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OZET

TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA DESTEKLI
SIKISTIRILABILIR KEMiK GREFTLERI

Sena KOC

Yiiksek Lisans, Kimya Miihendisligi Boliimii
Tez Damsmani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Es Danisman: Ars. Gor. Dr. Soner CAKMAK
Haziran 2019, 102 Sayfa

Bu ¢alisma “Trombositten Zengin Plazma Destekli Sikistirilabilir Kemik Greftleri” baslikli
Lisansiistii Tez Projesi (FYL-2018-16974) kapsamimda Hacettepe Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir. Sunulan tez
calismasinda amag, geometrisi diizglin olmayan kemik hasarlarinin tedavisinde kullanilmak
tizere ti¢ boyutlu (3B) kolaylikla sekil alabilen, sikistirilabilir formda ve trombositten zengin

plazma (PRP) ile biyoaktivitesi arttirilmis nanofibroz kemik greftlerinin gelistirilmesidir.

Calisma kapsaminda 6ncelikle osteoindiiktif etkiyi arttirmak igin sentetik viicut sivisindan
(SBF) mikrodalga yontemiyle hidroksiapatit (HAp) nanopartikiilleri iiretilmis ve poli(L-
laktik asit) (PLLA) icerisine katilmustir. Ug-boyutlu (3B) elektroegirme ydntemiyle
nanofibroz yapida pamuksu alloplastik greft malzemeleri iiretilmis ve tiretilen malzemelere
farkli siire ve derisimlerdeki NaOH ¢6zeltileri igerisinde modifikasyon islemi uygulanmistir.
Modifikasyon oncesi PLLA-HAp gruplarinda su temas agis1 128.2+3.1° iken, 0.1 M NaOH
cozeltisi ile 6 saat gergeklestirilen modifikasyon sonucunda su temas agis1 73.8+12.3° olarak
Ol¢lilmiis ve modifikasyon siiresiyle hidrofilisitenin arttig1 goriilmiistiir. Taramali elektron
mikroskobu (SEM) goriintiileriyle de yiizey piiriizliiliigiiniin arttig1 ve fiber morfolojisini

koruyan malzemelerin basariyla iiretildigi tespit edilmistir.



Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 27.09.2017
tarih ve GO 17/671-23 karar numarali onaynin ardindan, goniillii bireylerden alinan kan ile
PRP izolasyonu santrifiij islemiyle (1,500 g 8 dk) gerceklestirilmistir. PRP pipetleme
yontemiyle greftlere yiikklenmis ve % 10 CaCl; ile aktive edilmistir. Aktivasyon etkinligi ise
akis sitometrisi ile CD62 (P-selektin) ve CD41/61 (glikoprotein Ilb/Illa) proteinlerinin
yiizdelerine bakilarak incelenmistir. Aktivasyon sonrasi protein yiizdelerinin yaklasik 4 kat

artt1ig1 ve aktivasyonun basariyla gergeklestigi goriillmiistiir.

Fare preosteoblast hiicreleriyle (MC3T3-E1) yapilan in vitro hiicre kiiltiirii galigmalarinda,
hiicrelerin  proliferasyonu  MTT (3-[4,5-Dimetilazol-2-il]-Difeniltetrazolyum Bromiir)
analizi, osteojenik farklilasmalar1 Alkalin Fosfataz (ALP) aktivitesi tayini ve Gergek
Zamanlt Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) analizleri ile, hiicre morfolojileri ise
konfokal mikroskobuyla incelenmistir. Hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 sonunda, PRP destekli
biyomalzemelerin, hiicre proliferasyonu ve osteojenik farklilasmada anlamli derece artis

sagladig1 goriilmiistiir.

Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 26.02.2019 tarih ve 2019/02-
15 karar numarali onayinin ardindan, in vivo hayvan deneyleri 24 adet Wistar Albino Sigan
kullanilarak gergeklestirilmis ve si¢anlarin kalvariyumunda her iki parietal kemikte
birbirinden bagimsiz 5 mm c¢apinda kemik defektleri olusturulmustur. Erken kemiklesmeyi
takip etmek i¢in 8. hafta sonunda, ge¢c donem kemiklesme icin de 20. hafta sonunda
sicanlardan kemik dokular1 alinmis ve bilgisayarli tomografi (mikro-CT) goriintiileriyle
kemiklesme oranlar1 karsilastirilmistir. En yiiksek kemik olusumu altin standart olan
otogreftte Ol¢iilmiis, ancak PRP destekli greft malzemelerinin de otogrefte alternatif olarak

kemik rejenerasyonunda kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak, hiicre kiiltiirii c¢aligmalarinda gelistirilen PRP+PLLA-HAp kompozit
nanofiber kemik greftlerinin hiicrelerin tutunup ¢ogalmasini ve farklilasmasini destekledigi
goriilmiistiir. Hayvan deneylerinde ise biyomalzemelerin, hasar bolgesinin seklini kolaylikla
alarak sikistirilabilir formda oldugu kanitlanmis ve PRP destekli greftlerin kemik

rejenerasyonunu hizlandirarak otogrefte alternatif olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kemik doku miihendisligi, Ug-boyutlu elektroegirme, Poli(L-laktik

asit), Hidroksiapatit, Trombositten zengin plazma, in vivo.
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This study was financially supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit with a graduate project entitled “Compressible Bone Grafts Supported By
Platelet Rich Plasma” (FYL-2018-16974). The aim of this thesis is to develop compressible
3-dimensional (3D) nanofibrous bone grafts supported by platelet rich plasma (PRP) for use

in treatment of irregular bone damage.

Firstly, hydroxyapatite (HAp) nanoparticles were produced from synthetic body fluid (SBF)
and added to poly (L-lactic acid) (PLLA) to increase the osteoinductive effect. Alloplastic
graft materials were fabricated by using three-dimensional (3B) electrospinning method and
modification processes were carried out in different concentrations of NaOH solutions at
different times. The water contact angle of PLLA-HAp group was measured as 128.2 +3.1°,
while the water contact angle was 73.8 + 12.3° after the modification performed with 0.1 M
NaOH solution for 6 hours. As a result, it was observed that the hydrophilicity increased
with the modification period. In addition, it was determined with scanning electron
microscope (SEM) images that the surface roughness increased and the materials protecting

the fiber morphology were produced successfully.



According to Hacettepe University Noninvasive Clinical Research Ethics Committee
approval of the report dated 27.09.2017 and numbered GO17/671-23, blood of volunteers
was taken to isolate PRP with centrifugation (1,500 g, 8 min). PRP was loaded into the grafts
by pipetting and activated with 10% CaCl,. The efficiency of the activation was evaluated
with flow cytometry data which give the percentages of CD62 (P-selectin) and CD41/61
(glycoprotein 11b/111a) proteins. After activation, it was seen that the percentages of proteins
increased approximately 4-fold.

In vitro cell culture studies were carried out with using mouse preosteoblast cells (MC3T3-
E1l). MTT (3-[4,5-Dimethylazol-2-yl]-Diphenyltetrazolium Bromide) analysis for cell
viability, confocal microscopy for cell morphology, Alkaline Phosphatase (ALP) activity
and Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) analyzes were used to examine for
osteogenic differentiation of cells cultured on graft materials. At the end of the cell culture
studies, it was observed that graft materials supported by PRP increased cell proliferation
and osteogenic differentiation significantly.

According to Hacettepe University Animal Experiments Local Ethics Committee approval
of the report dated 26.02.2019 and numbered 2019/02-15, in vivo animal experiments were
performed with using of 24 Wistar Albino rats. Defects of 5 mm diameter were created in
both parietal calvarium bones independently. Bone tissues were obtained at the end of 8th
week and 20th week for early and late ossification respectively, also the ossification rate was
compared with computed tomography (micro-CT) images. The highest bone formation was
observed in the gold standard autograft, but it was found that the graft materials supported

by PRP could be used as an alternative to autograft in bone regeneration.

In conclusion, it was determined that developed PRP+PLLA-HAp nanofiber composite bone
grafts supported the attachment and differentiation of preosteoblasts. In animal experiments,
it was shown that biomaterials were easily shaped for defect geometry because of their
compressible form. Thus, the grafts supported by PRP can be used as an alternative to

autograft by accelerating bone regeneration.

Key Words: Bone tissue engineering, Three-dimensional electrospinning, Poly (L-lactic

acid), Hydroxyapatite, Platelet rich plasma, In vivo.
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1. GIRIS

Sekil bozukluklarina bagli patolojik hasarlar veya karmasik yapidaki kiriklar gibi klinikte
siklikla karsilagilan kemik hasarlarmin tedavisinde otogreftleme, allogreftleme gibi
yontemler kullanilmakla beraber, bu yontemlerin yetersiz kaldigi durumlarda ¢esitli
biyomalzemelerden hazirlanan yamalar (greftler) tercih edilmektedir. Doku iskelesi olarak
da adlandirilan bu greft malzemelerinin osteokondiiktif (6nciil hiicrelerin ¢cogalip olgun
kemik hiicrelerine farklilasmasina yardim eden), osteoindiiktif (kok hiicrelerin malzemeye
gociinli ve kemik hiicrelerine farklilasmasimi tetikleyen), osteointegrasyon (greftin fibroz
doku olusumuna yol agmayacak sekilde kemik yiizeyine kimyasal olarak tutunabilmesini
saglayan) ve osteogenez (hiicresel elemanlarin hayatta kalip yeni kemik olusturabilmesini

destekleyen) 6zelliklerinden bir ya da birkagina sahip olmasi gerekmektedir [1].

Kemik doku miihendisliginde biyomimetizm, kemigin dogal ortaminda bulundugu 3-
boyutlu (3B) mikrogevreye (ekstraseliiler matris-ECM) benzer yapilarm tiretilmesi olarak
tanimlanmaktadir. Kemik ECM’sinde bulunan ana protein yapi kolajen nanofiberlerden
olusur ve hiicre davranislarini kontrol eder. Kolajen fibrillerin birlesim noktalarinda ise
amorf formda, kemige yiiksek mukavemet saglayan hidroksiapatit (HAp) nanopartikiilleri
yer almaktadir. Kemik ECM’sinin organik kismini taklit etmek igin sentetik veya dogal
polimerler kullanilirken, kemigin inorganik kismi i¢in ise genellikle trikalsiyum fosfat
(TCP) ve HAp gibi yapilar tercih edilmektedir. ECM benzeri biyomalzemelerin nanofiber
yapida tretiminde, basit kurulumu ve 2B/3B iiretime olanak saglamasi nedenleriyle
elektroegirme yontemi siklikla tercih edilmektedir. Klasik elektroegirme yonteminde yiiksek
gozeneklilige sahip malzemeler tiretilebilmesine ragmen, iiretilen malzemeler esnek degildir
ve sekillendirmesi zordur [2]. Boyuta ve esneklige bagh bu dezavantajlarin ¢6ziimii olarak,
3-boyutlu nanofiber malzemelerin {iretilebilecegi dogrudan islak olarak egirme ve 3B

elektriksel alan olusturabilen geometrilerle egirme gibi tasarimlar gelistirilmistir [3, 4].

Hiicresel yapisma ve ¢ogalma, biyomalzemenin topografisiyle iliskilendirilmektedir.
Ornegin, poli(L-laktik asit) (PLLA), Amerikan Gida ve Saglik Bakanligi (FDA) onayh ve
doku miihendisligi uygulamalarinda basarili sonuglar veren bir polimer olsa da hidrofobik
yapist nedeniyle proteinlerin, dolayisiyla da hiicrelerin doku iskelelerine rahat¢a tutunup
cogalmasimi kisitlamaktadir. Bu kisitlamalar1 ortadan kaldirmak igin ultraviyole (UV)
1s1mast ile serbest radikalleri ortaya ¢ikaran yiizey as1 polimerizasyonu, hava, argon vb.

gazlar yardimiyla gerceklestirilen plazma islemi ve kimyasal ajanlarla islak asindirma
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yontemi gibi gesitli ylizey modifikasyon yontemleri gelistirilmistir [5]. Islak kimyasal
asindirma yontemlerinden biri olan hidroliz, biyolojik olarak pargalanabilir alifatik
poliesterlerin asidik veya bazik kosullarda, yiizey slatilabilirlik 6zelliginin degistirilmesidir.
Malzemenin sodyum hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi i¢inde bekletilmesiyle yapilan islak
asindirma yontemi, uygulamasi kolay bir yontem olmasi nedeniyle siklikla tercih

edilmektedir [5].

Tiim bu anlatilanlara ek olarak, biyosinyal molekiil olarak tanimlanan ¢esitli proteinlerle
malzeme biyoaktivitesi arttirilarak  hiicre ¢ogalmasi  desteklenebilmektedir. Bu
biyomolekiiller arasinda en popiiler olan kisinin kendi kanindan santrifiij islemine tabi
tutularak elde edilen trombositten zengin plazma (PRP), biiyiime faktérlerince zengin bir
kokteyl olarak tanimlanmaktadir. Trombositten zengin plazma, viicut i¢erisindeki kesiklerin
onarilmasina yardimci olan trombositlerin konsantre halde bulundugu bir kan sivisidir.
Kan igerisinde bulunan bu trombositler viicuttaki onarim islemlerini siirekli olarak yerine
getirerek hasarli dokuyu tamir etmektedir. Trombositten zengin plazma cilt ¢atlaklari, sag
ekimi, kas ve bag dokusu onarimi, dis ve goz tedavileri hatta veterinerlerlik uygulamalari
gibi birgok alanda, birgok farkli sorunda etkilidir. Ayrica, PRP ortopedik islemlerde eklem
icinde iyilestirme saglama 6zelligine sahiptir. Yapisinda bulunan transforme edici biiyiime
faktorii (TGF-P) ve plateletten tiiretilmis biiytime faktorii (PDGF) bag dokusu onariminda

ve kemik yenilenmesinde etkin rol oynar [6].

Sunulan tez ¢alismasinda, geometrisi belli olmayan kemik hasarlarinin tedavisi i¢in kolayca
sekil alabilen, PRP ile biyoaktivitesi arttirilmis 3B nanofibréz kompozit kemik greftlerin
iiretimi hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, osteoindiiktif etkiyi arttirmak i¢in sentetik
viicut sivisindan (SBF) mikrodalga yontemiyle tretilen HApP nanopartikiilleri PLLA
igerisine katilmis ve 3B elektroegirme yontemiyle nanofibroz yapida pamuksu malzemeler
tiretilmistir. Farkli siire ve derigsimlerde NaOH ile yapilan modifikasyon sonucunda daha
hidrofilik yapida, morfolojisini koruyan malzemelerin basariyla iiretildigi gosterilmistir.
Malzemelerin kemik doku rejenerasyonunda greft olarak kullanimi, fare preosteoblast
MC3T3-E1 hiicreleriyle yapilan in vitro hiicre kiiltiirii ve 24 adet Wistar Albino siganla

yliriitiilen in vivo hayvan deneyi ¢alismalariyla degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Tezin bu bdliimiinde ¢aligma kapsaminda siklikla bahsedilen ve g¢alismanin temelini
olusturan konular ayrintili olarak sunulmustur. Ilk olarak kemik dokusu ile ilgili literatiir
bilgisi verilmistir. Ardindan, kemik grefti olarak kullanilan biyomalzeme g¢esitleri ve
fabrikasyon yontemleri detaylandirilarak tez kapsaminda tercih edilen 3 boyutlu (3B)
elektroegirme yontemi acgiklanmistir. Devam eden boliimlerde, hiicre yapigsmasinda etkili
olan malzeme yiizeyinin topografisini degistirmeye yonelik modifikasyon uygulamalarindan
bahsedilmis ve biyomalzemelerin biyoaktivitesini arttirmak i¢in kullanilan trombositten
zengin plazma (PRP) ve yapisinda bulunan biiylime faktorleri hakkinda bilgi verilmistir. Son
olarak, PRP’nin ortopedik cerrahideki klinik uygulamalarindan bahsedilerek literatiir

bilgileri boliimii tamamlanmistir.

2.1. Kemik Dokusu

Yetiskin bir insan viicudunda 206, yeni doganda ise sayis1 300’e kadar ulasabilen kemiklerin
% 70’1 mineral (inorganik tuzlar), % 22’si protein (organik matris) ve % 8'i sudur. Kemik
dokusu, organlar1 koruyarak hareket etkinligini arttirir [6, 7]. Bu 6zellikler, Sekil 2.1'de
gosterilen yumusak kolajen protein ile kemige mukavemet saglayan sert apatit mineralinin

olusturdugu hiyerarsik mimariyle iliskilendirilmektedir.

Osteonlar — Mineralize Kolajen ve
Kemik doku ve Havers dagalimi Fiberler olmus kolajen hidroksiapatit
Kanah fiberler

Makro ~100um ~50um ~5um ~500um Atomik
boyut Osteon ¢api Fiber dagilimi Fiber capi Fibril capi boyut

Sekil 2.1. Mikro yapidaki kemik iskeletinin nanoboyutlara varan hiyerarsik yapis1 ([8]’den
degistirilerek).

Kemigin organik yapismnin biiyilk bolimiinii kolajen lifler (Tip 1), proteinler ve

glikozaminoglikanlardan olusan amorf kisim olusturmaktadir. Gelismis bir kemik



dokusunda lifler paralel ve belirli boyutlarda gézeneklerin olusumuna destek verecek sekilde
yerlesmis olup aralarinda kemige destek ve mukavemet saglayan hidroksiapatit kristalleri
bulunmaktadir. Kemik inorganik bilesenlerinin basinda ise kalsiyum, fosfat, sitrat ve

magnezyum gibi maddeler gelmektedir.

2.1.1. Kemik Hiicreleri
Kemigin yapisint olusturan baslica hiicre gruplari, osteoprogenitér (osteojenik) hiicreler,
osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlardir.

Osteoprogenitor hiicreler, mezensimden koken alan kemik ana hiicreleridir. Endosteumda,
periosteumun i¢ tabakasinda, Havers ve Volkmann kanallarmin yiizeylerinde bulunur.
Biiylime siirecinde aktif olarak yer alan bu hiicreler, eriskinlerde kirik onarmmi gibi

durumlarda aktiflesir ve bir boliimii osteoblasta doniisiir [9].

Osteoblastlar, osteoid olarak da bilinmektedirler ve organik ve inorganik kemik ECM'sinin
tiretiminden sorumludurlar. Osteoblastlar terminal olarak farklilasmis hiicreler degildir, ya
kendi kemik matrislerine gomiiliirek osteosit haline gelirler, ya da apoptoza (programlanmis
hiicre 6liimii) ugrarlar. Ayrica osteoblastlar, osteoklast aktivitesinin diizenlenmesine de

yardimci olurlar [10].

Osteoklastlar, mononiikleer hematopoietik Onciilerin kaynasmasindan tiireyen ¢ok
cekirdekli bir hiicre tliriidiir. Osteoklastlarin birincil islevi, kimyasal sinyallerin etkisi altinda
kemik ECM'sini asindiran asit ve proteolitik enzimleri salgilamaktir. Bu hiicreler, kemik

ECM'sinin tiretim/emilim siirecinde kemigin yeniden modellemesi i¢in 6nemli rol oynarlar
[11].

Osteositler lakiina ad1 verilen bosluklarda hapsolan osteoblastlarin farklilasmasiyla olusur.
Tamamen olgunlasmis hiicrelerdir ve sonunda matris iginde hapsedilerek osteoid iiretmeyi
durdururlar. Fakat mekanik transdiiksiyonda (hiicre dis1 fosfor ve kalsiyum seviyelerinin
kontroliinii saglama) ve hiicreler arasi etkilesim ile lokal uyarilara yanit olarak gelisen
adaptif yeniden sekillendirmede anahtar rol oynarlar. Kemik yikiminda, hapsolduklar

lakiinalardan ¢ikip osteojenik hiicrelere doniisebilmektedirler [12].



2.1.2. Kemik Zarlan
Kemik dokusunun dig yiizeyi periost (periosteum), i¢ yiizeyi ise endost (endosteum) adi

verilen bag dokusu ve kemik hiicrelerini igeren tabakalarla ortiiliidiir (Sekil 2.2).

Stingerimsi kemik
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Sekil 2.2. Kemik dokusunun sematik olarak gosterimi.

Periosteum, kemigin eklem olusturmayan yiizeylerini distan ¢evreleyen vaskiiler yapida bir
bag dokudur. Periosteumun dis tabakas: fibroz tabaka olarak da isimlendirilmektedir. Dig
tabaka, diizensiz sik1 bag dokusu yapisinda olup fibroblastlar1 ve doku hasar gordiigiinde
agriya sebep olan sinir liflerini igerir. Yapisinda bulunan kan ve lenf damarlar1 sayesinde
kemigin beslenmesi ve gelisimine yardimci olur. Bu damarlara ait uzantilar, Volkmann
kanallar1 boyunca kemigin uzunlugunu belirleyen Havers kanallarindaki damarlara dogru
devam eder. Daha ince olan i¢ tabaka ise hiicre bakimmdan zengindir ve yapisindaki hiicreler
kemik onariminda osteoblastlara doniiserek kemik onariminda gorev alir. Ayrica, i¢

tabakadan gelen lifler periosteumu kemige baglar [13].

Endosteum, kemigin igindeki biitiin bosluklar1 6rten, bag dokusu hiicrelerinin olusturdugu
bir zardir. Endosteum iginde tek katli yassi osteoprogenitor hiicreler, osteoblastlar ve

aralarinda osteoklastlar bulunabilmektedir [12].

2.1.3. Kemik Tipleri
Mikroskobik incelemeler sonucu kemigin primer ve sekonder olmak tizere 2 farkli doku
yapisinda oldugu goriilmiistiir. Primer kemik, embriyonik gelisim ve onarim siireglerinde

ortaya ¢ikan ilk kemik tiiriidiir ve yetiskinlerde yerini sekonder kemige birakir. Kemik, sekil
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olarak farkli formlarda olabilmekle birlikte yapisal olarak incelendiginde primer Orgii
(nonlamellar) kemik, sekonder sert (kompakt) kemik ve siingerimsi (kanselloz) kemik olmak

iizere li¢ ana baslik altinda toplanmaktadir.

Orgii kemik, olgunlasmamis kemik dokusu olarak da bilinir ve dagmik kolajen demetler
halinde bulunur. Mineralce eksik, hiicre bakimindan zengindir. Yetiskinlerde yass1
kemiklerin eklem bolgeleri, alveoler kemik ve tendonlarin kemik ile baglandigi yerler

disinda yerini zamanla sert veya siingerimsi kemige birakir.

Trabekiiler (lic-boyutlu kafes yap1) ya da kanselloz kemik olarak da adlandirilan siingerimsi
kemik, insan iskeletinin yaklagik % 20'sini olusturur. Biiyiik bir mekanik strese maruz
kalmayan kemik alanlarinin ¢ogunda bulunmaktadir. Uzun kemiklerin genislemis uglarinin
(epifiz) ¢ogunu olusturur ve kaburgalarin, omuz bigaklarinin, kafatasinin diiz kemiklerinin
ve iskeletin bagka yerlerinde bulunan gesitli diiz kemiklerin ana bilesenidir. Siingerimsi
kemik genellikle daha biiyilik gii¢ ve sertlik saglayan bir sert kemik kabugu ile ¢evrilidir.
Stingerimsi kemigin agik yapisi, eklemler boyunca yiik aktariminda oldugu gibi ani streslerin
soniimlemesini saglar. Silingerimsi kemik, osteoblastlarin hareketi ile sert kemige
doniisebilir. Osteoblastlar trabekiil etrafindaki tabakalarda yeni kemik matrisleri biriktirir ve
aralarindaki bosluklara ragmen biiyiir. Sonunda bosluklar elimine edilir ve olgunlasmamis

sert kemik tiretilir [14].

Kortikal ya da kompakt kemik olarak da adlandirilan sert kemik, insan iskelet sisteminin %
80'ini olusturur. Olgun sert kemik, lamel yapida veya tabakalidir. Vaskiiler kanallardan
olusan Havers sistemine sahiptir ve bu kanallarin etrafinda esmerkezli olarak bulunan osteon
katmanlari ile diizenlenmistir. Olgunlasmamis kompakt kemik, osteon igermez ve agsi bir
yapiya sahiptir. Sert kemik, Kolajen liflerden olusan gergeve etrafinda sekillenir ve yeni

kemik olusumu i¢in olgun kemik ile yer degistirir [15].

2.2. Kemik lyilesme Siireci

Kemik olusumu, intramembrandz ve endokondral kemiklesme olmak {izere ikiye
ayrilmaktadir. Intramembranoz kemiklesmede, insan mezenkimal kok hiicreleri (MSC)
osteoblastlar1 ayirt ederek, anabolik siirecte dogrudan kemik doku olusumuna (kafatasi ve
klavikula gibi diiz kemikler gibi) yardim eder. Endokondral kemiklesmede ise MSC'ler
kikirdak dokusu olusturan kondrositlere farklilasmaktadir. Sentezlenen kikirdak ECM’si
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kondrosit apoptozu ile mineralize olmakta ve daha sonra osteoblast hiicreler bu 6lii yapiya
niifuz ederek yerini kemik dokusuna birakmaktadir. Uzun kemikler tipik olarak bu siiregte

biiyiir ve iyilesir.

Birincil (primer) ve ikincil (sekonder) olmak iizere iki tiir kemik iyilesmesi vardir.
Implantasyon esnasinda, kemik fraksiyonlarmm sikica sabitlenmesiyle primer kemik
iyilesmesi meydana gelir. Kallus olusumu yoktur ve iki kemik parcasi birbirine baglanir.

Osteoklast ve osteoblast aktiviteleri ile 1yilesme gerceklesir.

Ikincil kemik iyilesmesi kirik bolgesi kiiciik bir alanda oldugunda gergeklesir ve hem
intramembrandz hem de endokondral kemiklesmeyle sekonder kemik olusumuna yol agar
(Sekil 2.3). Kurik iyilesmesi, iltihap yoluyla lokal doku hacminin arttig1 anabolik bir faz ile
baslar ve fibroz doku, kirik bélgesinde kok hiicrelerin kikirdak ve kemige farklilagmasi igin
gecici bir iskele gorevi goren bir hematom olusturur. Enflamatuar fazda, kemik
morfogenetik proteinleri (BMP) ve interlokin (IL) ailesinden IL-1p, IL-6, IL-17F ve IL-23
gibi ¢esitli biyolojik faktorlerin salimi gerceklesir. Bu sitokinetik faktorlere ek olarak, sus
veya hidrostatik basing gibi mekanik yilikler de kemik hasarlariin iyilesmesinde hayati bir
rol oynamaktadir. Daha sonra, kemik fraksiyonlar1 arasindaki boslugu kopriileyen iskelet ve
endotelyal hiicrelerin aktiviteleriyle yumusak kallus olusur ve yumusak kallus da daha sonra
sert kallusa doniigiir. Kondrosit farklilasmasi ilerledikce, kikirdagn hiicre dis1 matrisi
minerallesmeye baslar ve kirik onariminin anabolik fazi, kondrosit apoptozu ile son bulur.
Anabolik fazi, katabolik aktivitelerin baskin oldugu ve kallus dokularinin hacminde azalma
meydana getiren uzun bir faz takip eder. Kikirdak rezorbe edildiginde ikincil kemik olusumu
baslatilir ve ortaya ¢ikan kemik dokular kikirdagin yerini alirken birincil anjiyogenez devam
eder. Bu donemde kemik iligi alan1 yeniden kurularak hematopoetik doku ve kemigin orjinal

ilik yapis1 olusturulur [16, 17].
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Sekil 2.3. Femur kirig1 onarimi. Kirik iyilesmesinin ana metabolik fazlar1 mavi ¢ubuklar,
biyolojik agamalar ise kahverengi ¢ubuklar ile gosterilmistir. Kirik iyilesmesinin
birincil metabolik fazlar1 (anabolik ve katabolik), bu fazlar1 kapsayan {li¢ ana
biyolojik asama (enflamatuar, endokondral kemik olusumu ve birlestirilmis
yeniden bi¢cimlenme) baglaminda sunulmaktadir. Her asamada bulunan birincil
hiicre tipleri ve her asamada aktif olduklar1 zaman araligi gosterilmektedir.

Kisaltmalar: PMN, polimorfoniikleer 16kosit ([16]’dan degistirilerek).

