Rautaray vd., 2005). Baska bir c¢alismada fare osteoblast
hiicrelerinin bulundugu kiiltiir ortamina arjinin ilavesinin IGF-1 ve kollajen sentezini
arttirdigr bildirilmektedir (Chevalley, Rizzoli, Manen, Caverzasio ve Bonjour, 1998).
Ayrica arjinin ve L-lizin kombinasyonunun osteoblast hiicreler {izerinde
proliferasyonu ve tip-1 kollajen sentezini arttirdigi bagka bir ¢calismayla gosterilmistir
(Trippel, 1998). Bu c¢alismada MB’nin YVS’de bekletilen bioglass grubuna gore
farkli olmasinin nedeni kullanilan amino asit kombinasyonunun osteokondiiktiviteyi
ve osteoindiiktiviteyi daha iyi desteklemesinden kaynaklanmis olabilir. Cerrahi
prosediir esnasinda defekt olusturulduktan sonra kanama tamponlanarak durduruldu
ve biyomateryaller defekt alanina dolduruldu. YVS ve ham bioglass gruplarinda
defekt alan1 tamamen biyamateryal ile doldurulduktan sonra kanama goriilmezken,
MB grubunda biyomateryali koyduktan hemen sonra bir miktar kanama oldugu daha
sonra ise pihtilasmanin gergeklestigi gozlendi. Bu durumun sadece amino asit
kombinasyonu ile modifiye edilen bioglass’ta goriilmesi dikkat ¢ekerken; kanama ve
devamindaki pihtilasma ile kemik iliginden gelen kok hiicrelerin ve Kkan
pulcuklarinin osteoblastik aktivite ac¢isindan yarar saglamis olabilecegi akla

gelmektedir.

Bu c¢aligmada kemik defekt modelinde aynm1 zamanda implantasyon testi i¢in de
degerlendirmeler yapildi. ISO 10993 test standartlarina gore yapilan
degerlendirmelerde MB’nin doku reaksiyonuna yol agmadigi ve biyouyumlu oldugu

sonucuna varildi. Implantasyon testinin degerlendirilmesinde kullanilan kriterlerden
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biri de anjiyogenezdir. implantasyon sonras1 bag doku proliferasyonuna eslik eden
anjiyogenez yabanci cisim reaksiyonu ile iligkilendirilir ve inflamatuvar yanit1 ifade
eder (Dreanca vd., 2021). Kemik ve kas doku yaralanmalarinda ise spesifik olarak
immun hiicre ve sitokin salimiyla seyreden inflamatuvar yanit olusur, bu yanit
revaskiilarizasyon gerektiren doku yaralanmalarinda hayati onem tasir (Tidball,
2005; Mountziaris ve Mikos, 2008; Jin, Yang ve Li, 2010). Bu nedenle
revaskiilarizasyon kemik iyilesmesinde biiylik Onem tasir. Cilinkli anjiyogenez
osteogenez i¢in olmazsa olmaz siireglerden biridir (Zelzer ve Olsen, 2005; Geris,
Gerisch, Vander Sloten, Weiner ve Van Oosterwyck, 2008). Biyomateryal aracili bir
uygulamada defekt alanina implante edilen biyomateryal, mekanik destegin yani sira
hem hiicre gogii ve proliferasyonuna hem de anjiyogenez i¢in uygun ortam saglar.
Kemik doku i¢in bu durum osteokondiiktivite terimi ile ifade edilebilir. Bu anlamda
MB’nin osteogenezi destekledigi ve osteokondiiktif 6zellik gosterdigi sdylenebilir
ancak defekt boyutu kritik boyutta oldugunda, baska bir deyisle biiyiik defektlerde
osteokondiiktivitenin yani sira osteoindiiktivite de gereklidir. Anjiyogenezin iyi
olmasinin bir diger 6nemi de damar duvarinda bulunan olgunlasmamis vaskiiler
perisitlerdir (Chang vd., 1997). Bu olgunlasmamis endotelyal hiicrelerin ayni
zamanda osteoprogenitér hiicreler oldugu bildirilmektedir (Zengin vd., 2006;
Matsumoto vd., 2008). Bu nedenle angiogenez osteoblast popiilasyonunun artmasina

katk: saglar.