2.2.1. Kemik iyilesme Siirecinde Ger¢eklesen Komplikasyonlar

Kemik hasarlarmin ¢ogu sorunsuz bir sekilde iyilesirken, kaynamama, yanlis kaynama ya
da ge¢ kemik olusumu gibi komplikasyonlar da ortaya c¢ikabilmektedir. Tibial saft
kiriklarinda kaynamamanin % 20'ye varan oranlarda oldugu bildirilmistir [18]. Uygun
kosullarda tedavisi gergeklesmeyen kemik kiriklarinda karsilasilabilen komplikasyonlar;
yaranin enfeksiyon kapmasi ve kirik bolgesine yakin olan deri ve kas gibi dokularda
kanamaya bagl olarak gerceklesen eklem sismesi olarak siralanabilmektedir. Ornegin,
femur gibi uzun bir kemik kirildiginda, yag embolisi ad1 verilen yag globiilleri akciger kilcal
damarlarinda birikir. Bunun sonucu olarak da solunum sikitisina yol acan ve tedavi

edilmezse 6liimciil olabilecek ciddi bir komplikasyon ortaya ¢ikabilmektedir.



Komplikasyonlarin sikligi, komplikasyon tipi ve kirik bolgesine bagli olarak degismekte ve
ayrica kirik iyilesmesi komplikasyonlar1 agriya ya da fonksiyonel bozukluga yol
acabilmektedir. Proksimal humerusunda kaynama gerceklesmeyen hastalarin, kaynamasi
basariyla tamamlanmis hastalara kiyasla giinliik yagam aktivitelerine (6rnegin, aligveris ve
ev igi) geri doniis siirelerinin daha uzun oldugunu bildirmislerdir [19]. Ek olarak, kirik
iyilesme komplikasyonu olan hastalarda siklikla komorbidite goriilmektedir. Ornegin
yapilan bir ¢aligmada, tibia bozuklugununun, diz ve ayak bilegi eklemleri yoluyla yiik
iletimini degistirerek hastalarda osteoartritini (kireclenme) arttirabilecegini gdsterilmistir
[20]. Yumusak bag dokusu hiicreleri tarafindan kemik boslugunun doldurulmasi, kemik
defektlerinin iyilesme siirecini engelleyen bir diger faktordiir. Bu durum, defekt iyilesme
stirecinde olusan bag dokusu migrasyonu ile kemik morfolojisini olumsuz yonde etkiler.
Ayrica, hasarli bolgeye tekrar bir operasyon uygulama gereksinimini de ortaya
cikarmaktadir [21]. Fonksiyonel, estetik bozukluklar ya da kemik defektlerinin fibroz doku
ile dolarak yeterli miktarda kemik rejenerasyonunun goriilememesi gibi sebeplerden dolay1

ideal greft materyallerine duyulan gereksinim giinden giine artmaktadir.

2.3. Kemik Hasarlan

Klinikte en sik karsilagilan problemlerden biri olan kemik hasarlarinin ¢cogu yiiksek kuvvet
veya stres nedeniyle meydana gelmektedir. Bununla birlikte kiriklar; kemikleri zayiflatan
osteoporoz, bazi kanserler veya cam kemik hastaligi gibi tibbi durumlarin bir sonucu olarak

da olusabilmektedir.

Viicudumuzda yiik tasiyan kemikler baslica ayak, kalca, el parmaklar1 ve omurgada
bulunmaktadir. Bu tip kemiklerin hasarinda yiiksek mukavemet saglayan magnezyum
alasimi gibi metal bazli implant malzemeleri kullanilirken, kafatas1 gibi yiik tasimayan
kemik hasarlarmin tedavisinde daha esnek malzemeler tercih edilebilmektedir. Bununla
birlikte, cerrahi islemler genellikle kirilganlik (graniillerin) ve ameliyat sirasinda implant
malzemesini sekillendirme ihtiyacindan dolayi karmagiktir. Kemik hasarlarinda kullanilan
implant malzemesinin hasar bdlgesinin seklini alabilecek yapida olmasi da cerrahi
operasyon siirecinde dikkat edilmesi gereken diger bir nokta olarak tanimlanabilmektedir.
Seramik malzemeler ve biyobozunur polimerler birlikte kompozit malzeme olarak
kullanildiginda, seramik iceriginden dolayr mekanik Ozellikleri yiiksek ve polimer
iceriginden dolayr da islenebilirligi kolay, hasar bolgesinin seklini alabilen esnek

malzemeler elde edilebilmektedir [22, 23].



Ozetle, biyomalzeme tasariminda malzemenin esnek yapida kolayca sekillendirilebilir ve
sikistirilabilir olmasi, geometrisi belli olmayan kemik hasarlarinda cerraha zaman
kazandirmaktadir. Bu sonuglara paralel olarak tez kapsaminda tiretimi gergeklestirilen
pamuksu formdaki nanofibroz greft malzemelerinin geometrisi diizgiin olmayan kemik

hasarlarinda avantaj saglayacagi diistiniilmektedir.

2.4. Kemik Greftleri

Kemik doku hasarlarinin tedavisinde endojenik mekanizmalar tercih edildigi gibi ¢esitli
biyomalzemelerden hazirlanan kemik yamalar1 (greftler) da kullanilmaktadir. Kemik
grefleri, kemik doku rekonstriiksiyonunda uyarici ve yer tutucu malzemeler olarak
tanimlanir. Kemik greftinin birgok formu mevcuttur, ancak bunlar otogreft, allogreft ve
kemik greft tiirevleri olmak tizere ii¢ ana baslik altinda toplanmaktadir [24]. Kemik greft
materyallerinde aranan baslica Ozellikler; antijenik olmama, kolayca sterillenebilme,
revaskiilarizasyonu destekleme, osteoindiiktif veya osteokondiiktif olma, hasarli bolgeye

destek saglama ve kolayca sekillendirilebilir olma seklinde siralanabilir.

2.4.1. Otogreftler

Ayni bireyde bir bolgeden alinip baska bir bolgeye implante edilen otogreftler, immiinolojik
reddi minimuma indirme, tam doku uyumu, osteokondiiktif ve osteoindiiktif 6zellikleri
basarili olarak sunabilmesi sayesinde kemik rejenerasyonunda altin standart olarak kabul
edilmektedir [25]. Ancak postoperatif donemde agri, dondr sahanin bulundugu yere gore
gelisebilen ¢esitli komplikasyonlar, ikinci bir cerrahi islem gerektiren saha olusturabilmesi
ve sinirlt miktarda elde edilmesi otogreftlerin dezavantajlaridir [26]. Aspire edilmis kemik
iligi, vaskiilarize kemik, non-vaskiilarize kortikal kemik ve kanselloz kemik otogreft olarak
kullanilmaktadir [1].

2.4.2. Allogreftler

Otogreft uygulamalarinin beraberinde getirdigi dezavantajlar klinik olarak farkl arayislara
yol agarak allogreft yaklagimimin ortaya ¢ikmasini saglamustir. Allogreft, dondr kemiginden
elde edilen, hem osteoindiiktif hem de osteokondiiktif 6zelliklere sahip ancak yasayabilir
hiicrelerin yoklugu nedeniyle osteojenik oOzellikler bakimindan eksik kadavra olarak
tanimlanmaktadir [27]. Kadavra kaynaklarindan elde edilen allogreft kemigin en biiyiik

avantaji, cesitli sekillerde ve boyutlarda hazir bulunabilmesi ve dondr alan morbiditesi
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icermemesidir. Ancak yine de, sterilizasyon yoluyla tamamen elimine edilemeyen ve biiyilik
bir sorun olan immiin yetmezlik viriisiic (HIV), hepatit B ve C gibi viral ve bakteriyel
hastaliklar1 tasimasiyla ilgili tartismalar hala devam etmektedir [24, 28, 29]. Kortikosel ve
kortikal greftler, minerali uzaklastirilmis kemik matrisi (DBM) ve siingerimsi ¢ipler

allogreftlere 6rnek olarak verilebilmektedir [28].

2.4.3. Zenogreftler

Bir tiirden bagka bir tiire gergeklesen doku nakli zenogreft (heterojen greft) olarak
tanimlanmaktadir. Bu greftlerin antijenitesi allogreftlere kiyasla daha fazladir. Biiyilik
rezeksiyonlara bagl olarak defekt bolgesinde kullanimi smirhidir. Zenojen greftlerin tek
baslarina osteogeneze katilmadigi ve kemik formasyonunun uyarilmasinda zayif etkiye
sahip olduklar1 belirtilmistir [30]. Ancak bazi arastirmacilara gére ise, zenogreftler sentetik
hidroksiapatitten daha karmasik bir yapida ve alloplastlardan daha biyouyumlu
olabilmektedir. Ayrica zenogreftlerin, gozeneklilik ve yiizey Ozellikleri bakimindan da
alloplastik malzemelerden daha iistiin ve sentetik hidroksiapatitten daha emilebilir oldugu
diistiniilmektedir [31].

2.4.4. Alloplastik Greftler

Insan ya da hayvan kaynakli olmayan, sentetik ve inert implant biyomalzemeler alloplast
olarak adlandirilmaktadir. Yukarida bahsedilen greft tiirlerinin dezavantajlarina bagli olarak
giinimiizde alloplastik greftlerle ilgili arastrmalar hiz kazanmistir. Biyomalzemeler;

metaller, seramikler, polimerler ve kompozitler olmak {izere 4 gruba ayrilmaktadir [30].

Tipik implant metalleri paslanmaz ¢elikler, kobalt bazli alagimlar ve titanyum bazli alagimlar
olmalarmna ragmen metallerin doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in iki biiyiik dezavantaji
vardir. Birincisi, biyolojik olarak pargalanamazlar ve ikincisi, islenebilirlikleri ¢ok smirlidir
[32, 33]. Bu nedenlerden dolayi, seramikler, polimerler ya da bunlardan olusan kompozit

malzemeler bilimsel ve tibbi agidan alternatif sunabilmektedir.

2.4.4.1. Seramik Temelli Kemik Greftleri

Greft malzemesi olarak kullanilan seramiklere 6rnek olarak kalsiyum siilfat, biyoaktif cam
ve kalsiyum fosfat bilesenleri verilebilmekte ve bu malzemeler tek basina oldugu gibi
birlikte de kullanilabilmektedir [28].
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Kalsiyum siilfat seramiklerinin bosluklarda osteokondiiktif bir dolgu maddesi oldugu,
vaskiilerizasyona olanak sagladigi ve fizyolojik kemik iyilesmesini hizlandirarak tamamen
emilebilecegi belirtilmistir [34]. Emilimi 6-8 hafta arasinda degiskenlik gostermekte ve hizli
emilim sonucu inflamasyonun arttigini belirten ¢alismalar bulunmasina ragmen kullanim

uygunluguna dair tartismalar hala devam etmektedir [28, 34].

Biyoaktif cam fosfat, sodyum ve kalsiyum tuzlar1 gibi molekiillerden olusmaktadir.
Biyoaktif camlarin gozenekli olmamasi vaskiiler yapilarin malzeme icerisine dogrudan
penetre olmasini engellemektedir. Fakat bu malzemeler ¢evre bag dokusu igerisinde yer alan

kolajene etkin bir yapisma gosterebilmektedir. [7].

Kalsiyum fosfat seramikleri, seramik greftler arasinda en sik tercih edilen ve bir sivi1 ile
karistirildiginda kemik defektlerine uyacak sekilde ameliyat sirasinda sekillendirilebilen
macunu olusturarak 20 dakika i¢inde sertlesebilen, beyaz bir tozdur. Kemik fosfat
seramikleri, hidroksiapatit (HAp) ve trikalsiyum fosfat (TCP) gibi bilesenlerden
olusmaktadir. Ornegin nanokristalin HAp’1 olusturan sertlestirme reaksiyonu izotermiktir ve
fizyolojik pH'da meydana gelir, bu nedenle reaksiyon sirasinda doku hasar1 meydana
gelmez. Ayrica, nanokristal HAp yapis1 osteokondiiktif 6zelliktedir ve zamanla emilerek
yeni kemikle yer degistirmeyi saglamaktadir. HAp [Cai0(POas)s(OH)2], TCP’nin kristal
formudur ve dislerin ve kemigin temel mineral bilesenidir. HAp ve TCP’nin mukavemetinin
konsantrasyon degerlerine bagli olarak 10 ila 60 MPa arasinda degistigi ve bu degerin de
kortikal kemik kompresyon mukavemetinden (150-200 MPa) ¢ok daha kiigiik oldugu
bildirilmistir. Bu durumun, seramik bazli biyomateryallerin kullanimini smirlandiran

etmenlerden biri oldugu diistiniilmektedir [34].

Literatiirde, bircok seramik doku iskelesi bulunmasma ragmen, bu yapidaki sert biyoaktif
seramiklerin klinikte kullanimi, kirilganlik, sikistirilamama ve kolayca sekillendirilememe
gibi 6zellikleri nedeniyle kisithidir. Dolayisiyla bu malzemelere alternatif, ana matris gorevi
goren biyobozunur polimerler tek baslarina ya da kalsiyum fosfat seramikleriyle kompozit

halinde kullanilmaya baslanmistir [35].

2.4.4.2. Polimer Temelli Biyobozunur Kemik Greftleri
Polimerler, kolay islenebilirlik ve kontrol edilebilir 6zellikleri sayesinde biyomalzeme

olarak kullanilmaktadir. Polimerik biyomalzemelerin biyobozunurlugu, hidrolitik veya
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enzimatik yolla gerceklesmektedir. Polimerler, kaynagina gore dogal ve sentetik olmak
tizere ikiye ayrilir. Enzimatik yollarla bozunan dogal polimerler, yiiksek biyoaktivite,
reseptdr baglayan ligandlar1 hiicrelere sunma ve hiicre tarafindan tetiklenen proteolitik
bozunmaya yatkinlik gibi ¢esitli avantajlara sahip oldugu gibi immiinojenik tepki,
saflastirilmas1 sirasindaki karmasik siiregler ve enfeksiyon olasiligi gibi dezavantajlara da
sahiptir [36]. Literatiirde siklikla karsilasilan dogal polimerlere 6rnek olarak kolajen, kitosan
ve ipek verilebilir. Diger taraftan, hidrolitik yollarla bozunan sentetik polimerler genel olarak
biyolojik olarak inerttir ve ayrica dogal polimerlerin dezavantajlarini elimine ederek 6zel

uygulamalar i¢in kullanilabilmektedir.

Poliesterler, hidrolitik olarak kararsiz alifatik ester baglari olan termoplastik polimer grubu
olarak tanimlanmaktadir. Esterifikasyon islemi kimyasal olarak tersinir bir reaksiyon
oldugundan teorik olarak biitiin poliesterlerin parcalanabilir oldugu diistiniilmektedir.
Ancak, sadece uygun kisalikta alifatik zincirlere sahip olan poliesterler, biyomedikal
uygulamalarda gereken siirede bozunabilmektedir. Ornegin, poliglikolid (PGA) 1-2 ayda
dayanikliligin1 kaybetmekte ve 6-12 ay iginde tamamen bozunabilmektedir [36]. Poliester
smift iginde yer alan poli(laktik asit) (PLA) ve poli(laktik-ko-glikolik-asit) PLGA gibi
biyobozunur polimerler tek basina ya da otogref ve allogreftlerin katki maddesi olarak

kullanilmistir [34].

PLA’nin monomer yapisini olusturan laktik asit (2-hidroksipropanoik asit) kiral optik bir
molekiil olup L (+) ve D (-) olmak fiizere 1sikta farkli absorbans veren iki aktif izomere
sahiptir [37]. Laktik asit hayvanlar, bitkiler ve dogadaki organizmalar tarafindan iiretildigi
gibi asetaldehit, etanol veya komiir tiirevli kimyasallardan (6rnegin asetilen) da temin
edilebilmektedir. Poli (L-laktik asit) (PLLA) % 37 kristaliniteye sahip bir polimer olup
kristalinite degeri molekiil agirligi ve polimer isleme kosullarma goére degismektedir.
PLLA’nin camsi gegis sicakligi 60°-65°C arasindadir, erime sicakligi ise yaklasik 175°C'dir
[36]. PLLA, iyi kopma mukavemeti, diisiikk uzama ve yaklasik 4.8 GPa gibi yiiksek elastik
modiile sahiptir ve dolayisiyla ortopedik islemlerde yiik tagima uygulamalari igin ideal bir
biyomalzeme olarak kabul edilmistir [36]. Sekil 2.4’de PLA’nin kimyasal yapisi yer

almaktadir.
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Sekil 2.4. PLA’nin kimyasal yapisi.

Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) onayli poli(laktik asit), hidrolitik bozunma sonucu
insan metabolik yan {iriinii olan laktik aside doniisiir ve daha sonra sitrik asit dongiisiiyle su
ve karbondioksite ayrisarak viicuttan uzaklastirilir [38, 39]. Ancak, PLA'"nin hidrofobik
yapist nedeniyle degradasyon hizi cok diisiiktiir ve yiiksek molekiil agirlikligina sahip
PLA'nin in vivo ¢alismalarda rezorpsiyon siiresinin 2 ile 6 yil arasinda oldugu bildirilmistir
[36]. Bu nedenle, daha hizli biyobozunurluga ve daha yiiksek biyolojik aktiviteye sahip
malzemeler iiretebilmek i¢in kompozit yapilar gelistirilmistir. Kemik ECM’sinin organik
kismin1 taklit etmek amaciyla dogal veya sentetik polimerler kullanilirken, kemigin
inorganik kismi i¢in ise genellikle yiiksek kristaliniteye sahip HAp ve TCP yapilar1 tercih
edilmistir [35]. Ornegin yapilan bir calismada, HAp iceren PLLA nanofiber matrisleri tavsan
sternal kemik hasarinin oldugu bdlgeye implante edilmis ve kemik iyilesmesinin kontrol
grubuna gore kompozit malzeme tizerinde 1 hafta daha erken gerceklestigi goriilmiistiir [40].
Bir bagka ¢alismada ise PLLA-TCP kompozit matrisler {iretilmis ve insan yag kokenli kok
hiicrelerin bu matrisler iizerindeki osteojenik farklilasmasinin, TCP icermeyen gruplara gore
cok daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir [41]. Tim bu ¢aligmalar, proje kapsaminda
belirlenen polimerin ve seramik malzemenin kemik rejenerasyonunda basarili bir sekilde

kullanilabilecegini gostermektedir.

2.5. Seramik Temelli Greft Uretim Yontemleri

Kemik dokusunda bulunan mineral faza, kimyasal ve biyolojik olarak benzerligiyle ortopedi
ve dis hekimligi uygulamalarinda en ¢ok tercih edilen implant malzemesi HAp’tir [35].
Cizelge 2.1’de HAp firetim yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 listelenmis ve tez
kapsamida HAp nanopartikiillerin iiretiminde biyomimetik ¢oktiirme yontemi kullanilmasi

sebebiyle bu yontem detaylandirilmistir.
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Cizelge 2.1. Hidroksiapatit tiretim yontemleri [35, 42].

Uretim Yontemi

Avantajlan

Dezavantajlan

e Mikroyapinin ve
homojenitenin ¢ok iyi kontrol
edilebilmesi

e Farkli sekillerde malzeme

e Hammaddelerin yiliksek
maliyeti

e (oziicli uzaklastirma
esnasinda malzeme

Sol - jel iiretimine olanak saglamasi deformasyonu
e Kristalizasyona bagli olarak e Cok sayida islem basamag:
diisiik maliyet ve yliksek saflik icermesi
. e Organik coziiciilere ihtiyag e Partikiillerin biiyiik boyut ve
Ik;glftliﬁ.ﬁ:al duyulmadan yiiksek miktarlarda  boy dagilimda olmasi1 ve

ve diisiik maliyetle {iretim

topaklanmasi (aglomerasyon)

e Hidrotermal sicakligin ve

e Elde edilen son tirinin

Hidrotermal sentez  basincin arttirilmasiyla ¢okeltinin

genellikle aglomere olmasi
Ca/P oranmin degistirilebilmesi

e Reaktor olarak karigtirmali
tanklarin kullanimi yeterli
oldugu i¢in 6zel bir ekipmana
ithtiya¢ duyulmamasi

e Emiilsiyon damlaciklarinin
kararli olmamasi ve sicaklik,
yiizey aktif hammadde tiirli ve
pH'ya gore degisebilmesi

e Topaklagsma

Coklu emiilsiyon

e Reaksiyonun oda sicakligina
yakin diisiik sicakliklarda
gerceklesmesi

Biyomimetik ¢oktiirme yontemiyle, insan kan plazmasindaki iyonlarin bilesimine esdeger
sentetik viicut sivist (SBF) ¢ozeltisinin kendiliginden g¢ekirdeklenmesiyle gesitli iyonlar1
yapisinda bulunduran biyoaktif, kemik-benzeri HAp iiretilebilmektedir. Diger yontemlere
kiyasla kolay ve hizli olma, 6zel ekipman ya da yiiksek isleme sicaklikligina gerek kalmama
gibi avantajlara sahiptir [43]. Yapay viicut sivis1 ilk olarak tuz ¢6zeltilerinin insan plazmasi
ya da hiicre dis1 sivismi taklit etmesiyle baslamis, daha sonra SBF ile yiiksek sicakliklara ve
herhangi bir kimyasal ajana ihtiya¢ duyulmadan biyomimetik HAp tiretiminin miimkiin
oldugu anlasilmistir. Ancak biyomalzeme yiizeyine SBF’den HAp ¢oktiirme siirecinin
haftalar siirebildigi goriilmiis ve bu dezavantaji onlemek amaciyla da amorf yapida
karbonatli HAp, 10 kat deristirilmis SBF ¢ozeltisinden bir mikrodalga sentez cihazi
vasttasiyla biyomalzemeler iizerine dakikalar mertebesinde ¢oktiiriilebilecegi sistemler

gelistirilmistir [42, 44].

2.6. Polimer Temelli Greft Uretim Yontemleri
Kemik doku bir

proliferasyonunu ve farklilagsmasini destekleyecek uygun fiziksel, kimyasal ve morfolojik

rejenerasyonunda  kullanilabilecek ideal doku iskelesi hiicre
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ozelliklere sahip olmalidir. Ornegin ideal bir kemik doku iskelesi, kemik rejenerasyonunda
gorev alan osteoblastlar1 ve osteoprogenitor hiicreleri yapisinda barmdirmaya elverisli
oranda goézenekli (% 90) olmalidir. Birbiriyle baglantili gozenekler, besinlerin ve
metabolitlerin hiicre/iskele yapilarindan diflize olmasi i¢in tercih edilmektedir. Ayrica,
malzeme yeni kemik dokusunun olusumuna ortam saglayacak sekilde yeterli mekanik
kararliliga ve kemik hiicrelerinin yapisabilmesi i¢in de uygun yiizey kimyasmna sahip
olmalidir [45]. Bu amagla geleneksel ve hizli prototipleme olmak iizere gesitli fabrikasyon
yontemleri gelistirilmis ve asagidaki basliklarda geleneksel yontemler aciklanarak tez

kapsaminda tercih edilen elektroegirme yontemi detaylandirilmastir.

2.6.1. Coziicii-Dokiimii/Parcacik-Uzaklastirma Yontemi

Bu yontemde, polimer uygun bir organik ¢oziiclide ¢oziinlir. Ardindan, hazirlanan ¢6zelti
icerisine bu cozeltide ¢oziinmeyecek sodyum kloriir, sodyum sitrat gibi tuz parcaciklari
eklenir ve elde edilen son karisim bir kaliba dokiiliir. Coziicii, buharlastirma veya
liyofilizasyon yoluyla uzaklastirildiktan sonra tuz pargaciklar: gézenekli bir yap1 elde etmek

icin yikanarak uzaklastirilir (Sekil 2.5).

AR o (
%/ Tuz parcaciklan Kw

Karistirma Coziici ] Tuz
R ) harl 0000600000, Ozitl
CO00000000, Buharlagtirma TR, zitleme
Gy BB (leaching)

Polimer ¢ozeltisi

icindeki tuzlar
Sekil 2.5. Coziicii-dokiim/partikiil-uzaklastirma tekniginin sematik gosterimi ([46] dan

Polimer ¢ozeltisi

degistirilerek).

Coziicii-dokiim/partikiil-uzaklastirma tekniginin basit olma ve tuz/polimer oranini
degistirerek gozenek biiyilikliigiiniin ve gozenekliligin ayarlanabilmesine imkan vermesi
bakimindan avantaj saglarken, porojen ve toksik organik ¢oziiciilerin istenen diizeyde
uzaklastirilamamasi ve elde edilen yapmin mekanik 6zelliklerinin diisiik olmasi bu teknigin

kullanimini smirlandirmaktadir [42, 47].
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2.6.2. Eriyik Kaliplama

Eriyik kaliplama, gozenekli yapida seramik ve metallerin hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanildig1 gibi polimerik malzemeler i¢in de uygulanabilmektedir. Porojen bilesikler ve
toz haline getirilmis polimerler ile doldurulan kaliplar, polimerin camsi gegis sicakliginin
izerinde bir sicaklikta ve basing altinda 1sitilarak hammaddelerin kalip seklinde bir iskele
olusturmasini saglanmaktadir. Coziicii-dokiim tekniginde oldugu gibi kaliptan ¢ikarilan

doku iskelesindeki porojen, su veya organik ¢oziicii yardimiyla uzaklastirilir (Sekil 2.6) [46].

T>Tg

% Porojen
* Polimer

——

Kompresyon Porojenin
ozitlenmesi

Sekil 2.6. Eriyik kaliplama yonteminin sematik gosterimi ([46]’dan degistirilerek).

Bu yontemde doku iskelesi olusturmak i¢in organik ¢dziicliye gerek yoktur ve kalip segimine
bagl olarak ¢esitli sekil ve biiyiikliikte yapilarin olusumu saglanabilmektedir. Bununla
birlikte, amorf olmayan polimerlerler i¢in yiiksek islem sicaklig1 ve porojeni ayirma zorlugu
eriyik kaliplama tekniginin dezavantajlari i¢cinde yer almaktadir [42, 46]. Bu yontem, HAp
ve politiretanin birlikte kullanimina izin verdigi i¢in kemik doku iskelelerin hazirlanmasinda

tercih edilmistir [48].

2.6.3. Dondurarak Kurutma

Dondurarak kurutma yontemi ile % 90’dan daha yiiksek oranda gozeneklilikte ve gdzenek
boyut dagilimi 2 ve 200 um arasinda degisen yapilar iiretilebilmektedir [49]. Bu yontemde,
iki karismaz fazin (polimer ¢ozeltisi ve su) homojenlestirilmesi ile bir emiilsiyon elde edilir.
Bu homojen emiilsiyonun dondurulmasiyla (6rnegin sivi azotta —196°C’de) buz kristalleri
olusturulur ve daha sonra buz kristalleri liyofilizasyon iglemiyle kurutularak gézenekli bir

doku iskelesi elde edilmektedir.
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Sekil 2.7. Dondurarak kurutma yonteminin sematik gosterimi ([46] dan degistirilerek).

Elde edilen nihai yapida makro ve mikro olmak {izere iki tip gozenek goriilebilmektedir.
Mikro boyuttaki goézenekler sulu c¢oziiciiniin ¢ikarilmasiyla olusturulurken, makro
gozenekler homojenlestirme sirasinda mikro gozeneklerin birlesmesiyle olusur [50]. Bu
yontemin avantajlari, ¢ziicii kullaniminin azaltilmasi ve porojen maddelerin uzaklastirilma
siiresinin kisaltilmasi olarak siralanabilir. Bu yontemin dezavantaji ise lretilen yapimnin
genellikle list kisminda cilt katmani (skin layer) denen gézeneksiz boliimiin olusmasidir. Bu

sebeple doku iskelesinin tist kismi ince jilet vb. ekipmanla uzaklastirilarak kullanilmaktadir.

2.6.4. Elektroegirme

[Ik olarak 1902'de Cooley ve Morton tarafindan patenti alinan elektroegirme tekniginin
ticarilesmesine yonelik adimlar 1934-1944 yillar1 arasinda Formhals tarafindan atilmistir
[51]. Bu yontemde sivi1 bir ¢ozelti (¢oziictide ¢oziilmiis ya da eritilmis polimer), kuvvetli bir
elektriksel alana maruz birakildiginda ¢ozeltinin molekiilleri art1 ve eksi yiik ile yiliklenerek
miknatisin zit kutuplari gibi birbirini ¢ekmeye ¢alisir. Bu ¢ekme kuvveti, siringa ucundan
¢ikan fiber jetin uzayarak incelmesini ve toplayici tizerinde kesintisiz ipliksi fiberler elde
edilmesini saglamaktadir. Elektroegirme teknigini etkileyen parametreler, uygulanan voltaj,
sicaklik, ¢Ozelti derisimi, toplayici tasarimi ve dis etkenler olarak siralanabilir. Bu
parametrelerin optimize edilmesiyle farkli sekillerde fiberlerin elde edildigi tasarimlar

yapilabilmektedir.

Literatiirde cesitli polimerlerin uygun ¢oziicii ile ¢oziilerek elektroegirme yontemiyle fiber
olarak dretildigi ve bu fiberlerin farkli uygulamalarda kullanildigr birgok c¢alisma

bulunmaktadir [52, 53]. Ancak, kompozit malzemeler diger mithendislik iiriinii monolitik
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malzemelerle elde edilemeyen, yiikksek modiil ve mukavemet gibi iistiin yapisal 6zellikleri
saglayabilmeleri agisindan avantajli konumda bulunmaktadirlar [54]. Ornegin bir calismada,
Naylon-4,6 nanofiber dokunmamis membranlar ve epoksi matris kullanarak nanokompozit
tretilmis ve lif icerigi diisiik olmasma ragmen, kompozit yapinin hem sertliginin hem de
mukavemetinin, ayni igerikle olusturulmus film yapili malzemeden 6nemli 6l¢iide daha

yiiksek oldugu rapor edilmistir [55].

Elektroegirme teknigi, ¢esitli amaclar icin dogal ve sentetik polimerleri fonksiyonellestirme
kolaylig1 ve genis yiizey alani/hacim orani ve Ustiin mekanik 6zelliklere sahip nanometre
kalinhiginda fiber yapilarin iiretilmesini saglamaktadir. Siirecin basitligi ile birlikte biiyiik
Olcekli yapilarim elde edilmesine imkan vermesi, bu teknigin ¢ok islevli membran,
mikrometreden kiigiik partikiillerin ayrilmasi i¢in filtre, nanoelektronik makineler icin
kompozit takviye yapilarin {retimi gibi endiistriyel uygulamalarda Kkullanimini
arttirmaktadir. Ayrica bu Ozellikler elektroegirme yontemini, ilag salimi ve doku

mithendisligi gibi biyomedikal uygulamalar i¢in de ¢ekici hale getirmektedir [56-58].

Gunlik hayatta uygulamalar
- llag saliminda tasiyici
- Hemostatik cihazlar

Doku miihendisligi
- Cilticin gdozenekli membran

et emome | L Yers ot " amarn e sorataa
- Cilt temizleme
- Cilt tedavisi - Kemik ve kikirdak doku

rejenerasyonunda tig-boyutlu doku
iskelesi

Askeri koruma giysisi
- Havaya karsi minimum

empedans

: Filtreleme
- Aerosol pargaciklanini etkili P0||mer - Swi filtresi
bir sekilde tutma nanofiberler - Gaz filtresi

- Antibiyokimyasal gazlara
dayanikhhk

- Molekiil filtrasyonu

Nanosensoérler Diger endiistrivel uygulamalar
- Termal sensor - Mikro/nano él¢ekte elektronik
- Piezoelektrik sensor cihazlar
- Biyokimyasal sensor - LCD cihazlan
- Floresans optik kimyasal - Fotovoltaik cihazlar
sensar

Sekil 2.8. Polimer tabanli nanofiberlerin kullanim alanlar1 ([54]’ten degistirilerek).
Nano 6l¢ekteki dokularin mimarisini taklit edebilen iskeleler gelistirmek, doku mithendisligi

alanindaki en biiyiik zorluklardan biridir. ECM benzeri olarak kullanilacak nanofibroz

iskeleleri tiretmek i¢in kullanilan elektroegirme islemi, dogal ECM'nin lifli yapilarmna benzer
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lifler tiretebilme kabiliyeti nedeniyle faz ayirma ve kendiliginden yonlenme (self-assembly)

yontemlerine kiyasla daha 6n plana ¢ikmaktadir.

2.6.4.1. iki Boyutlu (2B) Uretim

Bir elektroegirme sistemi temel olarak, topraklanmis bir toplayict ve polimer ¢ozeltisi ile
doldurulmus pozitif yiiklii bir igne arasinda elektriksel alan olusturan yiiksek voltajli bir gii¢
kaynagindan olusmaktadir. Ilk basta, polimer ¢dzeltisi yiizey gerilimi kuvvetlerinden dolay:
kiiresel bir formda bulunur. Ardindan, uygulanan potansiyel fark ile elektrostatik kuvvetler
ylizey gerilimi kuvvetlerine esitlenirek kiiresel formdaki polimer damlasi koni bi¢imini
(Taylor Konisi) alir. Koni ucundan bir jet figkirir ve bu jet, tizerindeki yiikler nedeniyle, bir
noktadan sonra kararliligin1 kaybederek donme hareketi yapmaya basglar. Bu jet, toplayiciya
ulasana kadar incelir ve ¢ap1 nano boyuta ulasir. Polimeri ¢6zmek i¢in kullanilan ¢6ziicii
sivinin, siringa ucu ve toplayict arasindaki yol boyunca buharlagsmasiyla da kuru fiberler

olusur (Sekil 2.9) [35].

Polimer ¢ozeltisi

niAejdoy

Siringa pompasi

+
Voltaj kaynaé}
J —

Sekil 2.9. Klasik elektroegirme yonteminin sematik gosterimi.

Iki boyutlu elektroegirme ydntemiyle, yiiksek gdzeneklilige sahip malzemeler
tiretilebilmekte, ancak iiretilen matrisin gézenek ¢aplari kii¢iik olmakta ve daha da 6nemlisi
sadece belirli kalinliga sahip 2-boyutlu malzemeler elde edilmektedir. Ayrica iretilen
malzemeler, siki istiflenmeye bagli olarak esnek degildir ve sekillendirilmesi zordur [2]. Bu
durumu gidermek amaciyla c¢esitli arastirmacilar tarafindan 3-boyutlu elektroegirme

teknikleri kullanilmaya baslanmistir.
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2.6.4.2. U¢ Boyutlu (3B) Uretim

Iki boyutlu yapilardaki, boyuta ve esneklige bagli dezavantajlarmin ¢ziimii olarak fiberleri
dogrudan slak olarak egirme ve 3B elektriksel alan olusturabilen geometrilerle egirme gibi
cesitli teknikler gelistirilmistir (Sekil 2.10). Islak elektroegirme yonteminde klasik
yontemden farkli olarak kati, metal toplayici yerine metanol vb. sivilarla doldurulmus banyo
sistemi kullanilmaktadir. Bu yontemde toplayici olarak yiizey gerilimi yiiksek olan su gibi
swvilar kullanilir ve fiberlerin batmamasina bagli olarak yogun fibroz malzemeler elde
edilmektedir. Bu nedenle uygun toplayicit se¢imine dikkat edilerek, islemin etkinligi

arttirilmalidir [59].

Bir bagka yaklasim olan toplayici tasarimini degistirmek de geleneksel elektroegirme
yontemiyle 3B yapilarin elde edilmesini miimkiin kilmaktadir. Toplayicilizerinde elektriksel
iletkenlikten etkilenmeyen bdolgeler olusturularak cesitli geometrilerde iskeleler
iiretilebilmektedir. Ornegin, bir ¢aliymada metal civilerin yalitkan bir plastik {izerine belirli
bir diizende hizalanmasiyla olusturulan toplayici tizerinde, 3B elektriksel alanda pamuksu
formda poli(kaprolakton) (PCL) nanofiberler toplanmis ve bu yapilarin birgok doku
miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilecegi gosterilmistir [4]. Ilave islem
gerektirmemesi ve 1slak elektroegirme yonteminde oldugu gibi herhangi bir ajan
kullanilmasina gerek kalmamasi, bu yontemin tercih edilme sikligini arttirmaktadir. Bu
avantajlara ve hiicre davranisinda 3B ¢evrenin 6nemine bagli olarak tez kapsaminda, greft
malzemesinin {iretimi i¢in uygun toplayici tasarimiyla 3B elektroegirme yontemi tercih

edilmistir.

]

Siringa pompasi

3B toplayici

 =moo

B \
Sivi

toplayici <

Sekil 2.10. U¢ boyutlu elektroegirme ydntemleri a) 1slak elektroegirme, b) toplayict
modifikasyonu ([4, 60]’tan degistirilerek).
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2.6.4.3. Elektroegirme ile Uretilen Malzemelerin Greft Olarak Uygulamalan

Fiber yapilar cilt, sinir, kikirdak, tendon ve kemik doku miithendisligi uygulamalarinda doku
iskelesi/greft malzemesi olarak siklikla tercih edilmektedir. Nanofiber iskeleler yiiksek
yiizey alaniyla oksijen gegirgenligine izin vererek yara bolgesinde sivi birikimini 6nlemekte

ve bu da nanofiber yapilari yara sargisi olarak ideal malzeme haline getirmektedir [61, 62].

Osteoprogenitdr/kok hiicrelerin islevi i¢cin uygun matris iiretimi, dogal kemik ECM'sinin
bilesiminin, morfolojik &zelliklerinin ve mekanik fonksiyonunun taklit edilmesiyle
saglanabilmektedir. Bununla birlikte, kemik ECM'sinin biiyiik bir kismi, kemik rejenerasyon
isleminin mineralizasyon asamasinda gerekli olan kalsiyum fosfat minerallerini
icermektedir. Biyomalzeme i¢indeki inorganik bilesenlerin varligi genellikle kalsiyum fosfat
minerallesmesini ve ardindan osteojenik farklilagsma siirecini desteklemektedir. Bu nedenle,
son galigmalar, polimerik nanofiberlerin iginde hem kemige 6zgii biyoaktivite hem de
mekanik oOzellikler elde etmeyi amaglayan bir dizi inorganik fazin uygulanmasina
odaklanmustir. /n vivo yapilan bir calismada PLA ¢ozeltisi igine amorf kalsiyum fosfat
(ACP) ve HAp katilarak elektroegirme yontemiyle doku iskeleleri tiretilmis ve daha sonra
bu iskeleler Yeni Zelanda tavsanlarmin femurlarma implante edilmistir. implantasyonun
ardindan histolojilik analizlerle mineralizasyonun arttig1 ve kemik olusumunun hizlandigi

sonucuna varilmistir [63].

Poli (laktit-ko-glikolid) ve kalsiyum fosfat nanopartikiillerini (PLGA/CaP 60:40) igeren
malzemeler ile giimiis katkili CaP nanopartikiillerini (PLGA/Ag-CaP 60:40) igeren cam
pamugu benzeri esnek nanokompozitler, koyunlarin sag/sol humerus ve femurundaki distal
epifiz ve proksimal metafizine implante edilerek 8 hafta boyunca izlenmistir. Histolojik
boyamalarla malzemelerin kemik rejenerasyonunu destekledigi ayrica esnek yapilari
sayesinde defekt bolgesinin seklini kolaylikla alabildigi goriilmistiir (Sekil 2.11). Kolay
uygulanabilir cam pamugu benzeri malzemelerin yiik tasimayan karmasik sekilli kemik

kusurlar1 i¢in 6nerilebilecegi vurgulanmustir [64].
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Sekil 2.11. a) Beyaz Isvigreli Alp koyunlarinda defekt alanmin esnek greft malzemeleriyle
tedavisindeki cerrahi prosediir, b) implantasyon sonrasi gorintii ([64]ten

degistirilerek).

Tiim bu ¢alismalar, elektroegirme ile liretilen greft malzemelerinin kemik rejenerasyonunda

basarili bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

2.7. Yiizey Modifikasyon Yontemleri

Hiicresel yapisma ve c¢ogalma biyomalzemenin topografisiyle iliskilendirilmektedir.
Biyobozunur ve iyi bir mekanik mukavemete sahip PLA, PCL ve PLGA doku miithendisligi
uygulamalarinda basarili sonuglar veren ancak hidrofobik yapilari nedeniyle proteinlerin
buna bagli olarak da hiicrelerin doku iskelelerine rahatga tutunup ¢ogalmasini kisitlayan
polimerlerdir. Bu nedenle, yiizey fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin kontrol edilebilmesi,
hiicre davranisini (yapisma, ¢ogalma ve farklilasma) etkilemekte, biiyiime faktorlerinin
immobilizasyonuna ve serbest kalmasina yardimci olmaktadir [65]. Biyomimetik 6zellikte
malzeme elde etmek i¢cin uygulanan cesitli yiizey modifikasyon yontemlerinin, yiizey
hidrofilisitesini arttirdigi, malzemelerin biyouyumluluk o6zelliklerini gelistirdigi, viicut

onarmmini ve rejeneratif gelismeyi uyardigi bilinmektedir [66].

Tiim bu 6zellikler bakimindan, biyoaktif molekiillerle yiizeyi modifiye edilmis sentetik
nanofiberler, gelismis biyolojik ve terapdtik uygulamalar i¢in kullanilmaktadir. Ciinkii
sentetik polimerler dogal polimerlere kiyasla, elektroegirme yontemi ile daha kolay
islenebilmekte ve nanofibroz morfoloji de daha iyi kontrol edilebilmektedir. Sentetik
polimer bazli nanofiberlerin doku miithendisligi ve ila¢ salimi uygulamalarinda tercih edilen

cesitli ylizey modifikasyon yontemleri Sekil 2.12°de sunulmustur. Modifikasyon iglemi
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elektroegirme ile fiber olusturulmadan once ¢ozelti igine ¢esitli biyolojik ve terapotik
ajanlarin eklenmesiyle (ikili elektroegirme) gergeklestirilebilecegi gibi plazma islemi,
hidroliz gibi diger yontemlerle de fiber olusumundan sonra gergeklestirilebilmektedir [5].
Asagida verilen basliklarda fiberler iizerinde gergeklestirilen bu modifikasyon yontemleri

detaylandirilmigtir.
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Sekil 2.12. Nanofiber modifikasyonunda kullanilan yontemler A) Plazma islemi veya 1slak
kimya yontemi B) Yiizey ast polimerizasyonu C) Eszamanli elektroegirme

([5]ten degistirilerek).

2.7.1. Plazma Islemi
Plazma islemi, gaz akis hizi, gii¢, basing ve siire gibi parametrelerin ayarlanmasina olanak
verme gibi avantajlar sebebiyle siklikla tercih edilen ve ayni zamanda polimerik malzeme

yiizeyinde istenen islevsellikleri ortaya cikararak hidrofilik 6zelliklerin iyilestirilmesini
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saglayan bir yontemdir [67, 68]. Bu islemde, yiik bosalimi (glow discharge) plazmasinin
olusturulmasmi saglamak i¢in diisiik basingta argon, amonyak veya oksijen gibi gazlar
kullanilir. Gazin uyarilmasi, elektriksel desarj, 1s1, radyo frekansi enerjisi, mikrodalgalar
veya alternatif/dogru akim gibi bir enerji kaynagi kullanilarak elde edilir. Bu, gazin serbest
radikaller, iyonlar, protonlar, elektronlar, gaz atomlar1 ve farkli enerjilere sahip molekiiller
halinde iyonlagsmasma yol acar. Yiiksek enerjinin biyomalzeme yiizeyine bombardimani,
plazmadan substrata enerji transferine yol agar ve substratin yiizeyinde bir dizi kimyasal ve
fiziksel degisime neden olur [69]. Oksijen, amonyak, hava, kiikiirt dioksit (SOz), karbon
dioksit (CO2) vb. kullanilarak yapilan tipik plazma islemleriyle ylizeyde hidroksil, karboksil,
amin veya siilfat gruplar1 olusmaktadir [70-72]. Bir ¢alismada, PCL ve HAp kullanilarak
dretilen nanofibroz malzemenin oksijen kullanilarak gerceklestirilen plazma islemi
sonucunda hiicre proliferasyonunu arttirdigr goriilmistiir [73]. Bir baska ¢alismada ise
elektroegirme yontemiyle iiretilmis PCL nanofiber yiizeyi argon plazmasi ile modifiye
edilmis ve yumurta kabugu membran proteini (SEP) ylizeye immobilize edilmistir. Su temas
acis1 Olglimleriyle hidrofilisitenin arttigi, insan derisi fibroblast (HDFs) hiicreleriyle de

malzemelerin hiicre yapismasi ve ¢ogalmasini destekledigi sonucuna varilmistir [74].

Bu yontem polimer yiizeylerde spesifik gruplarin indiiklenmesini sagladigindan 6zellikle

hiicrelerin malzemeye olan afinitesini desteklemek i¢in yararh olabilmektedir [69].

2.7.2. Yiizey As1 Polimerizasyonu

Yiiksek enerji gerektiren modifikasyon yontemleri, polimer zincirlerini kiran ve dolayisiyla
molekiil agirligmi etkileyen yontemlerdir. Polimerlerde hizlandirilmis bozunmaya bagli
olarak da mekanik mukavemet gibi dogal o6zellikler kaybedilebilmektedir. Bu nedenle,
polimerin dogal 6zelliklerini korurken yiizey 6zelliklerinde degisikliklere imkan veren
yontemler arastirilarak polimer ylizeylerin asilama yoluyla modifikasyonu gelistirilmistir
[69]. Kimyasal olarak inert ylizeyler {izerine baslaticilarin (radikaller veya peroksit gruplari)
uygulanmasi argon plazmasi, ozon oksidasyonu, X-ray, elektron 1sm1 ve lazer ile

gergeklestirilebilmektedir [5].

Ornegin, poliiiretan (PU) fiberler ilk olarak yiizey oksit ve peroksit gruplari iireten argon
plazma ile muamele edilmis ve PU fiberler UV 1simasiyla bir 4-vinilpiridin monomer
¢ozeltisine daldirildiginda, poli (4-vinilpiridin) asili PU fiberler basarili bir sekilde elde

edilmigtir. Asilanmig piridin gruplarinin heksilbromiir ile kuaternizasyonu sayesinde
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yiizeyde modifiye edilmis PU fiberlere antibakteriyel aktiviteler kazandirdigi sonucuna

ulagilmistir [75].

2.7.3. Islak Asindirma Yo6ntemi

Plazma isleminin, nanogdzeneklerde smirli penetrasyon derinligine bagh olarak ag iginde
derinlemesine yerlesmis gomiilii nanofiberlerin yilizeyini etkin bir sekilde degistiremedigi
durumlarda, nanofiber yapilarin yiizey modifikasyonu igin islak kimyasal asindirma
yontemleri tercih edilmektedir [76]. Clinkii bu yontem, yiiksiiz polimer zincirleri arasinda
nispeten kolayca yayilabilen ve dolayisiyla gézenekli 3B iskelelere niifuz edebilen kiigiik,
yiiksek Ol¢lide hareketli protonlar tarafindan gerceklesmektedir [77]. Poliester nanofiber
yiizeyinde amin gruplar1 olusturmak ve pozitif yiizey yiikiinii saglamak i¢in etilendiamin, N-
aminoetil-1-3-propandiamin,  1,6-hekzandiamin  ve  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
karbodiimid (EDAC) gibi diamin tiirleriyle yiizey aminoliz yonteminin tercih edildigi
caligmalar bulunmaktadir [5]. Ancak biyobozunur alifatik poliester filmlerin ve iskelelerin
asidik veya bazik kosullar altinda kismi ylizey hidrolizi de ylizey 1slanabilirlik 6zelligini

modifiye etmek veya yeni fonksiyonlar yaratmak igin yaygin olarak kullanilmaktadir [5].

Ornegin bir ¢alismada elektroegirme ile iiretilmis PLLA icerikli doku iskelesinin yiizey
modifikasyonu, iskelenin NaOH c¢ozeltisinde hidroliziyle gerceklestirilmis ve karboksilik
asit gruplar1 iskelenin biitiinliigiine zarar vermeden iiretilebilmistir. Modifiye PLLA doku
iskeleleri tizerindeki hidroksiapatit mineralizasyonu, kalsiyum iyonlarinin malzeme
yiizeyindeki karboksilat gruplarina baglanabilmesi ile 6nemli 6lgiide arttirilmustir [78].
Literatiirdeki baska bir ¢calismada ise partikiil uzaklastirma yontemiyle iiretilen PLGA doku
iskelelerinin, 1 N NaOH ile muamele edildiginde kondrosit iglevini arttirdig1 gériilmiistiir.
Kondrosit fonksiyonlarmi zenginlestirebilen temel malzeme o6zelliklerinin (PLGA'min
NaOH ile hidrolitik olarak bozunmasi bagli olarak) daha hidrofilik yiizey, degismis
gozeneklilik ve daha biiyiik nanometre boyutunda piiriizlilik oldugu bulunmustur [77]. Bu
calismalardan Gzetle, tez kapsaminda kolay uygulanabilir olmasi sebebiyle tercih edilen
NaOH c¢ozeltisi ile hidroliz isleminin hiicreler i¢in toksik etki yaratmayacagi, aksine hiicre

proliferasyonunu arttiracagi 6ngdriilebilmektedir.

2.8. Trombositten Zengin Plazma
Cilt ve dis tedavisi, kas ve bag dokusu onarimi hatta veterinerlik uygulamalar1 gibi birgok

alanda tercih edilen trombositten zengin plazma (PRP), kanin santrifiijleme iglemine tabi
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tutularak hiicrelerin molekiil agirliklarina gére katman katman ayristirilmast ile elde edilen,
biiylime ve farklilagma faktorlerince zengin otojen trombosit konsantresidir. Boyutlar1 2-4
um ve kandaki konsantrasyon degerleri mikrolitre bagina 150.000 ile 400.000 arasinda olan
trombositler, piht1 olusumu ve yara iyilesmesindeki etkin rolleri ile doku rejenerasyonunda
onemli bir yere sahiptir [79, 80]. Trombositlerin, periferik kan dolagiminda yar1 dmiirleri 8-
10 giin arasinda degismektedir ve bu siirenin sonunda yasam dongiileri sona ererek

makrofajlar tarafindan dolagim sisteminden uzaklastiriimaktadirlar [81].

Bir yara iyilesme siirecinde bolgeye diger bircok hiicre grubu ile trombositler de gog
etmektedir. Trombosit hiicreleri kolajen, trombin ve kalsiyum gibi molekiiller ile aktive olup
bolgede kararli bir piht1 olusturduktan sonra trombosit icerisindeki graniillerde bulunan
biiylime faktorlerinin ortama salimiyla iyilesme saglanir [82]. Bu biiyiime faktorleri
farklilagsmay1 tetiklemek, iyilesmeyi arttirmak ve doku rejenerasyonunu desteklemekten
sorumludur [83]. Yapisinda plateletten tiiretilmis biiylime faktorii (PDGF), transforme edici
biiylime faktorii (TGF), vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF), insiilin benzeri biiyiime
faktorii (IGF) ve epidermal biiylime faktorii (EGF) gibi biiyiime faktorleri basta olmak iizere
600 biiytime faktori oldugu tahmin edilmektedir [6, 84].

PRP, hem igerdigi biiyiime faktorleri hem de fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sayesinde yara
iyilesmesinde aktif rol oynar. Cilinkii biiyiime faktorlerinin diginda fibrinojen, laminin-8 gibi
hiicre-hiicre ve hiicre-matris etkilesimlerinde etkili olan birgok biyoaktif molekiilii de
yapisinda barindirmaktadir (Cizelge 2.2). PRP ayrica, osteokondiiksiyon igin hiicre yapisma
molekiilii olan ve ayn1 zamanda kemik, bag ve epitel doku gelisimi i¢in bir matris gorevi
goren fibrin, fibronektin ve vitronektin proteinlerini de icermektedir [85]. Son zamanlarda,
PRP ile yapilan ¢aligmalar; bir seferde birden fazla biliylime faktorii kullanimma imkan
verdigi, maliyet etkinligini arttirdig1 ve hastanin kendi kanindan hazirlanarak immiin yanit

riskini azalttigi i¢in ivme kazanmustir.
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Cizelge 2.2. PRP i¢inde yer alan bazi1 6nemli biyolojik olarak aktif molekiiller ve bunlarin

fizyolojik rolleri ([86] dan degistirilerek).

Genel kategori

Spesifik molekiiller

Fiziksel rol

Yapistirica proteinler

Fibrinojen, fibronektin, laminin 8,
vitronektin, trombospondin-1,
Von Willebrand faktori,

Hiicre-ylizey etkilesimleri,
hiicresel yapisma, kemotaksis,
ECM bilesimi, piht1 olusumu

Pihtilasma faktorleri ve
iliskili proteinler

Faktor V, faktor XI, protein S,
antitrombin, doku
faktor yolu inhibitorii

Trombin aktivasyonu ve
diizenlenmesi, fibrin
piht1 olusumu

Antimikrobiyal proteinler

Tromboksidinler, kinosidinler

Bakterisidal ve fungisidal
ozellikler

Fibrinolitik faktorler ve
iliskili proteinler

Plazminojen, plazminojen
aktivasyon inhibitori, o-2
antiplazmin, trombin ile aktive
olabilen fibrinoliz inhibitorii

Plazmin iiretimi ve
diizenlenmesi

Proteazlar ve
antiproteazlar

Metalloproteinazlarin 1-4 (TIMP
1-4) doku inhibitori, MMP-1, -2,
-4, -9, a-1 antitripsin

Matris degredasyonunun ve
hiicresel davraniglarin
diizenlenmesi

Membran glikoproteinleri

allbp3, avp3, CD-40 ligandi, P-
selektin, doku faktorii, PECAM-1,
CD63

Trombosit agregasyonu ve
yapismasl, inflamasyon,
trombosit-16kosit etkilesimleri

Lipidler

Sfingosin-1-fosfat, HETE!'ler,
tromboksan B2, prostaglandin
Faa, l6kotrien B4, lipoksin A4

Inflamasyonun diizenlenmesi,
hiicre gogli ve ¢ogalmasi

Temel proteinler ve
digerleri

Trombosit faktorii 4, B-
tromboglobiilin, endostatinler, bag
dokusu aktive edici peptit IlI,
kondroitin-4 siilfat, albiimin,
immiinoglobiilinler G ve M

Endotel hiicre kemotaksisinin
diizenlenmesi ve anjiyogenez,
vaskiiler modelleme, trombosit
aktivasyonu

PRP’nin kemik rejenerasyonunu arttirmaya yonelik kullanimi ilk olarak 1998’de Marx
tarafindan mandibular defektlerin iyilesmesini hizlandirmak i¢indir [87]. O zamandan beri,
diger kraniyofasiyal uygulamalarda ve uzun kemik kiriklari, ligament6z onarim,
intervertebral disk rejenerasyonu ve spinal flizyon dahil olmak iizere ortopedik
uygulamalarda kullanim1 yaygin olarak arastirilmistir [88]. Literatiirde PRP’nin kemik doku
miihendisligi uygulamalarinda da kullanildig1 bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir.

Ornegin  bir ¢alismada, biyobozunur  poli(3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksivalerat)
(PHBV)/nano-stronsiyum karbonat(nSrCO3)/PRP kompozit yap1 iskelesi katman-katman
(layer-by-layer) elektroegirme yontemiyle fiber ¢ap1400-800 nm olacak sekilde tiretilmistir.
nSrCO3 nanopartikiilleri, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve X-1gin1 kirinimi analizi
(XRD) kullanilarak karakterize edilmistir. /n vitro ¢alismalar i¢in insan mezenkimal hiicresi

(hMSC) kullanilmis ve bu hiicrelerin iiretilen doku iskelerine tutunup yasayabildikleri
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DAPI-Aktin boyamasiyla gosterilmistir. hMSC’lerin osteojenik farklilagmasi ise ALP
konsantrasyon Gl¢limleri ve Alizarin Red boyamasiyla gosterilerek mineralizasyonda kayda
deger bir artig oldugu vurgulanmistir. Bu 6n sonuglar, elektroegirme yontemiyle iiretilen bu
biyokompozit yapmin kemik rejenerasyonu i¢in daha iyi bir platform olarak

kullanilabilecegini gostermistir [89].