Modifiye bioglass’in degerlendirildigi bu tez ¢alismasinda gesitli in vitro ve in vivo
testlerle MB’nin osteojenitesi, osteokondiiktivitesi ve osteoindiiktivitesi gibi
Ozellikleri incelendi. Yapilan test sonuglarina bakildiginda MB’nin YVS’de
bekletilen bioglass ve ham bioglass’tan ¢ogunlukla iistiin oldugu goriildii. Ancak test
metotlar1 agisindan degerlendirilecek olursa bazi ilave testlerin yapilmasinin MB’nin
potansiyel ozelliklerini belirlemek agisindan daha iyi olabilecegi diisiiniilmektedir.
Omnegin FT-IR 6lgiimlerinde tespit edilen absorbsiyon piklerinin ve SEM
goriintiilerinde tespit edilen hidroksiapatit ve amino asit kristali gibi yapilarin EDS
ile elemental kompozisyonunu belirleyerek kimyasal karakterizasyonunu yapmak
daha objektif sonuglar alinmasina olanak saglayabilir. Benzer sekilde MB’nin
potansiyel 6zelliklerini in vitro olarak gesitli gen ekspresyonlarinin gosterilebildigi

molekiiler tekniklerle veya in vivo olarak farkli hayvan ve defekt modelleri ile gerek

157



immunohistokimyasal gerekse molekiiler tekniklerle spesifik gen ekspresyonlarinin

gosterildigi ileri caligmalar yapilabilir.

Bu ¢alismada modifiye bioglass i¢in yapilan in vitro ve in vivo testlerden elde edilen
bulgular degerlendirildiginde, modifiye bioglass’in osteojenik potansiyelinin ham
bioglass ve YVS’de bekletilen bioglass’a gore daha iistiin oldugu; bioglass’in, diisiik
maliyeti, kolay temin edilebilirligi ve uygulama pratikligi gibi avantajlar1 olan amino
asitlerle yiizey modifikasyonu yapilarak sert doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilabilecegi goriilmektedir. Sonu¢ olarak modifiye bioglass’in sert doku
miithendisligi uygulamalar1 i¢in uygun nitelikte bir biyomateryal oldugu ve ilave

calismalarla klinik kullanimina dogru yol alinmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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KIRIKKALE UNIVERSITESI

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARARI

1) Projenin Baghg:
Modifiye Bioglass: Sert Doku Mithendisligi agisindan in Vitro ve in Vivo etkinlik degerlendirmesi.

2) Proje Yoneticisi:

Unvan, Adi, Soyadi : Prof. Dr. Siyami KARAHAN
Anabilim Dah : Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal

Fakiilte/Enstitii
Universite/Kurum
Cep Telefonu

is Telefonu
E-Mail Adresi
Yazigma Adresi
Yahsihan /

Deney Hayvam Kullanim Sertifikas: Xvar/ [Jyok
Deney Hayvam Kullanim Sertifikas: yil/say: /

3) Yardimer Aragtirmacilar:

Say1 | Aragtirmacinin

1) Unvani, Ad1 ve Soyadi:Aras. Gor. Yasin OZKABADAY]
Projedeki gorevi:Arastirmaci

Gorev yeri: Kirikkale Universitesi Veteriner Fakilltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal

2) Unvani, Adi ve Soyadi:Prof. Dr. Mustafa TURK
Projedeki gorevi:Danigman

3) Unvani, Adi ve Soyadu:Dr. Ogr. Uyesi Ali KUMANDAS
Projedeki gorevi:Arastirmaci

1
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4) Proje Tarihleri:
Proje Baglangig Tarihi : 15.10.2021
Proje Bitis Tarihi :15.05.2022
Proje Siiresi 17 Ay

5) Hayvan Tiirii, Irk, Sayisi, Cinsiyeti, Yasi, Agirhg:

Tiir Irk Say1 Cinsiyet Yas Agirhi 4]
X Fare Atimik giplak | 5 XE [D

I Sigan Wistar Albino | 84 XE OD 8-10 haftalik 300-350 gram

X Kobay Guinea pig 4 XE XD 300-500 gr

X Tavsan Yeni Zellanda | 12 XE XD 2kg

[X] Fare BALB-C 40 XKE [XID | 812 haftahik |
6) Projenin Ozeti

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanim alani bulan bioglass, yapisinda %45 SiO,, %24,5 Ca0O, %25,5 Na,0
ve %6 P,0s igeren bir malzemedir. Biyoglass iiretiminde iiretim teknigine bagl olarak karsilagilan en onemli
problem, bioglass’in bioaktivitesinin korunmasidir. Bu calismanin amaci modifiye teknik kullanarak bioglass
iiretmek ve iiretilen Modifiye Bioglass’in Sert doku miihendisligi agisindan Jn vitro ve in vivo degerlendirilmesidir.
Bu amagla modifiye olarak biyomateryal iiretildikten sonra karakterizasyon testleri yapilacaktir. Biyomateryal
iiretiminde optimizasyon saglandiktan sonra in vitro testlere baslanacaktir. In vitro olarak biyomateryale tutunan
hiicre morfolojilerinin taramali elektron mikroskop gériintiilemesi, hiicre canlilig1 igin Calcein AM/Propidium iodide
boyamasi, apoptoz-nekroz igin Annexin-V Fluos boyamasi, kalsiyum birikimlerini géstermek igin Alizarin Red S
boyama, ALP aktivitesinin gdsterilmesi, in vitro mikroniikleus testi ile genotoksisitenin gosterilmesi ve MTT ile in
vitro sitotoksisite gosterilecektir. /n vitro testleri takiben in vivo deneylere baglanacaktir. Bu amagla sistemik toksisite
testleri, osteoindiiktiv potansiyel testi, deri i¢i irritasyon testi, pirojenite testi, sensitizasyon testi ve ekstremite
performans testi yapilacaktir. /n vivo ve in vitro deneylerden elde edilen sonuglar istatistik olarak degerlendirilecektir.
Gruplardaki zamana gore degisimleri karsilagtirabilmek igin tekrarl Slgiimlerde varyans analizi (Repeated measures

ANOVA) uygulanacaktir.
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KARAR: Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogr. Uyesi, Prof. Dr.
Siyami KARAHAN’in ” Modifiye Bioglass: Sert Doku Miihendisligi agisindan in Vitro ve in Vivo etkinlik
degerlendirmesi. “ isimli projesi, Kirikkale Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deney Hayvanlari Arastirma Unitesinde

yapilmasi sarti ile, Kirikkale Universitesi Hayvan Etik Kurulu Yonergesinde belirtilmis olan Etik ilkelere uygun
olduguna karar verilmistir.

i i i leri Etik Kurullaninin Calisma Usul ve
i ede yayinlanarak yurorloge giren Hayvan Deney "

Orman Bakanligmin 15.02.2014 tarihli Resmi Gam I yr : st B AT i b
. T‘:rz;el)w Yonetmelik hikamlerince karar alinmig olup ilgili lik m 2 uyn \;e yetkisi ayvan yi yapan|

5 ls;s') Hayvanlan Koruma Kanununun 28 inci maddesinin birinci fikrasinin (f) bendi geregince iglem uygulanir.
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OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Yasin OZKABADAY]I
Dogum Tarihi : |:|
Yabanci Dil : Ingilizce

Egitim Durumu

Lisans : Kirikkale Universitesi (2010-2016)

Calistign Kurum/Kurumlar ve Yil/Yillar  Kirikkale Universitesi 2004- Devam
ediyor

Yayinlar1 (SCI, SCI Expanded)

KURUM, A., KOCAMIS, H., Karahan, S., TURK, M. ve OZKABADAYI, Y.
(2021). OVGP1 Expression in BOEC and Oviduct: An Immunohistochemical and
Immunocytochemical Study. Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 27(2).

Aragtirma Alanlar1 Hiicre kiiltiirii, histokimya
immunohistokimya.
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