Bagka bir ¢alismada, PRP’nin hMSC c¢ogalmasinda ve osteojenik farklilagsmasi {izerindeki
etkisi kalsiyumca eksik olan sentetik hidroksiapatit ve B-trikalsiyum fosfat doku iskeleleri
kullanilarak incelenmistir. hMSC ekili iskelelere, trombin ve CaCl, pipetleme yontemiyle
yiiklenerek PRP uygulanmis ve osteojenik ortamda 3 hafta bekletilmistir. PRP’nin hiicre
cogalmasini ve hiicre ekim verimini arttirdig1 ancak iki kalsiyum fosfat iskelede de ALP

aktivitesinde anlamli bir artis gostermedigi belirtilmistir [90].

Yapilan in vivo bir ¢calismada, kopek mandibula kusurlarinin yeniden yapilandirilmasi i¢in
3 boyutlu polikaprolakton-20% trikalsiyum fosfat (PCL/TCP) doku iskelesi PRP ile
muamele edilmistir. Mikro-CT ile altinc1 ve dokuzuncu aylarda yapilan 6lgiimlerle PCL-
TCP/PRP grubunun PRP icermeyen kontrole kiyasla daha fazla kemik hacmine sahip
oldugu, histolojik analizlerle de osteoit depolarmni ve yeni kemik trabekiiliiniin olustugu

gosterilmistir [91].

2.8.1. PRP Izolasyonu, Aktivasyonu ve Salimm

Trombositten zengin plazma, otolog kandan genellikle iki santrifiij admmi ile
hazirlanmaktadir. Birincisi, kirmizi kan hiicrelerinin santrifiij yoluyla plazma ve
trombositlerden ayrildig1 adimdir. Plazma ve trombosit tabakalarinin ayrilmasimnin ardindan
ikinci santrifiijleme basamagi ile trombositler uzaklastirilir. Antikoagiile edilen kan santrifiij
edildiginde, ii¢ katman belirgindir: alt tabaka kirmizi kan hiicreleri (6zgiil agirlik = 1.09),
orta tabaka trombositler ve beyaz kan hiicreleri (buffy coat, 6zgiil agirlik = 1.06) ve iist
tabaka plazmadir (6zgiil agirlik = 1.03) [92]. Bu katmanlar, PRP iiretmek i¢in mevcut
metotlarin temelini olusturmaktadir. Ancak, farkli hazirlama protokollerinin etkinligi hala
tartisilmakta ve preparatta degisken miktarlarda 16kosit bulundugu bilinmektedir [88].
Bununla birlikte ticari uygulamalardaki artig, PRP kitlerinin gelistirilmesine yol agmis ve
mevcut izolasyon metotlar1 kullanilarak biiyiime faktorii (GF) igerigi aynt miktarda olacak

sekilde optimize edilmeye calisilmistir.
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PRP'nin endojen veya ekzojen yollarla gerceklestirilen aktivasyonu ile GF’ler

salinabilmektedir (Sekil 2.13). Siire agisindan hizli ve maliyet bakimindan da uygun

donma/cozme dongiilerine bagli endojen aktivasyonu, trombositlerin tahribati nedeniyle

GF'lerin salimini etkilemektedir [93]. Kisaca bu yontemde, PRP -80°C'de gece boyunca

dondurulur ve daha sonra +37°C'de ¢oziilerek dongii 1-3 defa tekrarlanir. Hiicre kalintilarini

gidermek i¢in havuzlama ve bir veya daha fazla santrifiijleme/filtrasyon adimindan sonra

platelet lizati1 (PL), biiyiime ortamina eklenmeye hazir hale gelir [94]. Diger bir yaygin

aktivasyon yontemi ise kalsiyum kloriir, trombin veya kolajen kullanimidir. Trombinin

antikoagiilant gibi davranmasi ve buna baglh olarak da istenmeyen reaksiyonlara zemin

hazirlayabilmesi sebebiyle kalsiyum kloriir daha ¢ok tercih edilmektedir [95].
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Sekil 2.13. PRP izolasyonu ve PL preparatinin sematik gosterimi. Trombosit aktivasyon

stireci: Trombin, kalsiyum kloriir ve kolajen veya donma-¢6ziilme dongiileri
trombositleri  aktive  edebilir  ve/veya  pargalayabilir.  Ardindan,
aktiflesmis/pargalanmig  trombositler, hiicre aliminda, biiyiimede ve
morfogenezde rol oynayan sitokinler veya biiylime faktorleri gibi bazi
molekiilleri serbest birakir. PRP, trombositten zengin plazma; PL, trombosit
lizat1 ([96] dan degistirilerek).
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Bir ¢aligmada, platelet tiirevlerinin (PL ve platelet biiylime faktorleri agisindan zengin olan
stipernatan (PR-SRGF)) aktivasyonu, donma/¢cézme ve CaCly ile biiylime faktorlerinin
salimi ve kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (BM-MSC) ex vivo davranislari
acisindan karsilagtirilmistir. ELISA (enzime bagli immiinosorbent analizi) kitleri ile yapilan
salim ¢aligmalarinda PR-SRGF'de PDGF-AB, PDGF-AA, PDGF-BB konsantrasyonu,
PL'ye gore sirastyla 5.7, 1.7 ve 2.3 kat daha yiiksek olmustur. Bu ¢aligma sonunda trombosit
faktorlerini serbest birakmak igin kullanilan yontemin, biiylime faktorleri ve genel iiriin
performansindaki zenginlesmeyi oOnemli Olgiide etkiledigi goriilmiistiir. Trombosit
tiirevlerinin {iretim siirecinin standardizasyonu ve bunlarin serbest birakma kriterlerinin

tanimlanmasi daha fazla arastirmayi gerektirdigi sonucuna ulagilmistir [97].

PRP doku iskelesi iizerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan CaClz miktarmin hiicre
davranisi iizerindeki etkisini incelemek i¢in yapilan bir ¢aligmada kiitle/hacim orani 2.5, 5
ve 10% olacak sekilde PRP, CaCl; ile karistirilmistir. Doku iskelelerin gerilme mukavemeti,
biyobozunurlugu ve su tutma kapasitesi degerlendirilmistir. Fiber dagilimi SEM ile hiicre
fenotipi ise immiin boyama yontemleriyle belirlenmistir. Hiicre tutunma oraninmn ve kisa
stirede proliferasyonun en yiiksek oldugu degerler %2.5 CaCl. ile yapilan PRP jellesmesinde
goriilirken, %10 CaCl; igeren iskeleler ise en yiiksek ozmolarite, fiber kalinligi, gozenek
boyutu ve en uzun pihtilagma siiresi gostermistir. Tiim bunlarin yaninda su tutma kapasitesi,
gozeneklilik ve gerilme mukavemetinin farkli CaCl, konsantrasyonlariyla degismedigi
goriilmiistlir. Sonug olarak, ¢esitli CaCl, konsantrasyonlari ile hazirlanan PRP iskelelerin

farkli fiziksel ve biyolojik 6zellikler gosterebilecegi vurgulanmustir [98].

2.8.2. PRP’de Bulunan Biiyiime Faktorleri

PRP, yiiksek trombosit ve dogal fibrinojen konsantrasyonuna sahiptir. Trombositlerin
trombin ve kalsiyum kloriir gibi c¢esitli ajanlarla gergeklestirilen aktivasyonuyla birlikte
platelet alfa graniilleri icerisinde bulunan ve ¢esitli dokularin biiyiime ve gelisiminin
diizenlenmesinde O6nemli role sahip polipeptit yapili biiyiime faktorleri dizisinin salimi
gergeklesir [99]. PRP’nin yapisinda basta PDGF, TGF—81, TGF--B2 olmak iizere pek ¢ok
onemli bliyiime faktoriiniin bulundugu ve IGF-I’in de periferal kandaki trombositlerde
mevcut oldugu gosterilmistir [100]. Etki mekanizmalari, otokrin, parakrin veya endokrin
yolla ger¢eklesmektedir. Biiylime faktorleri, hedef hiicrelerin yiizey reseptorleriyle baglanti
kurarak hiicre i¢i sinyallesmeyi saglar ve bunun sonucunda rejenerasyon icin gerekli olan

mRNA’nin ve proteinlerin transkripsiyonunu arttirir [101].
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Plateletten tiiretilmis biiyiime faktorii (PDGF): PDGF, molekiil agirligi 30 kDa olan
katyonik polipeptit grubudur [99]. Makrofajlar, yumusak kas dokusu hiicreleri ve gliyal
hiicreler gibi ¢esitli hiicre gruplarindan salimi gerg¢eklesmekte ve notrofil kemotaksisi,
kolajen firetimi, kan damarlarinin onarim ve rejenerasyonu gibi Onemli olaylarin
gerceklesmesine katki saglamaktadir. Hemostazda da rol oynuyor olmasi sebebiyle hemen

hemen tiim yara iyilesmesi olaylarinda yer almaktadir [100].

Transforme edici biiyiime faktorii (TGF): TGF, iki zincirli polipeptit yapida olup
insanlarda TGF-B81, TGF-B2 ve TGF-B3 olmak iizere 3 farkli gen yapisinda
bulunabilmektedir. T-lenfosit ve nétrofil hiicrelerinden salinip molekiil agirliginin 25 kDa
oldugu bilinmektedir. Endotel hiicrelerinin kemotaksi ve anjiyogenezini arttirdigi, ayrica
diger bliyiime faktorlerinin mitogenezinde de etkin oldugu gosterilmistir [99]. En 6nemli
fonksiyonlar1; osteoblast prekiirsorlerinin bag dokusunda yara iyilesmesini ve kemik

formasyonu amaciyla kolajen matris olusumunu uyarmasidir [100].

Insiilin Benzeri Bilyiime Faktorii (IGF): IGF, kemik matrisinde en fazla bulunan biiyiime
faktorii olup IGF I ve IGF 1II olmak iizere iki formu vardir. IGF-I’in kemik olusumuna
etkisinin IGF-II’den fazla oldugu diisiiniilmekte ve bu nedenle ¢alismalar genellikle IGF-I
tizerinde yapilmaktadir [101]. IGF, kemik matris olusumunu, kikirdak biiyiimesinin

artmasini, yara iyilesmesini ve  osteoprogenitér hiicrelerin  proliferasyonunu

desteklemektedir [93].

Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF): Hipoksi (dokulara yeteri miktarda oksijen
gidememesi) varhgimda VEGF’in miktar: artar ve kilcal damar gegirgenligini arttirir [93].

En etkili fizyolojik ve patolojik anjiogenez uyaricisi oldugu bilinmektedir [100].

Platelet Kaynakh Epidermal Biiyiime Faktorii (PDEGF): PDEGF, 1962 yilinda Cohen
tarafindan kesfedilen tanimlanmis ilk bliylime faktoriidiir. Epidermal rejenerasyonu uyarir
ve diger biliylime faktorlerinin etkilerini ve liretimini artirir. Elli i¢ amino asitten olustugu

ve molekiil agirhigmm 6 kDa oldugu bilinmektedir [99].

Platelet Kaynakh Anjiyogenez Faktorii (PDAF): PDAF, 45 kDa agirhiginda olan asidik
yapida bir polipeptittir. Hipoksi durumundan yiiksek derecede etkilenir ve PDAF’nin
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fonksiyonu ve etkinligi; aralarinda IGF-I, TGF, bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF),
PDEGF ve interlokin 1-betanin (IL-16) bulundugu pek ¢ok baska biiyiime faktorii tarafindan
diizenlenir [99].

Platelet Faktor 4 (PF 4): PF 4, notrofiller ve fibroblastlar i¢in kemoatraktan ve giiglii

antiheparin maddesi olup homotetramer yapidadir [99].

Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF): FGF, mast hiicresi, makrofaj, osteoblast ya da
olgunlasmamis kondrosit hiicreleri kaynakli olup hiicre biiylimesi ve hiyaliironik asit
iiretiminde gdrev alir [103]. Uzerinde en c¢ok arastirma yapilmis alt grup olan bFGF;
anjiogenez ve endotelyal hiicre gogilinde aktif rol alir [102].

2.8.3. PRP’nin Kemik Iyilesmesindeki Onemi

Plateletler akvitivasyon durumuna ve kandaki sayisma gore dogal yara iyilesmesinde rol
oynamaktadir. Kemik rejenerasyonu da plateletlerin degraniilasyonuna bagli olarak PDGF,
TGF-1,2 ve IGF’nin serbestlesmesiyle baslamaktadir. Plateletten tiiretilmis biiyiime faktort,
greft ile tasman kemik iligi kok hiicrelerinin sayismi arttirmak amaciyla mitogenezi uyarir
ve anjiyogenezi baslatir. Transforme edici biiylime faktorii-B ise, hem fibroblast ve
preosteoblastlar1 uyararak mitozu baslatmakta hem de olgunlasmis osteoblastlarin
farklilasmasmi  hizlandirmaktadir. Ayrica, osteoblastlari uyararak kemik matrisi
depolamalarini, fibroblastlar1 aktive ederek de kapiller biiyiimeyi desteklemek amaciyla
kolajen matriks depolamalarini saglamaktadir. Insiilin benzeri bilyiime faktorii de greft
olarak kullanilan silingerimsi kemigin trabekiillerinde bulunan endosteal osteoblastlar

tizerine etki etmektedir (Sekil 2.14) [100].
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Sekil 2.14. PRP'nin kemik ve kikirdak olusumu siirecinde kok hiicreler tizerindeki rolii

([93]’ten degistirilerek).

Yukarida bahsedilen biiylime faktorlerini yapisinda bulundurmasi, izolasyon kolayligi ve
immiin bir reaksiyona sebep olmamasi nedeniyle kirtk bolgesine PRP eklenmesi, kemik
rejenerasyonunu  arttrmak igin etkili bir yaklasimdir [104]. /n vitro calismalar PRP
uygulamasi ile yetiskin mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonu, fibroblastlarin
proliferasyonu ve hiicre dig1 matriks iiretimi ile travma ve ortopedik prosediirlerde kullanimi
arasinda anlamli bir iliski oldugunu go6stermistir ve in vivo galismalarla da (Sadece

hayvanlarda degil, insanlarda da) osteoid olusumunun arttig1 gosterilmistir [105-107].

2.8.4. Ortopedik Cerrahide PRP’nin Klinik Uygulamalari

PRP, defektlerin ve kiriklarin rejenerasyonu icin ortopedi alaninda yaygin olarak
kullanilmaktadir [108, 109]. Erken ¢éziinmesi ve fibrin rezorpsiyonu nedeniyle PRP’nin
olumsuz bir reaksiyon gelistirme riskinin nadir oldugu diisiiniilmektedir [93]. Sinclair ve ark.
[110], MSC'lerin ve PRP’nin beraber kullanimmin kirik onarimini 6nemli Slgiide
destekledigini ve ayni zamanda yara iyilesmesini sinerjik olarak hizlandirdigini
bildirmislerdir [110]. Ornegin, titanyum implantlarda MSC ve PRP beraber uygulandiginda
oldukga basarili sonuglar elde edilmistir [111]. Labibzadeh ve ark. [96], PL ile birlikte

mezenkimal stromal hiicrelerini yedi hastanin kemik hasar1 olan bolgesine implante etmis

34



ve ¢alisma sonunda PL ile mezenkimal stromal hiicrelerin beraber kullaniminin psédoartoz

(kemik kaynanamamasi) tedavisinde giivenli oldugunu gostermislerdir.

Ortopedik cerrahide genellikle PRP sivi halde kullanilmaktadir. Cerrahi bolge agilir ve
takiben (2-4 dakika iginde) aktive edilmemis PRP, yumusak dokulara sivi halde enjekte
edilir. Bir doku ECM'sinin bilesenleri (kolajen, glikozaminoglikanlar ve yapiskan proteinler)
ile bliylime faktorleri arasinda dogrudan bir etkilesim vardir. Lokal ve kademeli aktivasyona
bagli farkli dokularin ECM ile etkilesimi sonucu olarak da PRP, matris benzeri sikistirilabilir
bir yapiya doniisiir [112]. In situ iiretilen fibrin yapidaki nano iskele, ECM proteinleri ve
hiicreleri ile etkilesime girerek fibronektine baglanir, gegici ii¢ boyutlu bir iskele
olusumunun ardindan biiylime faktdrleri serbest birakilir. PRP’de bir¢ok biiylime faktorii bol
miktarda bulunmasina ragmen, 24 saat i¢inde bu faktorlerin hemen hemen hepsinin salimi
gerceklesmektedir. Ancak kemik rejenerasyonu 4-6 haftalik bir siirectir ve bu nedenle,
PRP'nin kemik iyilesmesindeki etkisi neredeyse ihmal edilecek kadar azdir [93]. PRP’den
ortama salinan biliylime ve farklilagma faktorlerinin yarilanma 6miirlerinin kisa olmasi ve
ortamda yeterli siirede etkin konsantrasyonda bulunmamasi, PRP’nin rejeneratif tedavilerde
kullanimini sinirlandirmaktadir. Bu nedenle, PRP c¢esitli tasiyic1 sistemlerle beraber
kullanilarak igeriginde bulunan biiyiime faktorlerinin biyoyararlaniminin arttirilabilmesi

hedeflenmektedir (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15. PRP'nin kemik rejenerasyonu igin klinik uygulamalarda kullanimi ([93]’ten
degistirilerek).
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Ornegin, PRP ve bir dondrden alman demineralize otolog kemik matrisi beraber
kullanildiginda farelerde ve klinik deneylerde umut vaad eden sonuglar elde edilmistir [113].
Bir bagka ¢aligmada ise tavsan tibiazlarinda, PRP ve ticari bir kemik grefti beraber
kullanilmis ve bu sekilde sadece PRP veya kemik greftleriyle yapilan ¢aligmalara gére daha
{istiin bir iyilesme potansiyeli goriilmiistiir [114]. Insanlar {izerinde yapilan baska bir klinik
calismada PRP, dis fiksatiflere kiyasla ekstremite uzatma iyilesme siirecini basarili bir
sekilde azaltirken; PRP ile siganlardan elde edilen hiicresizlestirilmis ve liyofilize edilmis
Asil amalgami da allojenik implantasyonda {istiin iyilesme potansiyeli gostermistir [115,

116].

PRP’nin kisinin kendi kanindan elde edilmesi sebebiyle immiin bir yanit olusturmadigi
bilinmektedir, ancak son zamanlarda allojenik PRP kullanimina yonelik tartismalar devam
etmekte olup bu alanda arastirmalar hiz kazanmistir. Ornegin, tip 1l diyabet hastas1 ve tibia
kirigi bulunan 50 yasinda erkek bir bireyde, otolog siingerimsi kemikle allojenik trombosit
konsantrasyonunu beraber kullanilarak bir vaka calismasi yapilmistir. Immiinojenik
reaksiyonlari 6nlemek igin allojenik trombosit konsantrasyonunda I6kosit miktar1 azaltilmis
ve radyasyon uygulanmistir. Islemi takiben 14. haftada, trombosit veya tip | insan 15kosit
antijenine (HLA) ait antikorlar saptanmamis ve 12 ay sonunda ise tam yik tasima
saglanmustir [117]. Bu ¢alismanin ardindan, ayni grup tarafindan dokuz hastada uzun kemik
psodoartozunu tedavi etmek igin ayni tip allojenik tirtin (allojenik trombosit konsantrasyonu
ve otolog siingerimsi kemik) kullanilarak yeni bir klinik ¢alisma yapilmistir. Standart kan
bankasi stoklarindan rastgele tek donorlii allojenik platelet tiirevleri temin edilmistir. Vaka
calismasinda oldugu gibi, implantasyondan once ve 3 ay sonra tip | HLA insan trombosit
antikorlar1 igin tarama yapilmis ve herhangi bir immiinolojik reaksiyon isareti
saptanmamistir. Ameliyattan 1 yil sonra ise tedavi edilen 9 hastanin 7'sinde tamamen

iyilesme oldugu gozlemlenmistir [117].

Tiim bu bilgilerden yola ¢ikilarak, sunulan literatiir bilgileriyle otojen veya allojen PRP’nin
kemik rejenerasyonunu destekleyebilecegi goriilmektedir. Bu amagla tez kapsaminda ise
kemik ECM’sini taklit edebilen 3B nanofiber greftlerin iiretimi ve PRP ile biyoaktivitesi
arttirilmis, kemik rejenerasyonunu destekleyen biyomalzeme sistemlerinin gelistirilmesi

hedeflenmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez ¢aligmasinda ilk olarak, osteoindiiktif etkiyi arttirmak icin sentetik viicut
stvisindan (SBF) mikrodalga yontemiyle tiretilen hidroksiapatit (HAp) nanopartikiilleri,
poli(L-laktik asit) (PLLA) igerisine katilmis ve 3-boyutlu (3B) elektroegirme yontemiyle
nanofibroz yapida pamuksu alloplastik greft malzemeleri iretilmistir. Daha hidrofilik
yapida, morfolojisini koruyan malzemeler elde edebilmek icin liretilen malzemelere farkli
stire ve derisimlerde sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltileri igerisinde yiizey modifikasyon
islemi uygulanmustir. Ardindan, T-Lab kit protokoliine gore izole edilen trombositten zengin
plazma (PRP), pipetleme yontemiyle greftlere yiikklenmis ve aktive edilmistir. Fare
preosteoblast hiicreleri (MC3T3-E1) kullanilarak yapilan in vitro hiicre kiiltiirii caligmalar1
ve 24 adet Wistar Albino Sigan kullanilarak gergeklestirilen in vivo hayvan deneyleri ile PRP
yiiklenen malzemelerin, kemik doku rejenerasyonunda greft olarak kullanilabilirlikleri

degerlendirilmistir (Sekil 3.1).
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Plateletler

NaOH ile yiizey
modifikasyonu

Greftlerin Uretimi

3B elektroegirme

Kraniyal defektlere
Greftlere hiicre ekimi greft implantasyonu

In Vitro Calisma

Konfokal goriintiileme, MTT,
ALP ve PCR analizleri

Sekil 3.1. Tez caligmasinda gergeklestirilen deneysel basamaklarin sematik gdsterimi.
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3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Biyolojik Maddeler
Cizelge 3.1°de deneysel calismalar icin kullanilan kimyasallar ve biyolojik maddeler

sunulmustur.

Cizelge 3.1. Kimyasal ve biyolojik madde listesi.

Malzeme Firma Ulke
1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol (HFIP) Merck Almanya
5X HOT FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus Solis Biodyne Estonya
B-actin primerleri Alpha DNA ABD
B-gliserol fosfat Sigma-Aldrich Almanya
Alexa Fluor 488 Thermo Fischer ABD
ALP primerleri Macrogen Kore
Batticon (Antiseptik ¢ozelti) Drogsan Tirkiye
BSA (Bovine serum albumine) Sigma-Aldrich Almanya
CD41-PC5 (GP 1lb) Beckman Coulter ABD
CD61-PC7 (GP llla) Beckman Coulter ABD
CD62P-PE (P-Selektin) Beckman Coulter ABD
cDNA reverse transkripsiyon Kiti Applied Biosystems ABD
Etil Alkol Teksoll Tiirkiye
Fetal sigir serumu (FBS), Biowest Fransa
Gluteraldehit (hacimce %25°1ik) Sigma-Aldrich Almanya
Hekzametildisilazan (HMDS) Merck Almanya
Hidroklorik asit (HCI) Sigma-Aldrich Almanya
Izopropanol Sigma-Aldrich Almanya
Kalsiyum kloriir (CaCly) Merck Almanya
Kalsiyum kloriir dihidrat (CaClz.2H20) Merck Almanya
Ketamin hidrokloriir Alfasan International Hollanda
BV
Kolajen tip 1 (Coll I) primerleri Alpha DNA ABD
Ksilazin hidrokloriir (Alfazyne %2) Alfasan International Hollanda
BV
L-askorbik asit Sigma-Aldrich Almanya
Lizozim Sigma-Aldrich Almanya
L-glutamin Biowest Fransa
Magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl2.6H20) Merck Almanya
MC3T3-E1 fare preosteoblast hiicre hatti Riken Japonya
Minimum Essential Medium Alpha Modification ~ Biowest Fransa
(a-MEM)
Osteokalsin (OCN) primerleri Alpha DNA ABD
Paraformaldehit Merck Almanya
Penisilin-streptomisin Biowest Fransa
Poli(L-laktik asit) (PLLA) (PURASORB PL 18) Corbion Hollanda
P-nitrofenil fosfat sivi substrat sistemi (pNPP) Sigma-Aldrich Almanya
Potasyum kloriir (KCI) Merck Almanya
Propidyum iyodiir Sigma-Aldrich Almanya
PRP Kkiti T-Lab Tiirkiye
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Cizelge 3.1. Kimyasal ve biyolojik madde listesi (devamu).

RNEasy kit Qiagen ABD
Sodyum azid Sigma-Aldrich Almanya
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) Merck Almanya
Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat Merck Almanya
(NaH2P0O4.H-0),

Sodyum hidroksit (NaOH) Merck Almanya
Sodyum kloriir (NaCl) Merck Almanya
Siitiir materyali Dogsan Tiirkiye
Tripsin/EDTA ¢ozeltisi Sigma-Aldrich Almanya
Triton X-100 Sigma-Aldrich Almanya

Malzemeler alfabetik siraya gore verilmistir.

3.2. Etik Kurul Onaylarn ve Mali Destek

“Trombositten Zengin Plazma Destekli Sikistirilabilir Kemik Greftleri” bashiklhi tez
calismasi, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 27.09.2017 tarih ve GO 17/671-23 karar numarast ile etik agidan uygun
bulunmustur. Ayrica, tez calismasinin Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Yonergesi’ne uygun oldugu saptanarak 26.02.2019 tarih ve 2019/02-15 karar

numarasi ile onaylanmasina oy birligi ile karar verilmistir.

Tez ¢aligmasmin mali destegi, “Trombositten Zengin Plazma Destekli Sikistirilabilir Kemik
Greftleri” baslikli Lisansiistii Tez Projesi (FYL-2018-16974) kapsaminda Hacettepe

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan saglanmistir.

3.3. Cahsmalarda Kullanilan Biyomalzemelerin Uretimi
Bu boliimde, oncelikle HAp nanopartikiillerin ve PLLA-HAp nanofiber greftlerin tiretim
yontemleri anlatilmig, ardindan iiretilen greft malzemelerinin yiizey modifikasyonu i¢in

izlenen yontem agiklanmustur.
3.3.1. Hidroksiapatit (HAp) Uretimi

Biyomimetik yontemle HAp tiretimi i¢in, Cizelge 3.2°de belirtilen regeteye gore 10 kat
derisik SBF ¢ozeltisi (10xSBF) hazirlanmistir.
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Cizelge 3.2.10xSBF ¢ozelti regetesi (Toplam hacim 1 L) [44].

Bilesenler Ekleme Sirasi Miktar () Derisim (mM)
NaCl 1 58.443 1000.00

KCI 2 0.373 5.00
CaCl2.2H.0 3 3.675 25.00
MgCl2.6H.0 4 1.016 5.00
NaH:PO4.H,O 5 0.500 3.62
*NaHCOs3 6 0.084 10.00

*100 mL SBF igin.

Stok ¢Ozeltiyi hazirlamak i¢in ilk bes tuz sirasiyla 800 mL distile su i¢inde ¢oziilerek hacim
1000 mL’ye tamamlanmistir. Coktiirme isleminin hemen 6ncesinde, NaHCO3 tuzu 10xSBF
stok ¢ozeltisinden alian her bir 100 mL ¢ozeltiye eklenmistir. SBF i¢cinde bulunan iyonlar1
aktiflestirilmek icin mikrodalga firm (Milestone, Italya) kullanilmistir. Beher icerisindeki
10xSBF ¢ozeltisi, 30 sn boyunca 600 Watt’lik mikrodalga 1simasinda tutularak bu igslem 9
kere tekrarlanmistir [44]. Ardindan, istenmeyen fazlarin uzaklastirilmasi amaciyla 5 dk
6,000 rpm dongiisiinde santrifiij islemi ile Ornekler 3 defa etanol ve 2 defa distile su
kullanilarak yikanmistir (Sekil 3.2). Elde edilen HAp partikiilleri 37°C sicaklikta kurutularak

kullanimdan hemen 6nce havanda 6 giitiilmiistiir.
SBF Tuzlan

l NaHCO,

100 mL SBF
—_—

9 kez gokturme

Sekil 3.2. Mikrodalga yontemiyle 10xSBF’den HAp iiretimi.

3.3.2. PLLA-HAp Nanofibroz Alloplastik Greftlerin Uretimi

PLLA (Mw= 260,000 g/mol) polimer pelletleri derisimi %8.0 (w/v) olacak sekilde HFIP
icerisinde ¢Ozdiiriilmiis ve daha sonra %0-60 (w/w) oranlarinda HAP nanopartikiilleri ¢6zelti
icerisine katilmustir. Bu karisimlar 30 dk boyunca ultrasonik banyoda (Sonorex Super 10 P,
Bandelin, Almanya) soniklenerek 1 giin boyunca manyetik karistiricida karistirilmustir.

Daha sonra bu karisimlar, plastik siringalara enjekte edilerek bir siringa pompasina (New
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Era Systems, ABD) yerlestirilmistir. Belirli bir hizla akitilan siringanin ucuna yiiksek voltaj
gii¢ kaynagi (Gamma High Voltage Research, ABD) araciligiyla elektrik akim1 uygulanarak
nanofiber formda 3B kompozit doku iskeleleri, 6zel olarak tasarlanan toplayicida
biriktirilmistir. Yaklasik 15 c¢cm capa sahip i¢i bos, yarim daire seklinde bir plastik kap,
toplayict olarak kullanilmistir (Sekil 3.3.b). Kabin merkezine bir metal ¢ivi yerlestirilerek
bu merkezden esit acili olacak sekilde 5 adet metal ¢ivi hatt1 olusturulmustur. Bu bolgede
birikecek fiberlerin bir cam ¢ubuk vasitastyla sarilmasiyla, sikistirilabilir ve kolayca sekil
alabilen pamuksu formda greft malzemeleri iretilmistir. Elektroegirme parametreleri;
uygulanan voltaj 14-20 kV, ¢ozelti akisi hiz1 1.0-2.0 mL/sa, siringa ucu-toplayict uzakligi
10-20 cm olacak sekilde degistirilmis ve uygun kosullar sonucunda boncuk (bead)

olusturmayan uygun iiretim kosullar1 belirlenmistir [2].

Sekil 3.3. Gelencksel elektroegirme yontemiyle doku iskelesi iiretiminde kullanilan

toplayicilar a) 2 boyutlu metal toplayici, b) 3 boyutlu plastik toplayici.

3.3.3. Nanofiberlerin Modifikasyonu

Greft malzemelerinin Uretiminin hemen ardindan yiizey modifikasyon islemi
gerceklestirilmistir. Hidrofilisite degerinin yaklagik 70° olmasmi saglayacak uygun siireyi
belirlemek i¢in PLLA igerikli doku iskeleleri farkli derisimlerde (0.1, 0.2 ve 0.5 M) NaOH
¢ozeltisi igerisinde farkli siirelerde (5-30 dk ve 1-6 sa) bekletilerek en uygun derisim ve
zaman degerleri belirlenmistir. Daha sonra, malzemelerin pH’1 distile suyunki ile aym

oluncaya kadar distile su ile yikama yapilarak malzemeler 2 giin boyunca kurumaya
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birakilmistir. Modifiye edilen greft malzemeleri, ¢esitli fiziksel ve kimyasal yontemlerle

karakterize edilmistir.

2B doku iskeleleri

Modifikasyon sonrasi

NaOH ¢ozeltisi ile modifikasyon ) _
doku iskeleleri

Sekil 3.4. Yiizey modifikasyon uygulamasmin sematik gosterimi.

3.4. Karakterizasyon Cahsmalan

3.4.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Ug-boyutlu (3B) ve iki-boyutlu (2B) nanofibrdz greftlerin morfolojileri SEM (Quanta 400F
Field Emission, FEI, ABD) ile goriintiillenmistir. ImageJ (NIH, ABD) programi yardimiyla

fiberlerin ¢cap dagilimlari, SEM goriintiileri kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

3.4.2. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi
HAp nanopartikiillerinin fiberler igerisindeki dagilimi gegirimli elektron mikroskobu (TEM)
(Tecnai G2 Spirit BioTwin CTEM, FEI, ABD) ile goriintiilenmistir.

3.4.3. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Ug-boyutlu nanofibroz greftlerin ve HAp partikiillerin 1sisal karakteristik 6zellikleri
EXSTAR 6000 TG/DTA 6300 (SII Nanotechnology Inc., Japonya) kullanilarak
incelenmistir. Ornekler, azot atmosferinde 25°C’den 600°C’ye kadar 10°C.dk™* 1sitma
hiziyla sitilmistir. Elde edilen termogramlardan, kiitle kayiplar1 ve 1sisal 6zellikler tespit

edilmistir.

3.4.4. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Uc-boyutlu nanofibroz greftlerin 1sisal karakteristikleri Diamond DSC (Perkin Elmer, ABD)
kullamilarak incelenmistir. Azot atmosferinde ve 10°C.dk™ 1sitma hiziyla PLLA ve PLLA
kompozit greftler 0-200°C arasinda 1sitilarak analiz gergeklestirilmistir. DSC grafigindeki
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erime entalpilerinden, Esitlik 3.1’e gore biyomalzemelerin % kristalinite degerleri

hesaplanmistir;

% Kiristalinite (Xc) = (AHm/AHo) x 100 (Esitlik 3.1)

Bu esitlikte AHm Orneklere ait erime entalpisini ve AHp ise her bir 6rnegin %100 kristalin
haldeki erime entalpisini ifade etmektedir. Literatiirde %100 kristaliniteye sahip PLLA i¢in
verilen deger 93 J/g’dir [118].

3.4.5. Cekme Testi

Uretilen nanofibrdz greftlerin mekanik 6zellikleri ¢cekme testiyle belirlenmistir. Cekme
testlerinde, diizgiin geometride 6rneklerle analiz gergeklestirilebildiginden malzemeler igin
benzer nanofiber ¢aplarinda ve ayn1t PLLA-HAp kiitle oraninda olacak sekilde 2B matrisler
dretilmistir. Bu matrisler diiz bir metal elektroegirme toplayicisi lizerinde yaklagik 3 saat

stireyle toplanmustir.

3.4.6. Su Temas A¢is1 Ol¢iimleri

Yiizey modifikasyonunun HAp iceren ve igermeyen greft malzemelerin islatilabilirlik
ozelliklerine etkisi 3B elektroegirme ile ayn1 kosullarda {iretilmis 2B nanofiber
biyomalzemeler {izerine yaklasik 5 puL distile su damlatilarak temas agis1 6l¢iim cihaziyla

(Kriiss DSA 100, Almanya) belirlenmistir.

3.4.7. Fourier Transform Kizlotesi (ATR-FTIR) Analizi

Ug-boyutlu nanofibréz greftlerin kimyasal yapilari, HAp partikiillerin greftlere katilimlar
ve yiizey modifikasyonuyla olusan fonksiyonel gruplarin etkisi Nicolet iS10 FTIR
spektrofotometresi (Thermo Scientific, MA, ABD) ile 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda

belirlenmistir.

3.4.8. Su Tutma Kapasitesi Tayini

Greft gruplarmmn su tutma kapasitesini belirlemek igin yapilan ¢aligmalar, 1 x 10° g/mL
oraninda sodyum azid igeren 25 mL fosfat tamponu (PBS) icerisinde gergeklestirilmistir.
Agirligi 10 mg olacak sekilde kesilen drnekler, sodyum azidli PBS ¢ozeltisi igeren 15 mL’lik
santrifiij tiiplerine koyulup ve ornekler 37°C’de karigtirmali ortamda 28 giin boyunca

bekletilmistir. Belirli zaman araliklarinda, 6rnekler PBS’ten ¢ikarilip, filtre kagidi ile fazla
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PBS uzaklastirilarak analitik terazide tartilmis ve ardindan tekrar ayni ortama konulmustur.
Bu islem drneklerin su tutma kapasitesi dengeye ulasincaya kadar siirdiiriilmiistiir. Olgiilen
yas agirlik degerleri ve Orneklerin baslangigtaki kuru agirhigi, Esitlik 3.2°de yerlerine
konularak “Su Tutma Kapasitesi (%)” bulunmustur.

Su Tutma Kapasitesi = (Yas Agirlik — Kuru Agirlik) / Kuru Agirlik x 100 (Esitlik 3.2)

3.4.9. In Vitro Biyobozunurluk Calismasi

Uretilen 3B nanofibrdz greftlerin in vitro biyobozunurluk ¢aligmalari, 10 pg/mL lizozim
iceren 10 mL PBS ic¢erisinde gercgeklestirilmistir. Agirligr 10 mg olacak sekilde kesilmis
ornekler, lizozimli PBS ¢ozeltisi iceren 15 mL’lik santrifiij tiiplerine koyulmus ve 6rnekler
37°C’de karistirmali ortamda bekletilmistir. Bozunurluk ortami haftada bir yenisiyle
degistirilmis ve drneklerin agirliklar1 58 giin boyunca takip edilmistir. Her hafta sonunda
ornekler tiiplerden alinmistir ve liyofilizasyon (Christ, Almanya) sonrasi agirliklar1 not
edilmistir. Kuru 6rnekler tartilmis ve doku iskelelerinin kiitlesel degisimleri (%) Esitlik 3.3

kullanilarak hesaplanmastir.

Kiitlece degisim = (W¢/Wop) x 100 (Esitlik 3.3)

Bu esitlikte Wt herhangi bir t anindaki doku iskelesinin kiitlesini, Wo doku iskelesinin

baslangig kiitlesini gostermektedir.

3.5. PRP Uygulamasi

3.5.1. PRP izolasyonu ve Aktivasyonu

Yirmi bes yaslarinda “Aydinlatilmis Onam Formunu” okuyan, saglikli erkek goniilli
kisilerin onaymin alinmasindan sonra Beytepe Giin Hastanesi’nde gorevli saglik personelleri
tarafindan kan almmistir. Alinan kan 6rnegi laminar kabin igerisinde, PRP izolasyonu

islemine tabi tutulmustur (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.5. Kan orneklerinin antikoagiilan igeren tiiplere alindiktan sonraki santrifiij islemi

ve sonug olarak tiipiin orta kisminda elde edilen PRP.

Yontem kisaca su sekildedir: igerisinde pihtilasmayi Onleyici ajan bulunan vakumlu
flebetomi tiipiine 10 mL kan ¢ekilmis ve hafif¢ce ¢alkalanmistir. Kan 6rnegi, 1,500 g’de 8 dk
¢oktiiriilerek {i¢ katman elde edilmistir [119]. Bunlar, kirmizi kan hiicrelerinin yer aldig1 en
alttaki katman; bu katmanin iizerinde yer alan ince beyaz renkteki katman (buffy coat); beyaz
kan hiicreleri ve bunun lizerindeki agik sar1 renkteki katman olarak siralanir. PRP, beyaz kan
hiicreleri katmaninin hemen tizerindeki ve acik sar1 renkteki katmanimn ise en altindaki
kisimdir. PRP, enjektor ucuna takilan uzun igne yardimiyla beyaz katmanin iizerinde

gezdirilerek dikkatlice alinmistir.

Daha sonra % 10 CaCl; ¢ozeltisi 2:5, 3:4, 4:3 PRP:CaCl; (v/v) olmak tizere farkli oranlarda
PRP ile karistirilip 1 saat 37°C’de inkiibe edilmis ve biiylime faktorlerinin saliminda etkili

olan fibrin polimerizasyonu (jellesme) gozlenerek optimum CaCl, orani belirlenmistir.

3.5.2. Hemogram Testi
Goniilli bireylerden alinan kandaki ve kanin santrifiij islemine tabi tutulmasiyla elde edilen

PRP’deki trombosit sayis1 hemogram testiyle (Sysmex, XN-1000, Almanya) belirlenmistir.

3.5.3. Akis Sitometrisi (Flow Cytometry)

Trombosit aktivasyonunu belirlemek i¢in CD41-PC5 ve CD61-PC7 (GP llb/I11a) ve CD62P-
PE (P-Selektin) monoklonal antikorlar kullanilmigtir. Analiz tiiplerine PRP veya aktive
edilmis PRP orneklerinden 100 pL ve {izerine 10 uL. monoklonal antikorlar eklenerek oda
sicakliginda ve karanlkta 15 dk inkiibe edilmistir. Ardindan, drnekler 1,200 rpm’de 5 dk

santrifiijlenmistir. Boyanmis o6rnekler yikama soliisyonu ile seyreltilmis ve akis sitometrisi
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(Beckman Coulter Navious EX, ABD) ile analiz edilmistir. Sonug¢lar monoklonal antikor
pozitif trombosit ylizdesi olarak Kaluza programiyla (Beckman Coulter, ABD)

belirlenmistir.

3.5.4. PRP’nin Greftlere Yiiklenmesi

Ug-boyutlu nanofibroz greft malzemelerine, CaCl, ile karistirlmis PRP ¢ozeltisi
mikropipetler ile damlatilarak emdirilmistir. Greftlerin sivi tutma kapasitesini belirlemek
icin 3 farkli miktarda (200 pL, 250 puL, 300 uL) PRP ¢ozeltisi, 48-gozlii kiiltiir kab1 i¢inde
greft malzemelerine yiiklenmis ve ardindan 1 saat siireyle 37°C’de inkiibe edilmistir (Sekil
3.6.). Inkiibasyonun sonunda kiiltiir kabindaki gozlerde kalan ¢ozelti, pipetle cekilerek

malzemelerin ne kadar sivi tuttugu belirlenmis ve optimum hacim not edilmistir.

T
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Sekil 3.6. Aktivasyonu gergeklestirilen PRP’nin doku iskelelerine yiiklenmesi.

3.5.5. Trombositlerin Goriintillenmesi

Trombositler, SEM (Tescan, GAIA, Cek Cumhuriyeti) ile goriintiilenmistir. Bu amagla,
oncelikle PRP yiiklenmis 3B nanofibroz greft malzemeleri, % 2.5 gluteraldehit ile 15 dk
fikse edilmis ve ardindan 3 kere PBS ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Ardindan,
ornekler 1 gece -20°C’de bekletilmis ve liyofilizatérde (Christ, Almanya) 2 giin kurumaya

birakilmustir. Ornekler altin-paladyum tabakasi ile kaplanarak incelenmistir.

3.6. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Hiicre kiiltiirti ¢alismalari, laminar akish kabinde (Bioair, Type Il Laminar Flow Cabinet,
Italya)  gergeklestirilmisti. ~ Calismalarda  preosteoblastik ~MC3T3-El  hiicreleri
kullanilmigtir. Fare kalvaryum dokusundan elde edilen bu hiicreler ylizeye bagimli olup
monolayer kiiltiirlerde ¢ogalmaktadir. Hiicreler hacimce (v/v), % 10 FBS ve % 1 antibiyotik

cozeltisi iceren (penisilin-streptomisin) o-MEM besi ortamu ile kiiltiir kaplarmda (Corning,
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ABD) ve 37°C’deki nemli CO> atmosferinde (Panasonic Instruments, Japonya) ¢ogaltilmis

ve ardindan greftler iizerine ekimi gerceklestirilmistir.

3.6.1. Dinamik ve Statik Hiicre Ekimi

Agirhgr 10 mg olacak sekilde kesilmis orneklerin gama radyasyonu ile sterilizasyonu,
Tirkiye Atom Enerjisi Kurumu - Saraykdy Niikleer Arastrma ve Egitim Merkezi
Tesisleri’'nde gergeklestirilmistir. Uygun bir sekilde paketlenen Ornekler, Kobalt-60
radyasyon kaynagi ile 2.5 MRad doz hizinda sterillenmistir. Steril fiber formda doku
iskeleleri, Statik ve dinamik ekim gibi iki farkli yontem uygulamak igcin PRP iceren ve
icermeyen (kontrol) olmak tizere gruplandirilmistir (Sekil 3.7). Hiicre ekimi 6ncesinde her
bir doku iskelesi bir gece sartlandirma ortaminda (a-MEM igerisinde %10 v/v FBS, 2 mM
glutamin ve %21 v/v penisilin-streptomisin) bekletilerek serum igerisinde bulunan
proteinlerin malzeme ylizeylerinde adsorplanmasi saglanmistir. Ardindan, vakum
yardimiyla iskelelerdeki ortam tamamen uzaklastrmis ve her bir iskele, CaCl> ile

karistirilmis PRP icerisinde 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

Statik Ekim Dinamik Ekim

Sekil 3.7. Statik ve dinamik hiicre ekiminin sematik gdsterimi.

Statik ekimde, MC3T3-E1 hiicreleri (pasaj 17), her bir greft malzemesinde 100,000 hiicre
olacak sekilde normal biiyiime ortaminda (a-MEM igerisinde %10 v/v FBS, 2 mM glutamin
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ve %1 v/v penisilin-streptomisin) siispanse edilmistir. Hiicreler 50 pL biiyiime ortamiyla
doku iskelelerine ekilmis ve her bir iskeleye saat bast 50 plL ortam eklenerek doku
iskelelerinin kurumas: engellenmistir. Ug saatin sonunda 24-gozlii kiiltiir kaplarina 1 mL
bliylime ortami eklenerek hiicre ekimi tamamlanmistir. Haftada 2 kez ortam degisimi

yapilarak hiicre kiiltiirii 21 giin boyunca devam ettirilmistir.

Dinamik ekim, her bir greft malzemesi steril Eppendorf tiipleri icerisine yerlestirilerek
Zhang vd. [120]’nin izledikleri protokole gore gergeklestirilmistir. Greftlerin her birine
100,000 hiicre 50 pL’de siispanse edilerek ekilmis ve hiicrelerin tutunmasini desteklemek
icin 1 dakika arayla 500 rpm 2dk santrifiij dongiisii 3 kere tekrar edilmistir. Statik ekime
benzer olarak greftler 24-g6zIi kiiltiir kaplarma alinmis doku iskelelerinin kurumasini
engellemek icin her bir iskeleye saat basi 50 uL ortam eklenmistir. Ug saatin sonunda 1 mL
bliylime ortamui eklenerek hiicre ekimi tamamlanmistir. Haftada 2 kez ortam degisimi
yapilarak hiicre kiiltiirii 14 giin boyunca devam ettirilmistir. Ana ¢aligmada tercih edilecek
ekim yontemi 1., 7. ve 14. gilinlerde gerceklestirilen proliferasyon testi sonuglarma gore

belirlenmistir.

Ekim yonteminin belirlenmesinin ardindan MC3T3-E1 hiicreleri her bir greft malzemesinde
400,000 hiicre olacak sekilde normal biiyiime ortaminda slispanse edilmistir. Hiicreler 10 uLb
bliylime ortamiyla doku iskelelerine ekilmis ve her bir iskeleye saat bast 10 pL ortam
eklenerek doku iskelelerinin kurumasi engellenmistir. Ug saatin sonunda 24-gdzlii kiiltiir
kaplarina 1 mL biiylime ortaminin eklenmesinin ardindan hiicre ekimi tamamlanmustir.
Ekimin 2. giiniiniin ardindan osteojenik farklilasma ortamina (50 ug/mL askorbik asit ve 10
mM B-gliserol fosfat iceren a-MEM) gecilmis, haftada 2 kez ortam degisimi yapilarak hiicre

kiiltiirti 21 giin boyunca devam ettirilmistir.

3.6.2. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

Ekim yonteminin ve PRP’nin hiicrelere olan etkisini incelemek i¢in doku iskeleleri izerinde
cogalan fare preosteoblast MC3T3-El hiicrelerinin mitokondriyal aktiviteleri, kiiltiir
stiresinin farkli zamanlarinda, 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)
analizi ile spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Bu analiz i¢in doku iskeleleri tizerindeki
kiiltlir ortam1 uzaklagtirilarak her bir 6rnek yeni bir 24-gozli kiiltiir kabma alinmigtir.
Ardindan, kiiltlir kabimin her bir goziine 600 pL serumsuz besi ortami ve 60 pL MTT

¢ozeltisi eklenmis ve hiicreler 37°C de 3 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi, hiicreler
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tizerindeki ortam uzaklastirilmis ve formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her bir gdze 400
uL izopropanol eklenmistir. Elde edilen ¢6zeltinin optik yogunlugu, 650 nm referans olmak
tizere 570 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (Asys UVM 340, Avusturya) vasitasiyla

belirlenmistir.

3.6.3. Hiicre Morfolojilerinin Belirlenmesi

Greft malzemeleri igerisindeki hiicrelerin morfolojisi ve iskelet organizasyonu, 7. ve 21.
giinlerde konfokal mikroskobu (Leica Microsystems, Almanya) ile goriintiilenmistir. Ilk
olarak, greftler tizerindeki kiiltiir ortam1 uzaklastirilmig ve greftler yeni bir 24-gozIi kaba
alinmustir. Ardindan, greftler 3 defa PBS ile yikanarak %4’lik paraformaldehit ile 4°C’de 15
dk. fikse edilmistir. Fiksasyonun ardindan, greft malzemeleri PBS ile 3 kere tekrar yikanmis
ve hiicrelerin gegirgenligini arttirmak ig¢in %0.1°lik Triton X-100 ile 5 dk muamele
edilmistir. Hiicre filament6z aktinleri, 400 pL Alexa Fluor 488 Phalloidin ile 20 dk
karanlikta inkiibe edilmis ve ardindan %1 (w/v) BSA ¢6zeltisi ile 3 defa yikama yapilmistir.
Hiicre ¢ekirdegi ise 500 uL propidyum iyodiir ile 5 dk inkiibe edilmis ve ayni1 sekilde BSA

ile yikanarak goriintiilleme gerceklestirilmistir.

3.6.4. Osteojenik Farklilasmanin Belirlenmesi

3.6.4.1. Alkalin Fosfataz (ALP) Aktivitesi

Osteojenik farklilasmanin erken donem belirteclerinden biri olan alkalin fosfataz (ALP)
aktivitesinin tayini ile MC3T3-El hiicrelerinin farklilasmasi belirlenmistir. Belirlenen
giinlerde doku iskelelerindeki ortam uzaklastirilmis ve doku iskeleleri analiz giiniine kadar
-80°C’de bekletilmistir. Ornekler liyofilizatdrde kurutulmus ve bir bistiiri yardimiyla kiigiik
parcalara ayrildiktan sonra Eppendorf tiiplerine aktarilmustir. Ornekler 250 pL Triton X-100
¢ozeltisi (%0.1°lik (v/v) ¢ozelti, ultrasaf su iginde) igerisinde 30 dk boyunca 4°C’de inkiibe
edilmis ve daha sonra 10 dk boyunca 4°C’de, 12,000 rpm hizda santrifiij islemi
gergeklestirilmistir. Triton X-100 lizatindan 50 pL alinarak {izerlerine 100 uL ALP ¢6zeltisi
(2 mM MgCl; ve 56 mM 2-amino-2-metil-1-propanol igeren 10 mL p-nitrofenil fosfat sivi
substrat sistemi) eklenmistir. Otuz dk, 25°C’de inkiibasyondan sonra her bir 6rnege 50 puL 2
M NaOH ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon sonlandirilmistir. Mikroplate okuyucu ile 405 nm’de
spektrofotometrik olarak absorbans dl¢iilmiistiir. Kontrol amaciyla her bir 6rnekten alinan
50 pL lizata, 50 pL 2 M NaOH ¢ozeltisi eklenmis ve sonrasinda bu ¢ozeltilere 100 pL. ALP

stv1 substrat sistemi eklenerek Ol¢lim yapilan Orneklerle beraber ayni kosullarda inkiibe
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edilmistir. Orneklerden elde edilen absorbanslar, kontrol drnek absorbanslarmdan ¢ikarilmis

ve kalibrasyon grafiginden p-nitrofenol miktar1 belirlenmistir.

3.6.4.2. Gen Ekspresyonu Analizleri

Molekiiler diizeyde osteojenik farklilasma incelemeleri, 7., 14. ve 21. gilinlerde gergek
zamanlt polimeraz zincir reaksiyonu (RT- PCR) analizi ile belirlenmistir. Osteojenik
farklilagsma, alkalin fosfataz (ALP), osteokalsin (OCN) ve tip | kolajen (COLL 1) gen

ifadeleri ile incelenmis ve B-Aktin kontrol geni olarak kullanilmistir (Cizelge 3.3). Hedef

2 -AACt

genin bagil ifadesi, B-Aktin genine gore normalize edilmis ve yontemi kullanilarak

hesaplanmistir. Kemige 6zgii genlerin analizinde, her bir 6rnek grubu i¢in PRP igermeyen
greft malzemesinin 7. giin degerleri kontrol olarak alinmis ve tiim degerler kontrol grubunun

matematiksel katlar1 olarak verilmistir.

Cizelge 3.3. RT-PCR analizi i¢in kullanilan primer dizileri.

B-Aktin  Forward: 5’-GTG CTATGT TGC CCT AGACTT CG-3'
Reverse: 5'-GAT GCC ACA GGA TTC CAT ACC C-3'

ALP Forward: 5-GGA GAT GGT ATG GGC GTC TC-3'
Reverse: 5'-GGA CCT GAG CGT TGG TGT TA-3'

COLL I Forward: 5>-CAA GAT GTG CCACTC TGACT-3
Reverse: 5’-TCT GAC CTG TCT CCATGT TG-3'

OCN Forward: 5-CTT TCT GCT CAC TCT GCTG-3'
Reverse: 5-TAT TGC CCT CCT GCT TGG-3

Ornekler mikromakas vasitasiyla par¢alanmis ve drneklere 200 uL Trizol eklenmistir. RNA
izolasyonu RNEasy kit protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. Reverse
transkripsiyon basamagi ise yiiksek kapasiteli cDNA Reverse Transkripsiyon Kiti ile
SimpliAmpTM programlanabilir termal kontrol cihazinda (Life Technologies, ABD)
gerceklestirilmistir. ¢cDNA sentezi icin termal kontrol cihazindaki sicaklik profilleri;
25°C’de 10 dk., 37°C’de 120 dk., 85°C’de 5 dk. ve PCR yapilincaya kadar 4°C’dedir. RT-
PCR analizi, 5X HOT FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus kullanilarak kit protokoliine gore
LightCycler® Nanolnstrument (Roche, Almanya) cihazinda yiirittilmiistiir. Yirmi pL’lik
her bir reaksiyon karisimi EvaGreen’i, QuantiTect RT Mix’i, RNase igermeyen suyu,
forward- ve reverse-spesifik primerleri ve hiicrelerden izole edilen RNA’lar1 icermektedir.
PCR’m ilk aktivasyon basamagi 95°C’de 12 dk’da, ¢cogalma basamagi 95°C’de 15 s’de,
primerlerin ortamda bulunan hedef DNA bileseni ile birlesip, ayrilma basamagi 60°C’de 20

s’de ve uzatma basamagi ise 72°C’de 20 s’de ger¢eklestirilmistir.
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3.7. In Vivo Hayvan Deneyleri

3.7.1. Deney Modeli ve Calisma Gruplar

Tez g¢aligmasi kapsaminda 24 adet, 200-250 g agirliginda erkek Wistar Albino sican
kullanilmistir. Siganlar, her bir grupta 6 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrilmistir. Siganlarin
kalvariyumunda her iki parietal kemikte birbirinden bagimsiz 5 mm ¢apinda yuvarlak
sekilde biparietal kemik defektleri olusturulmustur. Olusturulan defektler birbirinden
bagimsiz iyilestigi ve tedavi siirecine de birbirinden bagimsiz olarak yanit verdigi i¢in her
bir sigandan 2 6rnek elde edilmistir. Erken ve ge¢c donemlerde kemiklesmeyi karsilagtiriimak
icin erken kemiklesmeye ait doku ornekleri 8. ve ge¢ kemiklesmeye ait olan doku 6rnekleri

ise 20. haftanin sonunda alinmustir.

Birinci grup, kontrol grubu (n=6): Bu grupta, herhangi bir tedavi edici uygulama

olmaksizin islem tamamlanmistir (sam grubu).

Ikinci grup, otogreft (n=6): Bu grupta, defekte sigani kafatasidan alinan kemik tozlarmin

implante edilmistir (altin standart).

Uciincii grup, bos greft malzemesi grubu (PLLA-HAp) (n=6): Bu grupta, defekte
herhangi bir kimyasal veya biyolojik ajanin ytiklii olmadigi 5 mm c¢ap ve 3 mm kalinliginda

bos PLLA-HAp kompozit greft malzemesi implante edilmistir.

Dordiincii grup, PRP yiiklenmis greft malzemesi (PRP+PLLA-HAp) (n=6): Bu grupta,
PRP yiiklii greft malzemesi 5 mm capmnda ve 3 mm kalinligindaki defekte implante

edilmistir.

3.7.2. Anestezi

Sicanlarin genel anestezisinde intraperitonal olarak gerceklestirilerek anestezi igin ketamin
hidrokloriir 87.5 mg/kg ve ksilazin hidrokloriir 12.5 mg/kg kullanilmistir. Anestezi etkinligi,
cilt veya parmak kistirma testine ekstremite ¢ekme yanit1 ile degerlendirilmistir. Deney
sirasinda, sicanin idrar veya digki ¢ikarmasi ya da uyanmasi halinde anestezinin

devamliligini saglamak i¢in 10 mg/kg ketamin ve 2 mg/kg ksilazin ek doz olarak verilmistir.
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3.7.3. Cerrahi islem

Cerrahi alan, gerekli asepsi-antisepsi prosediirlerine uygun olarak steril ortii ile Ortiilmiis,
kafatas1 ve ¢evresi Batikon ile temizlenmistir. Dorsal V seklinde bir insizyonla periost da
dahil edilecek sekilde skalp flebi kaldirilarak kemik ortaya g¢ikarilmistir (Sekil 3.8a).
Saggittal siitiir hattina gore simetrik olacak sekilde sag ve sol parietal kemikler tizerinde

dental burr vasitasiyla 5 mm ¢apta kemik defektleri olusturulmustur (Sekil 3.8b).

A

Sekil 3.8. Tez ¢alismas1 kapsaminda a) skalpte yapilan V insizyon [121] ve b) 5 mm c¢apta
kraniyal defekt.

Cerrahi islem sirasinda, %0.9 (v/v) serum fizyolojik c¢ozeltisi ile siirekli irrigasyon
uygulanarak duranin ve vendz sinusiin travmatize olmamasina dikkat edilmistir. Kaldirilan
skalp flebi kemik defektlerini 6rtecek sekilde yerine iade edilmis ve cilt insizyonu 4-0 ipek

stitiir materyali ile yapilmustir.

3.7.4. Cerrahi Sonrasi izlem

Cerrahi operasyon sonrasi ortaya ¢ikabilecek agrilar1 dnlemek icin sicanlarin igme sularina
2 mg/mL parasetamol eklenmistir. Hayvanlar deney siireci boyunca ad libitum olarak
standart yem ile beslenmis ve genel durum, viicut agirligi, malnutrisyon, enfeksiyon

bulgular1 yoniinden giinliik olarak degerlendirilmistir.
3.7.5. Otenazi

Sekizinci ve 20. haftalarin sonunda yiiksek doz anestetik ile deneyde kullanilan hayvanlara

Otenazi islemi gerceklestirilmistir.
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3.7.6. Bilgisayarh Tomografi (Mikro-CT) Gériintiilemesi

Bilgisayarli tomografi (mikro-CT) goriintiilemesi i¢in sakrifiye edilen hayvanlardan alinan
kranial kemikler %10 fosfat formalin igceren ¢ozelti icine birakilarak oda sicakliginda
muhafaza edilmislerdir. Mikro-CT Oncesi Ornekler, hizla sertlesen bir macun vasitasiyla
bulunduklar1 kaplara sabitlenmis, bdylelikle tarama siiresince hareket etmemeleri
saglanmustir. Elde edilen kemik dokularmin mikro-CT yontemiyle taranma islemi Hacettepe
Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastrma Merkezi'nde (HUNITEK)
gergeklestirilmistir. Doku Ornekleri Skyscan (Bruker) marka 1272 model X-isinlari
tomografisi ile goriintiilenmis ve ham X-iginlar1 tomografisi verileri NRecon (Skyscan)
yazilimi ile yeniden olusturulmustur. Yeniden olusturulan kesitler CTVox ve CTAN
(Skyscan) yazilimlari ile analiz edilmislerdir. Bu kesitlerde kemikte agilan defekt kadar bir
alan (region of interest-ROI) olusturulmus ve yeni olusan kemik yiizdesi kemik hacmi/defekt

hacmi (BV/TV) orani kullanilarak hesaplanmustir.

3.8. Istatistiksel Analiz

Istatiksel analiz, Graphpad Prism 6 (Graphpad Software Inc., San Diego, CA) yazilimi
kullanilarak yapilmistir. Veriler, ortalama + standart sapma degerleri ile birlikte 3 bagimsiz
tekrar yapilarak sunulmustur. Gruplar arasi kiyaslama i¢in tek yonlii varyans analizi
(ANOVA), grup ici kiyaslama da ise t-test kullanilmistir. En diisiik p<0.05 oldugunda

istatistiksel olarak anlamli fark kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez caligmasi, 4 temel basamaktan olusmaktadir. Bunlar; (1) 3B kompozit fiber
greftlerin tiretimi ve iretilen biyomalzemelerin cesitli fiziksel ve kimyasal yontemlerle
karakterizasyonu; (2) biyomalzemelere yiiklenmesi hedeflenen uygun PRP miktarinin ve
aktivasyon yonteminin belirlenmesi; kemik rejenerasyonunda biyomalzemelerin etkisini
gostermek i¢in yiiriitiilen (3) in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ve (4) in vivo hayvan
deneyleridir. Bu amacla, oncelikle biyomalzemelerin elektroegirme yontemiyle 3B iiretimi
literatiirle karsilastirmali olarak sunulmustur. Sonrasinda, farkl: siire ve derisimlerde NaOH
modifikasyonuyla daha hidrofilik yapida ve morfolojisini koruyan biyomalzemelerin
basariyla tretildigi, karakterizasyon caligmalariyla gosterilmistir. PRP ile biyoaktivitesi
arttirillan  greft malzemelerinin, fare preosteoblast hiicreleri (MC3T3-E1) kullanilarak
yapilan in vitro hiicre kiltiirii galismalar1 ve 24 adet Wistar Albino Sigan kullanilarak
gerceklestirilen in vivo hayvan deneyleri ile kemik doku rejenerasyonu i¢in umut verici

sonuglar gosterdigi desteklenmistir.

4.1. U¢-Boyutlu Kompozit Fiber Greftlerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Sunulan tez calismasi kapsaminda, geometrisi diizgiin olmayan kemik hasarlarmin
tedavisinde kullanilmak iizere hasarli bélgenin seklini kolaylikla alabilen, 3B sikistirilabilir
formda ve PRP ile biyoaktivitesi arttirtlmis kemik greftlerinin gelistirilmesi hedeflenmistir.
Kemik matrisi incelendiginde, ana protein yapmin dogal bir polimer olan kolajenden ve
kolajen fibrillerin arasinda bulunan nanopartikiil yapidaki HAp seramiginden olustugu
goriilmektedir. Ancak, sert biyoaktif seramiklerin klinikte kullanimi, kirilganlik ve kolayca
sekillendirilememe gibi 6zellikleri nedeniyle kisithidir. Tez kapsaminda bu amagla, kemigin
inorganik kismina benzer HAp seramigi, kemik organik matrisine benzer FDA onayli PLLA
polimeri ile beraber kullanilmistir. Gergeklestirilen ¢alismada literatiirden farkli olarak
grubumuz tarafindan gelistirilen biyomimetik yontemle kemik benzeri amorf HAp tiretilmis
ve kullanilmistir [44]. Bu yontemde kiitlece % 9.22 karbonat i¢erigine ve 1.61 Ca/P oranina
sahip amorf yapida, kemik B-tipi benzeri HAp nanopartikiilleri tiretilebilmektedir [44] ve bu
sebeplerle tez ¢aligmasi kapsaminda kullanimi tercih edilmistir. Ayrica greftlerin iiretiminde
klasik elektoegirme yonteminden farkli olarak 3B elektroegirme yonteminin kullanilmis

olmasi1 da ¢aligmanin diger 6zgiin noktalarindan biridir.
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Oncelikle, PLLA pelletleri, %8 derisimde (w/v) HFIP icerisinde bir gece ¢oziilmiis ve
sonrasinda bu ¢ozeltiye polimere gore kiitlece % 40 HAp katilarak elde edilen % 29 HAp
(w/w) igerikli homojen dagilimli siispansiyon, 3B elektroegirme islemi i¢in bir siringaya
transfer edilmistir. Elektroegirme i¢in en uygun iiretim kosullar1; uygulanan voltaj 14 kV,

cozelti akist hiz1 1.4 mL/saat ve siringa ucu toplayici uzakligr 15 cm olarak belirlenmistir

[2].

PLLA nanofiber greftlerinin gozenek biiyiikliikleri, ayni elektroegirme kosullariyla diiz bir
levha iizerine toplanmis 2-boyutlu PLLA nanofiber membranlar ile karsilastirilmustir. ki-
ve lig-boyutlu PLLA igerikli nanofiber greftlere ait SEM goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir.
Sekil 4.1b ve ¢, HAp igeren 2-boyutlu PLLA doku iskelelerinin diigiik ve yliksek
biiytitmedeki SEM goriintiilerini vermektedir. Sekil 4.1e ve f ise ayn1 oranda HAp iceren 3-
boyutlu PLLA doku iskelelerinin SEM goriintiilerine aittir. Uretilen PLLA-HAp greftlerinin
SEM goriintiileri, Image] programina aktarilarak nanofiberlerin ortalama c¢ap ve cap
dagilimlar1 hesaplanmistir. PLLA ve PLLA-HAp nanofiber gruplarinin ortalama cap ve cap
dagilimlari, sirastyla 460 + 147 ve 425 + 127 nm olarak hesaplanmistir. Nanofiber ¢ap ve
cap dagilimlarmin benzer olmasi, yapiya HAp eklenmesinin, polimer ¢ozeltisinin fiziksel

ozelliklerinde herhangi bir degisime neden olmadigini géstermistir.

Sekil 4.1. Ayni kosullarda iiretilen ve HAp iceren a), b), c) 2B PLLA ve d), e), f) 3B PLLA
greftlerin makroskobik ve farkli bitytitmelerdeki SEM goriintiileri.
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Doku iskelesi tasariminda gozenek boyutu, gozeneklilik ve gézeneklerin birbiriyle baglantili
olmasi hiicresel aktiviteler icin dnemli 6zelliklerdir [122]. ideal bir doku iskelesinin 100—
400 pm araliginda gézenek boyutuna sahip olmasi gerektigi diisiiniilse de yapilan ¢caligsmalar
ile 5-15 um g zenek boyutunun fibroblast hiicrelerinin ¢cogalmasini ve neovaskiilarizasyonu,
40-350 pum gibi daha biiyilkk gozeneklerin ise osteoid proliferasyonunu ve kemik
rejenerasyonunu arttirdigi gosterilmistir [122, 123]. SEM goriintiilerinin Image J programina
aktarilmasiyla 2-boyutlu doku iskelelerindeki gozenek biiyiikliikkleri 2-10 um, 3-boyutlu
biyomalzemelerdeki gozenekler ise 30-50 um olarak hesaplanmistir. Bu da 3-boyutlu
iiretimle, ¢cok daha biiyiik gbzenek caplarinda nanofiber doku iskeleleri elde edilebildigini

gostermistir.

Hidroksiapatit partikiillerinin PLLA nanofiberler igerisindeki dagilimi TEM goriintiileriyle
de incelenmistir (Sekil 4.2). Goriintiilerde, SEM verilerini destekler nitelikte HAp’mn

bolgesel topaklanmalara sebep olarak fiberlerin yapisina katildigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. Uc-boyutlu nanofiber greftlere ait TEM goriintiileri ve fiber ¢ap dagilimlarini
goOsteren histogramlar a), ¢) PLLA ve b), d) PLLA-HAp.
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PLLA yavas bozunan bir polimerdir ve Sekil 4.3’te verilen termograma gore, PLLA tek
basamakli bir siirecle bozunmaktadir. PLLA doku iskeleleri, 275°C’de bozunmaya baglamis
ve maksimum bozunmanin gergeklestigi sicaklik 350°C olarak bulunmustur. HAp 600°C’e
kadar neredeyse hi¢ bozunmamis ve termal olarak kararli kalmistir. PLLA-HAp kompozit
doku iskeleleri ise 300°C’de bozunmaya baslamis ve bozunmanmn maksimum hizla
gerceklestigi sicakligin 364°C oldugu goriilmiistiir. Boylelikle, yapiya HAp’in katilmasiyla
PLLA’nin termal Ozelliklerinin iyilestigi sonucuna ulagilmistir. Igbal vd. [124],
kolajen/aljinat/HAp’1 farkli oranlarda kullanarak elde edilen malzemenin mekanik ve
antibakteriyel testler ile kemik dolgu maddesi olarak kullanilabilirligini incelemislerdir.
Yapiya %40, %50, %60 ve %70 oranlarinda HAp katilmis ve TGA sonuglari ile % 70 HAp
iceren malzemenin, daha yiiksek sicaklikta bozundugu ve kiitle kaybinin diger gruplardan
daha az oldugu goriilmiistiir. Bu durum, HAp varliginda malzemelerin termal 6zelliklerinin

artmasmain literatiirle uyumlu oldugunu desteklemektedir.

Kiitle kayb1 (%)

100 200 300 400 500 600 700
Sicaklik (°C)
Sekil 4.3. HAp ve PLLA greftlerinin TGA termogrami (Mavi ok PLLA’nin, kirmiz1 ok ise

PLLA-HAp greftlerinin maksimum bozunma gerceklestirdigi sicakliklar1

gostermektedir).

Laktik asit kiral bir molekiildiir ve L- ve D- laktik asit olmak {izere dogada optik olarak iki
aktif formda bulunur. Bu monomerlerin polimerizasyonuyla yari-kristalin polimerler elde

edilir. Tez kapsaminda kullanilan PLLA, ~%37 kristaliniteye sahip bir polimerdir ve
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kristalinite derecesi molekiil agirligina ve isleme yontemine gore degisebilmektedir [36].
Literatiir verilerine gére PLLA’nin cams1 gecis sicakligi 60-65°C araligindadir, erime
sicakligi ise ~175°C’dir [36]. Tez kapsaminda hazirlanan PLLA ve PLLA-HAp fiber doku
iskelelerine ait DSC termogramlar1 Sekil 4.4°te gosterilmektedir. Her iki malzeme i¢in de
61.6 ve 60.3°C’lerde goriilen pikler PLLA’nin camsi gegis sicakligini gostermektedir. PLLA
ve PLLA-HAp i¢in erime entalpileri sirastyla 33.6 ve 43.6 J/g bulunmus ve bunlara kargilik
gelen % kristalinite degerleri %36 ve %47 olarak hesaplanmistir. Buradan yola ¢ikarak,
PLLA’nin yapisimna HAp katilmasiyla kompozit malzemenin % Kkristalinitesinin arttigi

gorilmiistiir.

Bir calismada, HAp ile desteklenmis poli (eter-eter-keton) (PEEK) kompozitlerinin yiik
tastyan kemikler i¢in implant malzemesi olarak kullanim potansiyeli arastirilmistir.
Gelistrilen malzemelerin kristalinitesi yogunluk analizi ve DSC ile incelenmistir ve DSC
sonuglarma gore, HAp miktariyla kristalinitenin %26.8’den %30.6’ya arttig1 goriilmiistiir
[125]. Bir bagka ¢alismada ise HAp partikiilleri kiitle oran1 (polimer/HAp) 98/2 ve 80/20
araliginda olacak sekilde PLLA ile kullanilarak kompozit yapilar elde edilmistir. HAp
miktariyla beraber, erime sicakligi, entalpisi ve kristanilite artarken camsi gecis sicakliginin
diistiigii goriilmistiir [126]. Dolayisiyla, PLLA-HAp greftlerine ait termal analiz sonuglar1

literatiirle uyumludur.

—— PLLA —— PLLA-HAp

Is1 Akisi (mW)

Sicakhk (°C)

Sekil 4.4. PLLA ve PLLA-HAp doku iskelelerine ait DSC termogramu.

PLLA doku iskelelerine ait tipik gerilim-gerinim egrisi Sekil 4.5’te verilmistir. Cekme

testlerinde analiz diizgiin geometride drneklerle gerceklestirilebildiginden analiz igin benzer
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nanofiber ¢aplarinda ve ayni PLLA-HAp kiitle oraninda olacak sekilde 2B matrisler
iiretilmistir. PLLA doku iskeleleri i¢in elastik modiilii 80.4 +24.2 MPa, kopma noktasindaki
maksimum dayanim 4.25 + 0.80 MPa ve % uzama 43 + 12 olarak bulunmugken bu deger
PLLA kompozit doku iskeleleri i¢in sirastyla 15.9 + 3.5 MPa, 1.7 + 0.3 MPa ve % 22.0 +
5.0 olarak hesaplanmistir. Yaptya HAp’m eklenmesiyle PLLA nin elastik modiilii yaklagik
5 kat, kopma noktasindaki maksimum gii¢ yaklasik 2.5 kat azalmistir. Kemik dokusunun
inorganik ve kirilgan bir bileseni olan HAp seramiginin asir1 miktari, tahmin edildigi gibi
kompozit yapinin elastikligini degistirerek yapiy1r daha kirilgan hale getirmis ve mekanik
Ozelliklerini azaltmistir. Ancak makroskobik incelemelerde ve in vivo calismalarda
gelistirilen greft malzemesinin geometrisi diizglin olmayan kemik hasarinda bolgenin seklini
rahatlikla alabildigi ve yeterince esnek oldugu ve sikistirilabilir formunu korudugu

gorilmiistiir.

Gerilim (MPa)

y
0 10 20 30 40 50 60

Sekil 4.5. a) PLLA ve PLLA kompozit doku iskelelerine ait gerilim-gerinim egrisi ve b)
PLLA ve c¢) PLLA kompozit doku iskelelerin kopma 6ncesi uzama oranlarni

gosteren kamera goriintiileri (n=3).
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Elde edilen tiim bu sonuglar PLLA ve PLLA-HAp doku iskeleleri i¢in karsilagtirmali olarak

Cizelge 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1. PLLA ve PLLA-HAp doku iskelelerine ait termal ve mekanik 6zellikler.

PLLA PLLA-HAp
Ortalama cap (nm) 460 + 147 425+ 127
Camsi gegis sicakhgi (°C) 61.6 60.3
Erime entalpisi (J/g) 33.6 43.6
Kristanilite (%) 36 47
Elastik modiil (MPa) 80.4 £24.2 159+3.5
Maksimum dayanim (MPa) 4.25+0.80 1.7+0.3
Uzama (%) 43.0+12.0 22.0+5.0

4.1.2. Nanofiber Yiizeylerin Modifikasyonu

Hiicresel yapisma ve ¢gogalma, biyomalzemenin topografisiyle iliskilendirilmektedir. PLLA
FDA onayli ve doku miithendisligi uygulamalarinda basarili sonuglar veren bir polimer olsa
da hidrofobik yapis1 nedeniyle proteinlerin, dolayisiyla da hiicrelerin doku iskelelerine
rahatca tutunup c¢ogalmasini kisitlamaktadir. Bu kisitlamalar1 ortadan kaldirmak i¢in
ultraviyole (UV) 1s1masi ile serbest radikalleri ortaya ¢ikaran yiizey as1 polimerizasyonu,
hava, argon vb. gazlar yardimiyla gergeklestirilen plazma islemi ve kimyasal ajanlarla 1slak

asindirma yontemi gibi ¢esitli ylizey modifikasyon yontemleri gelistirilmistir [5].

Su temas agis1 analizi diizglin geometrideki Orneklerle gerceklestirilebildiginden, yilizey
modifikasyonunun HAp iceren ve icermeyen greft malzemelerin 1slatilabilirlik 6zelliklerine
etkisi 3B elektroegirme ile aymi kosullarda iiretilmis 2B nanofiber biyomalzemeler ile
incelenmistir. Iki-boyutlu elektroegirme ile iiretilen doku iskelelerinin su temas agisi
Olciimleri PLLA ve PLLA-HAp i¢in sirasiyla 131.5+£2.3° ve 128.2+3.1° olarak bulunmustur.
HAp’in yapiya katilmasinin hidrofilisitede anlamli bir fark yaratmadigi ve iki grubun da
hidrofobik oldugu goriilerek modifikasyon islemleri PLLA doku iskeleleri {izerinden
gerceklestirilmis, sonrasinda, belirlenen uygun kosullar PLLA-HAp grubuna uygulanmastir.
Iki saat siireyle 2 boyutlu olarak iiretilen PLLA doku iskeleleri NaOH muamelesi igin
kullanilmigtir. Doku iskeleleri yaklasik 1 x 1 cm? alana sahip olacak sekilde kesilmis ve
calismalar 3 paralel iizerinden gerceklestirilmistir. Yiizey modifikasyonunda kullanilan
PLLA o6rneklerinin kiitleleri yaklasik 10 mg olacak sekilde se¢ilmistir. PLLA ic¢in 6rnekler
0.1, 0.2 ve 0.5 M NaOH ¢ozeltisinde 1 saat bekletilmis 0.5 M ve 0.2 M NaOH igerisindeki

yapilarin bozunmaya basladigi, 0.1 M’de ise herhangi bir degisim olmadig1 goriilmiistiir. Bu
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sebeple uygun NaOH derisimi 0.1 M olarak belirlenmis ve 5, 10, 15 ve 30 dakika ve 2, 4, 5
ve 6 saat siireleri denenerek su temas agisi dl¢lim sonuglarina gore uygun modifikasyon

stiresi belirlenmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Farkli siirelerde 0.1 M NaOH ¢ozeltisi i¢inde bekletilmis 2 boyutlu PLLA doku
iskeleleri a) 5 dk, b) 10 dk, c) 15 dk, d) 30 dk ve e) 2 sa, f) 4 sa, g) 5 sa, h) 6 sa.

Cizelge 4.2’de NaOH modifikasyon siiresinin artmasiyla su temas ag¢ismin azaldigi
gOriilmiis ve bu sonuglara paralel olarak modifikasyon i¢in 6rneklerin 0.1 M NaOH ¢ozeltisi
icerisinde 6 saat bekletilmesine karar verilmistir (Sekil 4.7). Literatiirde yapilan bir
calismada PLA doku iskelesinin farkli yontemlerle modifiye edilmesinin su temas agisini
69-72° arahiginda degistirdigi ve hiicre yapigsmasmi destekledigi goriilmiistiir [127]. Bir
baska ¢aligmada ise PLGA doku iskelesinin 5 dk siireyle 0.1 M NaOH modifikasyonu
sonucu su temas agisinin 98 dereceye diistiigii ve hiicre yapismasinin arttigi belirlenmistir
[128]. Su temas agis1 6lglim sonuglart literatiirle kiyaslandiginda, modifikasyon isleminin

hiicrelerin malzeme yiizeyine tutunup yapismasini destekleyecegi diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.2. Farkli siirelerde 0.1 M NaOH ¢6zeltisi iginde bekletilmis 2 boyutlu PLLA doku

iskelelerine ait su temas agis1 degerleri.

5 dk 10 dk 15 dk 30 dk 2 sa 4 sa 5sa 6 sa

123.1+8.1 117.1£11.8 121.9+6 106.3+8.3 113.9£5.3 118.1+6.9 107.9+12.5 73.8+12.3
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Sekil 4.7. iki-boyutlu PLLA doku iskelelerine ait su temas ag1s1 goriintiileri a) modifikasyon

oncesi, b) 0.1 M NaOH igerisinde 6 saat bekletilen grup.

Sekil 4.8’de verilen SEM goriintiisii, ylizey modifikasyonunun fiberlerin genel itibariyle
morfolojisini koruyarak yapiy1 bozmadigi ve basarili bir sekilde uygulandigini gdstermistir.
NaOH kullanimnin, fiber yiizeylerde gézenek miktarinin artmasina sebep oldugu ve NaOH
derisimiyle hidroliz siddetinin arttig1 bilinmektedir [129]. Sekil 4.8¢c ve d’ye bakildiginda
gozeneklerin modifikasyon uygulanmayan gruplara kiyasla daha biiyiik boyutta oldugu
goriilmektedir. Modifikasyon gruplarinda gézenek boyutlar1 yaklasik ~70 pm’ye kadar
ulagmugtir. Literatiirde gbézenek boyutu 70-250 pum araliginda oldugu zaman kemik
hiicrelerinin biiylimesinin desteklendigi gosterilmis, buradan da ¢alismada gelistirilen greft
malzemelerin literatiirle uyumlu olarak kemik doku rejenerasyonunu destekleyebilecegi
distinilmistir [130]. Ayrica, alkalizasyonun yiizey topografisini degistirdigi ve
plirtizlilliigii arttirdig bilinmektedir. Yoon vd. [131], piiriizsiiz bir ylizeyin hiicre yapismasi
icin yeterli olmadigini gostermislerdir. Sekil 4.8c ve d’de daire igine alinarak gosterilen

bolgelerde fiber yiizeylerindeki piiriizliiliigiin literatiire benzer sekilde arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.8. Uc-boyutlu malzemelere ait SEM goriintiileri a) PLLA, b) PLLA-HAp, c)
PLLA/M, d) PLLA-HAp/M (M: NaOH modifikasyonu). Oklar kopan fiberleri,

daireler ise fiber yiizeyinde meydana gelen piiriizliiliigii gostermektedir.

Sekil 4.9°da HAp, PLLA ve PLLA kompozit doku iskelelerine ait ATR-FTIR spektrumlar1
gosterilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi, 1000-1500, 1700-1800 ve 2900-3000 cm™ dalga
boyu araliklarinda PLLA polimerine ait karakteristik pikler goriilmektedir [132]. 1749,
1178, 1128 ve 1083 cm™’de goriilen pikler PLLA ana zincirindeki ester gruplarma ait
karakteristik absorpsiyon bandlarina aittir [132]. HAp’in yapiya katilmasiyla 558, 605 ve
1020 cm™’de goriilen yeni pikler fosfat gruplarinin varh@mi gostermektedir. ATR-FTIR
sonuglartyla HAp’mm PLLA doku iskeleleri yapisina basarili bir sekilde katildig:

gorilmiistiir.
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Sekil 4.9. Malzemelere ait ATR-FTIR spektrumlari (M: NaOH modifikasyonu).

Hidroliz reaksiyonu sonucunda, ester baglar1 karboksil ve hidroksil gruplari olugturmaktadir
(Sekil 4.10) [77]. Modifikasyon sonrasinda C=0 bandmin siddetindeki azalma yapidaki
ester gruplarmin karboksilik asit olusumunu sagladigi ve yapmin hidrofilisitesinin arttigini
gostermektedir [133]. PLLA ana zincirindeki ester gruplarina ait 1178, 1128 ve 1083 cm’
Lde goriilen piklerin siddetindeki azalmalarla NaOH etkisi dogrulanmistir. 1 M NaOH
kullanilarak yapilan bir ¢calismada PLLA fiberlerin FTIR spektrumunun 3200-3500 cm*
araliginda degisim gbzlenmis ve bunun NaOH konsantrasyonuna bagl olarak artan —OH—
etkisi sonucunda oldugu diistiniilmiistiir [66]. Sekil 4.9°da bu sekilde anlamli bir degisim
goriilmemis, bu durumun diisiik molaritede NaOH tercih edilmesinden kaynaklandig:

seklinde yorumlanmustir.

CHy
R 4)\( 5 _ Alkalin VL }/J\( %
O
n Hidrohzr
O CH,
Poli (laktik asit) Karboksil Grubu Hidroksil Grubu

Sekil 4.10. Hidroliz sonucu, PLA zincirlerindeki ester baglarindan yeni karboksil ve

hidroksil u¢ gruplarinin olusumu ([134]’ten degistirilerek).

Cizelge 4.3'te NaOH modifikasyonu uygulanan ve uygulanmayan greft gruplarinin

ozellikleri verilmistir. Modifikasyonun, bozunma hizi ve su tutma yiizdesi gibi degerleri
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onemli 6l¢iide degistirdigi goriilmiistiir. Kemik ECM’si, temelde ¢aplar1 50-500 nm arasinda
degisen nanofiber formda, yapisiyla hiicre davraniglarini kontrol eden kolajen proteininden
olusur ve kolajen nanofiberlerin arasina amorf formda HAp nanoparcaciklar yerlesmistir
[135]. PLLA igerikli farkli greft gruplara ait sonuglar Cizelge 4.3’te verilmis ve bu

sonuglarla kemik ECM’sini taklit edebilen fiber yapilarin tiretildigi dogrulanmustir.

Cizelge 4.3. NaOH modifikasyonu uygulanan ve uygulanmayan greft gruplarinin

karakteristik ozellikleri.

Malzemeler Ortalama cap  Su temas agisi Kiitlece Su tutma
(nm) (©) bozunma (%) kapasitesi (%0)

PLLA 460 + 147 131.5+3.3 3.0+0.8 942 + 325

PLLA/M 492 + 196 73.8+12.3 - 1194 + 206

PLLA-HAp 425 + 127 128.2+25 50+£0.9 431 +188

PLLA-HAp/M 508 + 102 84.2+8.1 10.0+0.8 705 + 405

Sekil 4.11°de 28 giin boyunca 25 mL PBS igerisinde bekletilmis doku iskelelerine ait su
tutma kapasitesi grafigi verilmistir. Ik 10 giinde tiim gruplarm su tutma kapasitelerinde ¢ok
hizl1 bir artis olmus, sonrasinda dengeye ulasilmistir. Yirmi sekiz giin sonunda yukaridaki
cizelgede verildigi lizere modifiye edilmis doku iskelelerinin modifiye edilmemis olanlara
kiyasla su tutma kapasitesi degerleri daha yiiksek bulunmustur. Bu veriler, alkali

muamelesinin, iskelelerin hidrofilisitesini arttirdigin1 dogrulamaktadir.
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Sekil 4.11. Greft gruplarma ait 28 giinliik su tutma kapasitesi grafigi (n=3).
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PLA yar1 kristalin ve hidrofobik bir polimerdir ve biyobozunurlugu in vitro’da 1-2 yil
arasinda degigsmekle birlikte yapilan bir calismada yiliksek molekiil agirligina sahip PLA’nin
tamamen emiliminin in vivo siiregte 2 ile 6 yil arasinda gergeklestigi rapor edilmistir [36].
Cizelge 4.3’ten goriildigi tlizere 58 gilinliik bir biyobozunma siirecinde PLLA ve PLLA-
HAp doku iskelelerindeki kiitle kayb1 yaklasik %4-5 seviyelerinde gerceklesirken, modifiye
edilen PLLA-HAp/M gruplarinda bu oran %10 olarak bulunmustur (Sekil 4.12). Modifiye
grubunun 2 aylik siire sonunda %10 bozunmasiyla, orta donemde iyilesmesi beklenen kemik

hasarlarmin tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.12. Kompozit greft gruplarma ait 58 giinliik biyobozunma grafigi (n=3).

Tim bu sonuglar géz Oniine alindiginda, PRP uygulamasi ve diger ¢aligmalar i¢in uygun
malzeme grubu olarak 0.1 M NaOH igerisinde 6 saat muamele edilen kompozit PLLA-

HApP/M segilmistir.

Bundan sonraki basliklarda, secilen kompozit malzeme grubu PLLA-HAp olarak
isimlendirilmis, PRP destekli olan gruplar ise PRP+PLLA-HAp olarak ifade edilmistir.

4.2. PRP Uygulamasi

Kanm santrifiij islemine tabi tutulmasiyla PRP izolasyonu gergeklestirilir. Tez ¢aligmasi
kapsaminda da saglikli bireylerden kan alinmis ve santrifiij isleminin ardindan PRP bagar1
ile izole edilmistir (Sekil 4.13). Biiyiime ve farklilagma faktorlerince zengin otojen trombosit

konsantrasyonu (PRP), normal kandakinin 3 kati kadar yaklasik (1,000,000/uL) trombosit
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icermektedir [79, 80]. Goniillii bireylerden alinan kandaki ve bu kandan elde edilen
PRP’deki trombosit sayist hemogram testiyle belirlenmistir. Hazirlanan tim PRP
orneklerinde trombosit sayisinin tam kana gore arttig1 gorillmiistiir. Venoz kanda 200,000
trombosit/uL bulunurken, PRP’de yaklasik 1,100,000 trombosit/uL olarak tespit edilmistir.
Normal kana kiyasla izole edilen PRP’de yaklasik 5 kat daha fazla trombosit bulunmasi, bu

verilerin literatiirle uyumlu oldugu gostermektedir.

Hasta kani, antikoagulant iceren Santriftij islemi sonrasi kan PRP, enjektér ile alinarak
tiiplerde alinir. katmanlarina ayrisir. uygulamaya hazir hale getirilir.

Sekil 4.13. Tez c¢alismas1 kapsaminda gergeklestirilen PRP izolasyonunun sematik

gosterimi.

Trombositlerin aktivasyonuyla birlikte platelet alfa graniilleri icerisinde bulunan ve cesitli
dokularin biiyiime ve gelisiminin diizenlenmesinde 6nemli role sahip polipeptit yapili
biiytime faktorlerinin (GF) salimi gerceklesir [99]. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda PRP
icinde basta PDGF, TGF-81, TGF-B2 olmak iizere pek ¢ok Onemli biliylime faktorii
bulundugu ve IGF-1’in de periferal kandaki trombositlerde mevcut oldugu gosterilmistir
[100]. Biiytime faktorleri, hedef hiicrelerin yiizey reseptorleriyle baglant1 kurarak hiicre i¢i
sinyallesmeyi saglar ve bunun sonucunda rejenerasyon icin gerekli olan mRNA’nin ve
proteinlerin transkripsiyonunu arttirir [101]. Ayrica, PRP ortopedik islemlerde eklem i¢inde
tyilestirme 6zelligine sahiptir. Yapisinda bulunan ve transforme edici biiytime faktorii (TGF-
B) ve plateletten tiiretilmis biliylime faktorii (PDGF) bag dokusu onariminda ve kemik

yenilenmesinde etkin rol oynar [6].

PRP'nin aktivasyonu endojen veya ekzojen yollarla gergeklestirilebilmektedir. Siire

acisindan hizli ve maliyet bakimimdan da uygun donma/¢6zme dongiilerine bagli endojen
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yolla aktivasyon, trombositlerin tahribati nedeniyle GF'lerin salimmi etkilemektedir.
Ekzojen yolla aktivasyonda ise trombin, kolajen ve kalsiyum Kkloriir gibi ajanlar
kullanilmaktadir. Ancak, kullanilan trombinin antikoagiilant gibi davranmasi ve buna bagl
olarak da istenmeyen reaksiyonlara zemin hazirlayabilmesi sebebiyle tez c¢aligmasi

kapsaminda PRP aktivasyonu igin %10 (w/v) CaCly tercih edilmistir (Sekil 4.14) [93, 95].

Sekil 4.14. PRP  aktivasyonunun (fibrin polimerizasyonunun) makroskobik olarak
goriintiilenmesi (Sayilar, PRP:%10 CaCl, karisiminin hacimsel olarak oranlarini
gostermektedir). b, ¢) Farkli biiyiitmelerdeki PRP+PLLA-HAp greftlerinin SEM
goriintlileri. Kirmizi daireler trombositleri, oklar ise fibrin ag yapiy1

gostermektedir.

PRP’nin, trombosit aktivasyonunu saglayan kalsiyum ile muamelesinin fibrin ag olusumuna
yol a¢t1g1 bilinmektedir [136]. Trombositlerin boyutlar1 2-4 um olup Sekil 4.14’te gosterilen
yap1 biyiiklikce ve fibrin ag yapist bakimindan literatiirle uyumludur [137-139].
Trombositlerin dinlenme durumlarindaki kiiresel tipik morfolojide degil, aktivasyona
yonelik oval morfolojide oldugu goriilmiistiir. Ayrica ekzositik vezikiillerin varhigi da
aktivasyonu kanitlamaktadir [140]. Sekil 4.14°te fibriller arasinda hapsolmus ¢oklu
trombosit hiicre elemanlar1 da gézlenmistir [140]. Buradan yola ¢ikarak malzeme ylizeyinin
trombositlerle kaplandigi ve kalsiyum kaynagi olarak segilen CaCl; ile aktivasyonun basar1

ile gergeklestigi goriilmektedir.

Trombosit aktivasyonunun belirlenmesinde kullanilan diger bir yontem ise akis

sitometrisidir. Akis sitometrisi, graniillerin trombosit membranina yapigarak hiicre
yiizeyinde ortaya ¢ikan P-selektin (CD62) ve glikoprotein-llb/llla (CD41/61) gibi

proteinlerin  fibrinojene baglanmasi sonucu olusturdugu yeni epitoplarin antikor
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kullanimiyla belirlenmesi ilkesine dayanir [141]. Aktivasyonun en 6nemli belirteglerinden
olan CD62 ve CD41/61 ylizdesi Sekil 4.15a ve c¢’de gosterilen PRP 6rneklerine (%15)
kiyasla, Sekil 4.15d’deki CaCl, ile karistirilmis PRP 6rneklerinde yaklasik 4 kat (%60) fazla
bulunmustur. Kutlu vd. [102], PRP izolasyonu i¢in ii¢ farkli yontem denemisler ve akis
sitometrisi ile antikor yiizdelerini incelemislerdir. Analiz sonuglarinda ii¢ farkli yontemde
de CD62 antikor pozitif hiicre degeri, tez ¢alismasinda aktiflesmemis PRP i¢in sunulan
degerlere benzer sekilde bulunmustur. Wenche vd. [142], trombosit aktivasyonu sonucunda
olusan topaklagsmay1 (aglomerasyon-PAg) incelemek i¢in aktivasyon belirteci olan CD62P
ekspresyonunu ve lokositlerin igerigini akis sitometrisi ile incelemislerdir. Trombosit
aktivasyonu i¢in ise agonist olarak adenozin difosfat (ADP) ve kolajen kullanmislardir. Akis
sitometrisiyle elde edilen sonuglar, aktiflesen serbest haldeki trombosit sayisiin, ADP veya
kolajen ile arttigin1 gostermis ve bu da trombositlerin aktive olurken PAg olusturmak igin
kolayca etkilesime girdikleri seklinde yorumlanmistir. Tez kapsaminda elde edilen bu
sonuclarla, PRP aktivasyonun basarili bir sekilde literatiirle uyumlu olarak gerceklestigi

ortaya konmustur.
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Sekil 4.15. PRP ve CaCl;-PRP orneklerinin akis sitometrisi sonuglar1 a, ¢) PRP ve b, d)
PRP:CaCl; karigimi (CD62: P-Selektin, CD41/61: Glikoprotein-11b/111a).
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4.3. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarn

4.3.1. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

Doku iskelesine hiicre ekimi dogrudan ve dolayli olmak iizere iki ayr1 kategoride
gerceklestirilmektedir. Dogrudan ekim, Petri kabina yerlestirilen iskelenin merkezine kiigiik
hacimdeki hiicre siispansiyonunun enjekte edilmesi islemidir ve bu yontem genellikle diisiik
verimle sonuglanir [120]. Dolayli ekim yontemlerinde ise dinamik bir ortam vasitasiyla
stispanse haldeki hiicrelerin tutunmasi saglanir. Hiicrelerin iskele boyunca hareketini
saglayan doner kap (spinner flask) tekniginde, statik ekime gore hiicre tutunmasinin daha
etkili ve biiytimenin daha hizli oldugu goriilse de ¢eliskiler hala devam etmektedir [120].
Daha da 6nemlisi, doku miithendisligi uygulamalar1 i¢in bir¢ok yontem olsa da ideal teknik
heniiz belirlenmemistir. Bu sebeple, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda oncelikle uygun ekim
teknigini belirlemek i¢in statik ve dinamik ekim yontemleri denenmis ve uygun yonteme
karar verildikten sonra ana ¢alismaya gecilmistir. Statik ekimde hiicreler iskele {izerine
mikropipetlerle ekilirken, dinamik ekimde steril Eppendorf tiipleri kullanilmis ve santrifiij
islemi gergeklestirilmistir. Doku iskeleleri i¢erisinde bulunan hiicrelerin metabolik aktivitesi

ve proliferasyonu MTT analizi ile takip edilmistir.

Sekil 4.16’da ilk 7 giin boyunca tiim gruplar benzer absorbans degeri vermistir. Ancak, 14.
giiniin sonunda ise hiicre proliferasyonunun tiim doku iskeleleri i¢in belirgin hale geldigi
goriilmiistiir. Kiiltiir siiresi boyunca istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamasa da
beklenenin aksine statik ekim gerceklestirilen gruplarda hiicre proliferasyonu daha yiiksek
bulunmustur. Dinamik ekimde de hiicre proliferasyonu kiiltiir boyunca devam etmis, ancak
statik ekimdeki kadar hizli gergeklesmemistir. Bunun sebebi 3 dongiide gerceklestirilen 500
rpm santrifiij isleminin hiicre tahribatina neden olabilecegi seklinde yorumlanmistir.
Dinamik ve statik ekim gruplar1 kendi i¢inde PRP yiiklii olan ve olmayan doku iskeleleri
seklinde karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmasa da ozellikle

14.giinde PRP varliginin hiicre proliferasyonunu destekledigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.16. Preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin kiiltiiriin 1, 7 ve 14. giinlerinde elde
edilmis PLLA-HAp igerikli doku iskelelerindeki MTT sonuglar1 (D: Dinamik,
S: Statik ekim). Istatistiksel olarak anlamli farklar, S/PLLA-HAp iskelesi
kontrol grubu iken: n=3; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.

Gelecek calismalarda, santrifiij hizi ve siiresi i¢in optimizasyon yapilarak hiicrelerin
proliferasyonunun arttirilabilecegi 6ngoriilebilmektedir. Tiim bu sonuglardan yola ¢ikarak
bundan sonraki in vitro ¢alisma igin statik hiicre ekimi tercih edilmis ve hiicre proliferasyonu
21 giinliik MTT analizi sonuglarina gore degerlendirilmistir (Sekil 4.17). Yedinci giiniin
sonunda, hiicrelerde anlamli bir metabolik aktivite artis1 gdzlemlenmemis ve bu durum,
hiicrelerin bulunduklar1 ortama alisma fazinin uzun stirmesiyle ac¢iklanmistir. On dordiincii
giin sonunda PRP yiiklii greftlerdeki hiicrelerin absorbansi baglangica gore yaklasik 2 kat
artmusg, ancak diger grupta absorbansin anlamli olarak degismedigi ve adaptasyon siiresinin
devam ettigi goriilmistiir (p<0.01). Yirmi bir giiniin sonunda ise PRP yiiklii kompozit greft
gruplarinda absorbans degerinin 4 Kat, diger grupta ise 2 kat arttig1 goriilmiistiir (p<0.001).
Bu fark PRP’nin hiicre proliferasyonunu destekledigini ve hiicrelerin metabolik aktivitesini
arttirdigint kanitlamaktadir. Ayrica, 14. ve 21. giinler arasinda hiicre proliferasyonunun
devam etmesi, PLLA-HAp ve PRP+PLLA-HAp doku iskelelerinin, hiicre yapigsmasini ve

proliferasyonunu destekledigini gostermektedir.
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Sekil 4.17. Preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin kiiltiiriin 1, 7, 14 ve 21. giinlerinde elde
edilmis PLLA igerikli doku iskelelerindeki MTT sonuglar1. Istatistiksel olarak
anlamli farklar, PLLA-HAp iskelesi kontrol grubu iken: n=3; * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. PRP+PLLA-HAp iskelesi giinlere baglh
olarak kendi i¢ginde kiyaslandiginda n=3; e p<0.05, ee p<(0.01, eee p<0.001,
eeee p<(0.0001.

Zhang vd. [143], PRP’nin klinikte kullanilabilirligini belirlemek igin farkl antikoagiilan ve
pihtilastiricilarin PRP iizerindeki etkisini incelemislerdir. Kemik iligi mezenkimal kok
hiicreleri (BMSCs) PRP jel iizerine ekilerek, hiicre proliferasyonu 7 giinliik MTT analizi ile
degerlendirilmistir. PRP icermeyen kontrol grubuna kiyasla aktive edilmeyen ve edilen PRP
gruplarinin, kiiltiir siiresi boyunca hiicre sayisini arttirdig1 goriilmiistiir. Bir bagka calismada
ise kikirdak rejenerasyonunu desteklemek i¢in BMSC’nin lentiviriis kaynakli kemik
morfogenetik proteini-2 (BMP2) ve PRP ile kullanimi, hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1 ve tavsan
dizindeki defekt modeli ile arastirilmistir. Hiicre proliferasyonu MTT analizi ile incelenmis
ve bir Onceki ¢aligmaya benzer olarak PRP’nin BMSC’lerin ¢ogalmasmi destekledigi
goriilmiistiir [144]. Bu analizler ile tez kapsaminda iiretilen PRP destekli PLLA-HAp
nanofiber doku iskelelerinin, literatiirle uyumlu olarak hiicrelerin yapismasini, yayilmasini

ve ¢ogalmasini destekledigi sonucuna ulasilmistir.
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4.3.2. Hiicre Morfolojilerinin Belirlenmesi
PLLA igerikli greft malzemelerindeki hiicrelerin morfolojisi ve ECM’leri kiiltiirtin 7. ve 21.
giinlerinde, konfokal mikroskobu ile incelenmistir. Hiicreler biyomalzemeler iizerine

yapismis, ¢ogalmis ve yogun bir sekilde ECM sentezi gergeklestirmislerdir (Sekil 4.18).

7. glin PLLA-HAp

21. giin PLLA-HAp 7. Giin PRP+PLLA-HAp

21. Giin PRP+PLLA-HAp

Sekil 4.18. PLLA-HAp ve PRP+PLLA-HAp greftleri tizerindeki MC3T3-E1 hiicrelerinin
konfokal mikroskobu goriintiileri. Goriintiilerdeki kirmizi renk propidyum
iyodiir ile boyanmis hiicre ¢ekirdegini, yesil renk ise Alexa fluor ile iskeletsel F-
aktinleri gostermektedir. Cizgiler dlgekleri temsil etmektedir (beyaz: 100 pm,

mavi:50 pm, kirmizi:25 um).

74



Yedinci giin 6rnekleri izerinde hiicre yogunlugunun az oldugu ancak uzun mesafelerde bile
hiicreler arasinda baglant1 kurulabildigi goriilmiistiir. F-aktin fiberlerin varligi ile hiicrelerin,
hiicresel faaliyetler icin gerekli bilgileri birbirleriyle paylastigi anlasilmaktadir. Konfokal
mikroskobu goriintiilerinden elde edilen sonuglar, MTT analiziyle uyumlu olarak kiiltiiriin
21. giiniinde, 7. giine kiyasla tiim iskelelerde daha fazla hiicre oldugunu desteklemektedir.
Kullanilan konfokal mikroskobuyla malzemelerin en fazla 500 pm derinligine kadar
inilebilmektedir. Iskelelerin farkli koordinatlarda cekilen goriintiileriyle (sol bastan ilk
resimler) hiicrelerin sadece ylizeyde ¢ogalmadigi ayn1 zamanda malzemenin i¢ine dogru da

difiize olup homojen bir sekilde dagildig1 goriilmiistiir.

Biiylime ortamindaki osteoprogenitor hiicrelerin, genellikle aktin stres fiberlerinin paralel
uzandig: fibroblast benzeri yapida oldugu ve farklilasma ortaminda hiicre morfolojisinin
kiibik bir yapiya doniistiigii bilinmektedir [145]. Bu durum, osteojenik farklilagma ile birlikte
hiicre morfolojisinde organizasyonel degisimlerin de oldugunu gostermektedir [146].
Ozellikle PRP+PLLA-HAp gruplari igerisinde bulunan hiicre iskeletindeki aktinlerin ¢apraz
yerlesiminin, MC3T3-E1 hiicrelerinin osteojenik farklilasmasina yonelik bir isaret oldugu

diistiniilmiistiir.

4.3.3. Osteojenik Farkhilasmasinin Belirlenmesi

4.3.3.1. Alkalin Fosfataz (ALP) Aktivitesi

Alkalin fosfataz (ALP), fosfat esterlerinin hidrolizini katalizleyen bir enzim olup kemik
matrisi mineralizasyonunda 6nemli bir role sahiptir. Bu enzim, preosteoblastik hiicrelerin
erken donem farklilasmasmi degerlendirmek i¢in kullanilir [2, 147]. Hiicrelerin PRP ve
PLLA-HAp icerikli doku iskeleleri lizerindeki ALP aktivitesi degerlerine ait grafik Sekil
4.19°da gosterilmistir. ALP aktivitesi 14. giin sonunda PRP+PLLA-HAp gruplarinda 3 Kkat
artmus, sonrasinda ise her iki grup igin de azalmistir (p<0.05). Mineralizasyon, ALP {iretimi
maksimum seviyeye ulastiktan yani matris olgunlastiktan sonra baglamaktadir [35].
Dolayisiyla, ALP aktivitesi seviyesindeki azalma, MC3T3-E1 hiicrelerinin tiim iskelelerde

matris mineralizasyonuna dogru ilerledigini gostermektedir.
Analiz siiresi boyunca 14. giin verileri diginda anlamli bir fark olmamasma ragmen PLLA-
HAp doku iskelelerindeki ALP aktivitesinin, PRP yiiklii iskelelere kiyasla daha fazla oldugu

goriilmektedir. Kasten vd. [90], PRP’nin hMSC ¢ogalmasinda ve osteojenik farklilagsmasi
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tizerindeki etkisini kalsiyumca eksik olan sentetik hidroksiapatit (CDHA) ve B-trikalsiyum
fosfat doku iskelelerini kullanarak incelemislerdir. Calisma sonunda, tez kapsamindaki
sonuclara paralel olarak PRP ilavesinin, iskeleler iizerindeki hiicre proliferasyonunu
arttirrken ALP aktivitesinde anlamli bir fark yaratmadigmi gérmiislerdir. Bunun sebebi
olarak da hiicre donorlerinin ve PRP havuzlarmm yiiksek standart sapmaya sebep olmasi
diistiniilmiistiir. Ciinkii PRP icerisinde bulunan biiylime faktorlerinin miktari, yasa ve

cinsiyete gore degisebilmekte ve bu da ALP aktivitesini etkilemektedir [90].
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Sekil 4.19. Preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin PLLA igerikli nanofiber doku iskeleleri
iizerindeki ALP aktivite degerleri. Istatistiksel olarak anlaml1 farklar, PLLA-
HAp iskelesi giinlere gore kendi iginde kiyaslandiginda: n=3; * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.

4.3.3.2. Gen Ekspresyonu Analizleri

MC3T3-E1 hiicrelerinin osteojenik farklilasmasi RT-PCR analizleriyle incelenmis ve bu
amagla erken, orta ve ge¢ donem genleri olan ALP, COLL | ve OCN genlerinin ekspresyon
ifadeleri degerlendirilmistir. Hiicrelerin PRP ve PLLA igerikli doku iskelelerindeki gen
ekspresyon seviyeleri 2722t ygntemiyle hesaplanmis ve karsilastirma yapabilmek icin

kontrol geni olan B-aktin ifade seviyesi ile normalize edilmistir. Kontrol grubu olarak PLLA-
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HAp gruplarindaki 7. giin ekspresyon seviyeleri 1 olarak alinmistir. Diger gruplardaki gen
ekspresyon seviyeleri ise PLLA-HAp gruplarindaki 7. giin degerlerinin katlar1 seklinde

verilmistir.

Sekil 4.20°de hiicrelerin PLLA igerikli doku iskelelerinde eksprese ettigi ALP genine ait
sonuglar gosterilmistir. On dordiincii giin disinda ALP ekspresyon seviyesi bakimindan iki
malzeme arasinda anlamli bir fark bulunamamis, ancak PRP i¢eren PLLA-HAp doku
iskelelerinde ALP gen ekspresyonunun 14. giinde yaklasik 17 kat arttigi gorilmistiir
(p<0.01). PLLA-HAp doku iskelelerinde de ALP ekspresyonu, ALP aktivitesi degerlerine
(Sekil 4.19) benzer olarak en yiiksek degeri kiiltiiriin 14. giinlinde gdstermis ve sonrasinda
azalmistir. Mineralizasyonun, ALP iiretimi maksimum seviyeye ulagip matrisin
olgunlastiktan sonra basladig1 bilinmekte ve Sekil 4.20’deki sonuglar da ALP aktivitesindeki
azalmanm iskelelerdeki MC3T3-E1 hiicrelerinin matris mineralizasyonuna dogru

ilerledigini dogrulamaktadir.

Bir caligmada, Hint ipegi ve HAp kullanilarak nano yapida kemik doku iskeleleri
gelistirilmistir. Fabrikasyon yontemi olarak koaksiyel elektroegirme yontemi ve ¢oziicii
olarak da yesil su (green water) tercih edilmistir. Osteoblast benzeri hiicreler (MG63)
kullanilarak  malzemelerin  hiicre proliferasyonu ve farklilasmasindaki etkinligi
incelenmistir. Alkalin fosfataz aktivitesinin 7 giin siiresince arttigi, ancak 10. giiniin sonunda
ise belirgin bir sekilde azaldigi goériilmiistiir. Bu sonuglar da kemik gelisiminde erken
dénemin tamamlandig: ve ileri fazlara gegildigi seklinde yorumlanmustir [148]. Chen vd.
[149], insan adipoz kokenli kok hiicrelerin (hADSC) proliferasyonunu ve osteojenik
farklilasmasmi desteklemek i¢cin PRP ve BMP’nin etkisini incelemislerdir. Kontrol geni
olarak Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenazin (GAPDH) kullanildigi RT-PCR analizlerinde,
14. gline kadar PRP ve BMP iceren malzemelerde ALP/GADH oraninin yaklasik 10’lara
kadar artt1g1 ve 21. giinde ise ALP/GADH oraninin 5’lere kadar diistiigli goriilmiistiir. Tiim
bu sonuclar ve RT-PCR ile eksprese edilen ALP degerleri, PRP’nin erken donem osteojenik
farklilagmay1 destekledigini gostermektedir.
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Sekil 4.20. PLLA igerikli nanofiber doku iskelelerinde kiiltiire edilen MC3T3-E1
hiicrelerinin ALP ekspresyon seviyeleri. Istatistiksel olarak anlamli farklar,
PLLA-HAp iskelesi kontrol grubu iken: n=3; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,
***%  p<0.0001. PRP+PLLA-HAp iskelesi giinlere gore kendi iginde
kiyaslandiginda n=3; e p<(.05, ee p<(0.01, eee p<0.001, eeee p<0.0001.

Kolajen I (COLL I) kemik dokusunun ana bilesenlerinden ve osteojenik farklilasmanin orta
dénem belirteglerinden biridir [2]. Yeni kemik olusumu sirasinda hiicreler ¢ogalmakta ve
¢ogalan osteoblastlar da birincil gen {triinii olan COLL | salgilamaktadir. Kolajen I,
proliferasyon siiresince yogun olarak sentezlenen bir protein olup osteoblastik farklilagma
ve olgunlasma doneminde sentezi azalmaktadir [2, 150]. Sekil 4.21°den COLL | ifade
seviyesinin PRP+PLLA-HAp doku iskelelerinde, 14. giin 7 kat ve 21. giinde 5 Kkat farkla
PRP igermeyen gruba kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu ve PRP’nin osteojenik
farklilasmay1 destekledigi goriilmektedir (p<0.05 ve p<0.001). PRP gruplarinda 14.giin
sonunda COLL I seviyesi baglangica gore 14 kat artmus, 21. giine gecildiginde COLL | ifade
seviyesi 10 seviyesine diismiistiir. Bu durum, MC3T3-E1 hiicrelerinin bu doku iskeleleri
tizerinde erken donem farklilasmayr tamamlayarak matris mineralizasyonuna gectigini

gostermektedir.
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Sekil 4.21. PLLA igerikli nanofiber doku iskelelerinde kiiltiire edilen MC3T3-E1
hiicrelerinin COLL | ekspresyon seviyeleri. Istatistiksel olarak anlaml farklar,
PLLA-HAp iskelesi kontrol grubu iken: n=3; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,
***%  p<0.0001. PRP+PLLA-HAp iskelesi giinlere gore kendi iginde
kiyaslandiginda n=3; e p<(.05, ee p<(0.01, eee p<(0.001, eeee p<0.0001.

Osteokalsin (OCN), COLL I’den sonra kemik dokusunda en fazla bulunan osteoblastik bir
protein ve ayni zamanda kemik matrisinin sentezi ve mineralizasyonundan sorumlu bir
gendir [2]. Osteojenik farklilasmanin ge¢ donem belirteglerinden biri olan osteokalsin, in
vivo kosullarda kemik olusumunu yavaslatarak minerallerinin olgunlasmasini destekler. /n
vitro’da ise ¢ekirdeklenmeyi geciktirir ve asir1 kristal olusumunun oniine geger [150]. OCN
ekspresyon seviyeleri, iki biyomalzeme i¢in de kiiltiir boyunca artmaya devam etmistir ve
bu durum kiiltiiriin ilerleyen gilinlerde matris mineralizasyonunda artis olacagini
gostermektedir (Sekil 4.22). Beklenildigi gibi OCN, Kkiiltiriin ge¢ donemlerinde ortaya
cikmis ve PRP destekli greft gruplarinda, bos grefte kiyasla 21. giiniin sonunda yaklasik 20
kat artmustir (p<0.05). Tez ¢alismasi kapsaminda RT-PCR ile elde edilen OCN ekspresyon
degerleri, PRP’nin MC3T3-E1 hiicrelerinin osteojenik farklilagmasini 6zellikle 14. ve 21.

giinler arasida uyardigini gostermektedir (p<0.05).

Trombositten zengin plazma ve BMP-2’nin sert doku rejenerasyonuna olan etkisini

gbzlemlemek i¢in yapilan bir ¢calismada, MG63 hiicreleri HAp ve TCP ile desteklenmis
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kolajen/PCL igerikli biyomalzemeler iizerine ekilmis ve OCN ekspresyon degerleri 14
giinliik kiiltiir stiresi boyunca incelenmistir. Kalsiyum depolar1 ve OCN degerlerinin 14 giin
boyunca arttig1, ayrica OCN degerlerinin PRP bulunan gruplarda BMP-2 icerikli gruplara
kiyasla daha yiiksek olmasiyla PRP’nin mineralizasyonu destekledigi gosterilmistir [151].
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Sekil 4.22. PLLA igerikli nanofiber doku iskelelerinde kiiltiire edilen MC3T3-E1
hiicrelerinin OCN ekspresyon seviyeleri. Istatistiksel olarak anlamli farklar,
PLLA-HAp iskelesi kontrol grubu iken: n=3; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,
****  p<0.0001. PRP+PLLA-HAp iskelesi giinlere goére kendi iginde
kiyaslandiginda n=3; e p<(.05, ee p<(0.01, eee p<(0.001, eeee p<0.0001.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 sonucunda, MTT analizi ve konfokal mikroskobu goriintiileriyle
PRP yiiklii PLLA-HAp greft grubunun hiicrelerin malzeme yiizeyine tutunmasimi ve hiicre
proliferasyonunu arttirdigi gosterilmistir. Osteojenik farklilagmayi1 incelemek igin yapilan
RT-PCR analiziyle ise orta ve ge¢ donem belirteci olan ALP, COLL | ve OCN genlerinin
ekspresyonlari, PRP yiiklii PLLA-HAp greft grubunun MC3T3-E1 hiicrelerinin osteojenik
farklilasmasin1 arttirdigini gostermistir. [n vitro ¢ahigmalardan literatiirle uyumlu basarili

sonuglarin alinmasimin ardindan in vivo hayvan deneylerine gegilmistir.
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4.4, In Vivo Hayvan Deneyleri

Hayvan deneyleri i¢in 24 adet, 200-250 g agirliginda erkek Wistar Albino si¢an kullanilmig
ve her bir grupta 6 hayvan olacak sekilde, sicanlar 4 gruba ayrilmistir. Arastirmada
kullanilacak hayvan sayis1 gerekli 6n ¢alismalar yapilarak hesaplanmistir. Gruplar sirasiyla
kontrol (sam), otogreft (altin standart), PLLA-HAp ve PRP+PLLA-HAp’tir. PLLA-HAp ve
PRP+PLLA-HAp gruplarindaki sonuglar, grup basgina 5’er hayvan olacak sekilde verilmistir
clinkii gruplardaki eksik hayvanlara ait analizler halen devam etmektedir. Siganlarin
kalvariyumunda her iki parietal kemikte birbirinden bagimsiz 5 mm capinda kemik
defektleri olusturulmustur. Olusturulan defektler tedavi siirecinde birbirinden bagimsiz
iyilestigi i¢in her bir sigandan 2 6rnek elde edilmistir. Farkli donemlerdeki kemiklesmeyi
karsilagtirilmak i¢in erken kemiklesmeye ait doku 6rnekleri 8. haftanin, ge¢ kemiklesmeye
ait olan doku 6rnekleri ise 20. haftanin sonunda alinmistir. Deney hayvanlarmin se¢iminde
norofizyolojik olarak calismaya uygun gelismislik olarak en basit canlilar secilmistir.
Hayvan deneylerini gergeklestirecek ekip deney hayvani kullanim sertifikalarma sahip,
hayvan deneyi calismalarinda deneyimli aragtirmacilardan olusturulmus ve deneyler 3R
(replacement=hayvan kullanimini azaltic1 alternatif yontem kulanimi, reduction=miimkiin
olan en az sayida hayvan kullanimi, refinement=hayvan kaybimni azaltic1 ve hayvan refahini

arttirict onlemler) kuralia uygun olarak gergeklestirilmistir.

Makroskobik incelemede kontrol grubunda 8. ve 20. haftalik gruplarin her ikisinde de defekt
bolgesinin doldugu, ancak kemiklesme yerine sadece ince bir membran yapisiin olustugu
gbzlemlenmistir (Sekil 4.23). Altin standart olarak kabul edilen otogreft yonteminde, 8. hafta
sonunda defektlerin kapanip kemiklesmenin basladigi1 goriilmistiir. Yirminci hafta sonunda
elde edilen goriintiilerde de kemiklesmenin devam ettigi ancak fibroz tabakalarin da olustugu
tespit edilmistir. Herhangi bir kimyasal veya biyolojik ajanin yiiklii olmadig: greft (PLLA-
HAp) ve PRP yiiklenmis greft grubu (PRP+PLLA-HAp) incelendiginde 8. ve 20. hafta
orneklerinde herhangi bir yabanci cisim reaksiyonu ya da enfeksiyon gézlenmemistir.
Sekizinci hafta sonunda elde edilen orneklerde greft malzemelerinin bozunmadig: ve
tizerinde fibroz bir membran tabakasinin olustugu goriilmistiir. Yirminci hafta sonunda elde
edilen PRP yiiklii 6rnek gruplarinda ise greftlerin biiyiik bir ¢ogunlugunun bozunmaya
basladigi ve PLLA-HAp gruplarinin aksine fibr6z bag dokusundan ziyade kemik benzeri

dokularmn gelistigi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.23. Tiim gruplarda 8. ve 20. hafta sonundaki kemiklesme.

Klinik gozlem sonucunda, 20. hafta orneklerinde greft gruplarinda malzemenin biiylik
bolimiiniin bozundugu ayrica PRP yiiklenmis greft gruplarinda, otogrefttekiler gibi kemik

benzeri dokularin gelistigi tespit edilmistir.

4.4.1. Bilgisayarh Tomografi (Mikro-CT) Goriintiilemesi

Doku orneklerine p-CT analizi yapilmis ve analiz goriintiileri Sekil 4.24°te verilmistir.
Mikro-CT goriintiilerinde, 8. haftanin sonunda tiim gruplarda defekt bdlgesinin biiyiik
boliimiiniin iyilesmedigi ve kemik rejenerasyonu i¢in bu siirenin yeterli olmadigi
goriilmiistiir. Yirminci haftanin sonunda ise klinik gézlemdeki sonuglara benzer olarak
otogreftlerde defekt bolgesinin neredeyse tamamen doldugu ve PRP yiiklenmis greft

gruplarinda, otogrefttekiler gibi kemik benzeri dokularin gelistigi tespit edilmistir.
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20 .hafta

Sekil 4.24. Ttim gruplarda 8. ve 20. hafta sonunda elde edilen mikro-CT goriintiileri.

Kantitatif analiz icin ise CTVox ve CTAnN (Skyscan, Bruker, Ingiltere) yazilimlariyla sadece
defekt bolgesinde olusan yeni kemik hacmi 6l¢lilmiis ve 5 mm ¢apinda defekt hacmine
oranlanmistir. Boylece yeni olusan kemik yiizdesi kemik hacmi/defekt hacmi (BV/TV) orani
kullanilarak hesaplanmigtir (Sekil 4.25). Sekizinci haftada gruplar arasinda kontrol grubuna

gore sadece otogrefteki iyilesme anlamli derecede yiiksek bulunurken (p<0.001), 20.
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haftanin sonunda kemik rejenerasyonunun her grupta arttigr ve anlaml bir fark oldugu
goriilmiistiir (p<0.001 ve p<0.0001). Calisma sonunda, en yiiksek kemik rejenerasyonu %76
olup, beklenildigi gibi altin standart olan otogreft grubunda goriiliirken; en yiiksek BV/TV
oranina sahip ikinci grup PRP icerikli PLLA-HAp grefti (%64) olarak belirlenmistir. En
diisik BV/TV orami ise ~%25 ile kontrol (sam) grubundadir. Bu sonuglar gelistirilen
PRP+PLLA-HAp greft malzemesinin altin standarda alternatif olarak kullanilabilecegini ve
sam grubu ve bos PLLA-HAp grubu diisiiniildiiglinde PRP’nin kemik rejenerasyonunu

destekledigini gostermistir.
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Sekil 4.25. Tiim gruplarda 8. ve 20. hafta sonunda elde edilen BV/TV oranlar. Istatistiksel
olarak anlamli farklar, kontrol grubu olarak 8. hafta kontrol grubu alindiginda:
n=3-6; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. Kontrol grubu olarak
20. hafta kontrol grubu alindiginda: n=3-6; o p<0.05, co p<0.01, coo p<0.001,
oooo p<0.0001. Haftalara gore her bir grup kendi i¢inde kiyaslandiginda n=3-
6; ® p<0.05, ®® p<0.01, @@ ® p<0.001, e®ee® p<0.0001.

Yapilan bir caligmada, tavsan modelinde mandibula hasarmmin onarimi i¢in PRP’nin nano
boyutta gézenekli HAp/kolajen/PLA doku iskelesi iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. X-

1s1mas1 sonuglari, kemik mineral yogunlugunun c¢ift enerjili rontgen Olglimleri, taramali
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elektron mikroskopisi ve histoloji sonuglari, PRP’nin osteogenezi hizlandirdigini (6zellikle
ilk 4 haftada) gostermis ve bu hibrit yapinin kemik hasarlarin iyilestirilmesinde etkili bir
yaklagim olabilecegi vurgulanmistir [152]. Bir baska ¢alismada, PLGA doku iskelesi PRP
ve kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerle birlikte osteokondral hasar1 olan
tavsanin dizine implante edilmistir. Alt1 aymn sonunda kolajen II ekspresyonu, histolojik
skorlama ve diger analizlerle PRP iceren grubun yeni kemik olusumunu diger gruplardan

daha fazla destekledigi gozlemlenmistir [153].

PRP’nin kisinin kendi kanindan elde edilmesi sebebiyle immiin bir yanit olusturmadigi
bilinmektedir. Ancak tiirler arasinda etkisini inceleyen ¢caligmalar yok denecek kadar azdir.
Nakatani vd. [154], yaptig1 bir ¢calismada 3 farkli insan kanindan taze izole edilmis ve
liyofilize edilip distile suda ¢ozdiiriilmiis iki farkli PRP formununun 6 haftalik bagisiklig
olmayan farelerdeki etkisini incelemistir. PRP ¢ozeltileri, TCP partikiilleri ile karistirilarak
farelerde kranial defekt bolgesine implante edilmis ve 4. ve 8. haftalardaki doku 6rnekleri
incelenmistir. Histolojik ve immiinohistokimyasal boyamalarla PRP konsantrasyonunun
kemik doku rejenerasyonundaki etkinligini arttirabilecegi goriilmiistiir. Bir baska ¢alismada
ise 4 farkli bireyden izole edilen PRP kullanilmistir. PRP'lerin kalsiyum ve trombin ile
aktivasyonunun in vitro deneylerde biiyiime faktorleri salimini ve endotel hiicre bolinmesini
diizenledigi goriilmiis ancak timiis bezi olmayan (atimik) sigan modeliyle yapilan in vivo
hayvan deneylerinde PRP’nin erken veya ge¢ donem kemik olusumunu arttirmadigi
gOriilmiistiir [155]. Tiirler arasinda PRP kullanim etkinligi hala tartisilmaktadir ve otogreft
gruptaki kemik rejenerasyonunun gelistirilen greft malzemesinden yliksek olmasimin insan

kaynakli PRP’nin siganlarda kullanilmis olmasindan kaynaklanabildigi diisiiniilmektedir.

In vivo hayvan deneyleri sonuglari, in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarini destekler nitelikte
bulunmustur. Yirmi bir giinliik hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda gelistirilen PRP+PLLA-HAp
kompozit nanofiber kemik greftlerinin hiicrelerin tutunup ¢ogalmasmi ve farklilagmasini
destekledigi goriilmiistiir. Hayvan deneylerinde ise biyomalzemelerin, geometrisi diizgiin
olmayan hasar bolgesinin seklini kolaylikla aldig1 ve sikistirilabilir formda oldugu
kanitlanmigtir. Ayrica 20. haftanin sonunda PRP destekli greflerin kemik rejenerasyonunu
hizlandirdig1 ve altin standart olan otogrefte alternatif olarak kullanilabilecegi gdsterilmistir.
Hayvan deneylerinde histolojik ve immunohistokimyasal boyamalar devam etmekte olup,

boyamalar heniiz sonu¢glanmadig1 i¢in tez kapsaminda sonuglar sunulamamastir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez g¢alismasi kapsaminda, geometrisi diizgiin olmayan kemik hasarlarinin
tedavisinde kullanilmak {izere PRP ile biyoaktivitesi arttirilmis kemik greftlerinin
gelistirilmesi hedeflenmistir. Oncelikle, HAp nanopartikiilleri PLLA polimerine katilarak
3B elektroegirme yontemiyle nanofibréz kompozit malzemeler iretilmistir. Ardindan,
NaOH c¢ozeltisi ile fiberlerin piiriizliliigii arttirilarak hiicre yapismasi i¢in uygun doku
iskelesi topografisi elde edilmeye calisilmistir. Cesitli fiziksel ve kimyasal karakterizasyon
yontemlerinin ardindan in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ve in vivo hayvan deneyleri
gerceklestirilmistir. Deneysel ¢caligmalardan elde edilen 6nemli bulgular ise asagida sirasiyla

Ozetlenmistir.

v’ Kemik ECM’sini taklit edebilmek icin kemik inorganik yapisina benzer B-tipi HAp
nanopartikiilleri ve organik yapisina benzer olarak ise PLLA polimeri kullanilmis ve
kompozit nanofiber malzemeler 2B ve 3B elektroegirme ile iiretilmistir.

v SEM goriintiilerinin Image J programma aktarilmasiyla elde edilen sonuclarda, 2B
elektroegirme ile iiretilen PLLA-HAp greftlerinde gozenek boyutlar1 2-10 pm
arasinda bulunurken, 3B gruplarda gézenek boyutlar1 50 pm’ye kadar ¢ikmistir.
Boylelikle 3B elektroegirmeyle daha biiyilk gozeneklere sahip malzemelerin
basariyla tiretilebildigi gosterilmistir.

v" Uretilen malzemelerin termal dzelliklerini belirlemek i¢in TGA ve DSC analizleri
gerceklestirilmistir. TGA sonuglarina gore, PLLA-HAp doku iskelelerinin PLLA’ya
kiyasla daha yliksek sicaklikta bozunmaya basladig1 ve yapiya HAp katilmasinin
PLLA’nin  termal Ozelliklerinin iyilestigi  sonucuna ulasilmistir. DSC
termogramindan elde edilen sonuglara gore PLLA ve PLLA-HAp i¢in % kristalinite
degerleri %36 ve %47 olarak hesaplanmigtir. PLLA nin yapisina HAp katilmasiyla
polimerin % kristalinitesinin arttig1 goriilmiistiir.

v' Yiizey pirizliliigi arttirilarak hiicrelerin malzeme yilizeyine tutunmasi ve
cogalmasini desteklemek amaciyla modifikasyon denemeleri ger¢eklesmistir. Alkali
derisimi arttik¢a yapmin bozunmaya bagsladig1 goriilmiis ve bu sebeple optimum
derigim degeri 0.1 M segilmistir. PLLA-HAp i¢in su temas acis1 128.2+3.1° iken
modifikasyon sonrasi PLLA-HAp i¢in su temas agis1 84.2 + 8.1° olarak bulunmus ve

alkali modifikasyonuyla hidrofilisitenin arttig1 goriilmiistiir.
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v" NaOH modifikasyonu uygulanmis PLLA-HAp greftinin fiber ¢ap uzunlugu 508 +
102 nm olarak Olciilmiis PBS icerisinde gerceklestirilen 28 giinlik su tutma
kapasitesi (%) ve lizozimli ortamda 58 giinlik kiitlece bozunma (%) degerleri
sirasiyla 705 + 405 ve 10.0 £ 0.8 olarak hesaplanmistir. Modifikasyon uygulanmayan
PLLA-HAp gruplari i¢in bu degerler sirasiyla 409 + 73, 5.0 + 0.9, 431 + 188°dir.
Modifikasyon fiber ¢apinda anlamli bir fark yaratmazken bozunmay1 ve su tutma
kapasitesini yaklagik 2 kat arttirmustir.

v" Uretilen biyomalzemelerin biyoaktivitesini arttirmak i¢in biyosinyal molekiil olarak
saglikli bireylerden alinan kan ile izole edilen PRP kullanilmis ve hemogram testiyle,
izole edilen PRP’nin normal kana kiyasla yaklasik 5 kat trombosit icerdigi
bulunmustur.

v PRP % 10 CaCl; ile 2:5 (PRP:CaCl,) hacimsel oraninda aktive edilmis ve aktivasyon
etkisini incelemek i¢in yapilan akis sitometrisi analizinde, CD62 ve CDA41/61
proteinlerinin yilizdesinin aktivasyon sonrasi yaklasik 4 kat arttig1 goriilmiistiir.

v' PRP etkisini incelemek i¢in yapilan MTT analizinde analiz giinlerinde PRP yiiklii
gruplarda proliferasyonun daha yiiksek oldugu ve 21. giinliin sonunda kontrol
grubuna gore yaklasik 2 kat daha fazla hiicre sayisina ulasildig1 goriilmiistiir.

v Alexa Flour 488 ve propidyum iyodiir ile boyanan PLLA-HAp ve PRP+PLLA-HAp
greftlerindeki hiicre morfolojisi, konfokal mikroskobuyla incelenmis ve hiicrelerin
biyomalzemeler tizerine yapisip c¢ogalarak yogun bir sekildle ECM sentezi
gergeklestirdigi goriilmiistiir.

v' RT-PCR analizi ile preosteoblast hiicrelerinin osteojenik farklilasma kapasiteleri
ALP, COLL I ve OCN gen ekspresyon seviyelerine gore belirlenmistir. Erken donem
farklilasmanin belirteci olan ALP ekspresyonu 14. giinde PRP yiiklii gruplarda
yaklasik 17 kat artmig ve PRP’nin erken donem osteojenik farklilasmay1 destekledigi
goriilmiistiir. Orta donem farklilagmanin belirteci olan COLL I ise 14. giin ve 21. giin
sonunda eksprese edilmistir. Geg¢ donem farklilagsma belirteci olan OCN de kiiltiirtin
21. giiniinde PRP yiiklii grupta ortaya ¢ikmis ve kontrol grubuna gore 20 kat yiiksek
bulunmustur. PRP destekli greftlerin erken, orta ve ge¢ donem osteojenik
farklilagmay1 destekledigi gosterilmistir.

v’ In vivo cahsmalarda, 24 Wistar Albino’nun kafatasinda olusturulan kraniyal
defektlerden alinan doku Ornekleri mikro-CT goriintiileriyle incelenmis ve kemik
mineralizasyonu 6l¢iilmiistiir. En yiiksek deger otogreft gruplarinda elde edilmis ve

gelistirilen PRP+PLLA-HAp biyomalzemelerinin de erken ve ge¢ donem
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farklilagmada otogrefte alternatif kemik grefti olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
Ayrica hayvan deneyleriyle, gelistirilen malzemenin herhangi bir metalik ekipmanla
kesilmesine gerek kalmadan hasarli bolgenin seklini rahatlikla alabildigi ve cerrahi

slirecte manipiilasyon kolaylig1 nedeniyle uygulama siiresini kisalttig1 goriilmiistiir.

Yukarda agiklanan tiim deneysel veriler degerlendirildiginde, PRP yiikli PLLA-HAp
nanofibréz kompozit malzemelerinin hiicre proliferasyonunu ve farklilasmasini destekledigi
goriilmiistiir. Gelistirilen greftler geometrisi diizglin olmayan kemik hasarlarinin tedavisinde
aday bir sistem olarak disiiniilmektedir. Gelecekteki ¢aligmalar igin hiicre canliligmi,
proliferasyonunu ve farklilagsmasini destekleyen greftlerin in vivo degerlendirmesinde, 12.
hafta sonunda da 6rnek alinarak malzemelerin orta donem osteojenik farklilasmada etkisinin
incelenmesi Onerilebilir. Ayrica, borun kemik rejenerasyonundaki etkisini inceleyen
calismalar artmaktadir. HAp yerine bor katkili HAp kullanilarak da malzemelerin in vitro

kiiltiir ve in vivo hayvan ¢alismalarmin yiiriitiilmesi 6nerilmektedir.
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SAYISI : 32 Adet Wistar Albino Rat (200-250g)

Kurulumuzun  29.05.2018 tarihli toplantisinda 2018/24 kayit numarasi onaylanmig olan
“Trombositten Zengin Plazma Destekli Stkigtirtlabilir Kemik Greftleri” baghkli projeniz igin vermis
oldugunuz 05.02.2019 tarihli baghk degisikligi ve aragtirmaci revizyonu dilekgeniz, Kurulumuzun
26.02.2019 tarihli toplanusinda degerlendirilmis ve uygun bulunmugtur. Aragtirmanmn bagh
“Trombositten Zengin Plazma Destekli Stkistirilabiliv Kemik Greftlerinin in vivo Etkinliginin
Incelenmesi” olarak ve proje yiiriitiiciisii Ary. Gor. Dr. Soner CAKMAK olarak degistirilmis ve
kayitlarimiza exlenmigtir. Kurul iiyesi Prof. Dr. Sema CALIS ¢ikar atigmasi nedeniyle tartigma ve
oylamaya katilm' migtir.

tol, Dr. Sema CALIS
E

tik Kurul Bagkan
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HACETTEPE UNIVERSITEST
HAYVAN DENEYLERI ETIK KURULU iMZA SIRKULERI

TOPLANTI TARIHI VE SAATI :26.02.2019 (SALI)
TOPLANTI SAATI 113.30
TOPLANTI SAYISI :2019/02

PROJE NUMARASI :2018/24

KARAR NUMARASI :2019/02-15

Prof. Dr. Sema CALIS Prof. Dr. Nitket Omek BUKEN
(Bagkan) (Uye)

(KATILMADI) M_g‘\‘_
Prof. Dr. M 1m SARA

Une ¥ 2

(IZINLI) (IZINLID)
Prof, Dr. Mehmet Ali ONUR Prof. Dr. Giines ESENDAGLI Dog. Dr. Meltem TUNCER
(Uye) (Uye) (Oye)
(1ZINL]) LA o2 b SN
Dog. Dr. Abdullah C. AKMAN Dog. Dr. Aytekin AKYOL
(Uye) (Uye)

Dog. Dr. M. Alper CETINKAYA | Dr. Ogr. Uyesi Banu Cahide TEL

/(Uyc) (Uye) (Uye)
:) L
(1ZINLI) d’{*m"(‘
Mcvlul OK OGLU Serdar CAKIROGLU Avukat Yasemin OZSELCUK
(Uye) (Oye) (Oye)
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HACETTEPE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZ CALISMASI ORJINALLIK RAPORU

HACETTEPE UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLER ENSTITUSU
KiMYA MUHENDISLiGi ANABILiM DALI BASKANLIGI’'NA

Tarih: 20/06/2019

Tez Bashgi / Konusu: TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA DESTEKLI SIKISTIRILABILIR KEMIK GREFTLERI

Yukarida bashgi/konusu gosterilen tez calismamin a) Kapak sayfasi, b) Giris, ¢) Ana boliimler d) Sonu¢ kisimlarindan
olusan toplam 89 sayfalik kismina iliskin, 20/06/2019 tarihinde sedss®m /tez danismanim tarafindan Turnitin adli
intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin
benzerlik orani %8 dir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakca hari¢
2- Alntilar haric /<t
3- 5kelimeden daha az oértiisme iceren metin kisimlari harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Calismasi Orjinallik Raporu Alinmast ve Kullanilmasi Uygulama
Esaslari’ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirli hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.

Tarih ve imza
AdiSoyadi: SENA KOC 20.06.2015
Ogrenci No: N16126761

Anabilim Dali: KIMYA MUHENDISLIGI

Programm:

Statiisii:  [X] Y.Lisans [ ] Doktora [ Biitiinlesik Dr.

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.

Meaemee &

Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
(Unvan, Ad Soyad, imza)




8. 0ZGECMIS

Kimlik Bilgileri

Adi-Soyada: Sena KOC

Dogum Yeri: Kocaeli

Medeni Hali: Bekar

E-posta: senakoc.41@gmail.com

Adresi: Hacettepe Universitesi, Kimya Miihendisligi Boliimii, Ankara
Egitim

Lise: Merkez Bankas1 Derince Anadolu Lisesi (2011)

Lisans: Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi (2016)

Fachhochschule K6ln, Proses Miihendisligi (Erasmus) (2015)
Yiiksek Lisans: Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi (2019)

Hacettepe Universitesi Polimer Bilimi ve Teknolojisi (1 dénem) (2017)

Yabanci Dil ve Diizeyi:

Ingilizce (ileri), Almanca (orta)

Is Deneyimi

Arastirma Gorevlisi - Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimii Kimyasal
Teknolojiler Anabilim Dali, Ankara, Tirkiye (2018-halen).

Uretim Stajyeri — BASF Dilovas1 Fabrikasi, Kocaeli, Tiirkiye (2014).

Arastirma Alanlar:
e Doku miihendisligi
e Hiicre kiiltiiri calismalar1
e Biyomalzemeler

e Polimerik nanofiberler

Tezden Uretilmis Projeler ve Biitcesi:

Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklen Lisansiistl Tez Projesi, Proje No: FYL-2018- 16974, Trombositten Zengin Plazma
Destekli Sikistirilabilir Kemik Greftleri, 30,000 TL.
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Tezden Uretilmis Teblig ve/veya Poster Sunumu ile Katildigi Toplantilar:

Kog, S., Ertekin, T. S., Cakmak, S., Glimiisderelioglu, M., Trombositten Zengin Plazma
Destekli Sikistirilabilir Kemik Greftleri, Poster Sunumu, 13. Ulusal Kimya Miihendisligi
Kongresi, 3-6 Eyliil 2018, Van, Tiirkiye.

Tezden Kazanilan Odiiller:
Kog, S., Cakmak, S., Giimiisderelioglu, M., Trombositten Zengin Plazma Destekli
Sikistirilabilir Kemik Greftleri, Ilag ve Eczacilik Kategorisi Ugiinciiliik Odiilii - 8. Kimya

Ar-Ge Proje Pazar1, 27 Nisan 2019, Istanbul, Tiirkiye.

Tezden Uretilmis Yayinlar: -
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