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OZET

Cahis M., Fototerapinin yag dokusundan tiiretilmis mezenkimal kok hiicrelerin
osteojenik indiiksiyonuna etkilerinin metakrilatlanms jelatin hidrojel ile
rekonstriikte edilmis kritik boyutlu kemik defekti modelinde degerlendirilmesi.
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Ileri Plastik, Rekonstriiktif ve
Estetik Cerrahi Program Doktora Tezi. Ankara, 2019. Bu ¢alismada amaglanan,
polikromatik yolla uygulanan fotobiyomodiilasyon (FBM) yaklasiminin kemik doku
iizerinde rejeneratif etkisinin ve yag dokusundan elde edilen mezenkimal kok
hiicrelerin farklilagmasi tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesidir. Calismada 36 adet
male Sprague-Dawley sigan kullanilmis ve hayvanlar 3 esit deney grubuna randomize
olarak ayrilmistir. Tiim hayvanlarda biparietal, 6 mm. ¢apinda, yuvarlak ve tam
kalinlikta kemik defektleri meydana getirildi. Birinci deney grubu kontrol grubu iken,
ikinci grubu sadece metakrilatlanmis jelatin yapida hidrojel doku iskelesi (JEL-MA,
tigiincli grubu ise adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre (AKMKH) yiiklenmis
metakrilatlanmis jelatin yapida hidrojel doku iskelesi (AKMKH+JEL-MA)
icermekteydi. Tim gruplar kendi iginde iki alt gruba ayrilarak yarisina FBM
uygulanirken, diger yarisina uygulanmadi. Kemiklesmenin degerlendirilebilmesi
amaciyla cerrahi islem sonrasi 20. haftada hayvanlar sakrifiye edilerek kalvariyal
kemikler biitiin olarak ¢ikarildi. Elde edilen ornekler makroskopik, histolojik ve
mikrotomografik olarak degerlendirildi. Histolojik olarak yeni kemik olusumu
agisindan en yliksek degerler JEL-MA ve JEL-MA+AKMKH gruplarinda saptanmistir
ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli farklilik saptanmistir (p<0,001).
Mikrotomografik degerlendirme sonucunda en yiiksek kemiklesme ylizdesi JEL-
MA+AkMKH'lerin uygulandigi grupta elde edilmistir. FBM- 6rneklerde ortalama
olarak yiizde 60,62+6,34 kemiklesme g6zlenmisken, FBM+ olan 6rneklerde ortalama
kemiklesme ylizdesi 79,93+3,41 olarak tespit edilmistir. Fotobiyomodiilasyon alma
durumuna gore JEL-MA+AKMKH grubuna ait sonuglar karsilastirildiginda anlaml
olarak fotobiyomodiilasyon uygulama durumunun fark yarattigi gézlemlenmektedir
(p=0,002). Sonug olarak, polikromatik 151k kaynaklar1 yoluyla fotobiyomodiilasyon
uygulamasinin kemik iyilesmesine olumlu etkileri oldugu ve yag dokusundan
tiiretilmis kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmasinda uyaricit etkisi olabilecegi

yoniinde fikir vermistir.

Anahtar Kelimeler: fotobiyomodiilasyon, metakrilatlanmig  jelatin  hidrojel,
mezenkimal kok hiicre, kemik doku miihendisligi, kritik
boyutlu kemik defekti
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ABSTRACT

Cahs M., Evaluation of the effect of photobiomodulation on osteogenic
differentiation of adipose derived mesenchymal stem cells loaded in metacrylated
gelatin hydrogel scaffolds for reconstruction of critical sized bone defect model.
Hacettepe UniversityGraduate School of Health Sciences, Thesis in Advanced
Plastic Reconstructive and Aesthetic Surgery Program, Ankara, 2019. The aim of
this study was to evaluate the regenerative effect of photobiomodulation (PBM)
administered using polychromatic light sources on bone formation and on
differentiation of adipose derived mesenchymal stem cells. 36 Sprague-Dawley male
rats were divided into 3 equal groups randomly biparietal full thickness cranial bone
defects (6mm. in diameter) were created. First group eas the control group, and the
second group recieved metacrylated gelatin hydrogel scaffold (JEL-MA). Third
experimental group was treated with adiposed derived mesenchymal stem cells loaded
metacrylated gelatin hydrogel scaffold (AKMKH+JEL-MA). Each group was
subdivided and half of them received FBM while other half did not. Macroscopic,
histologic and microtomographic assessments were performed at 20th week after
transplantation to evaluate bone formation. Histologically, in means of new bone
formation significantly better results were observed in JEL-MA and AKMKH+JEL-
MA groups compared to control group (p<0,001). Microtomographic evaluation
revealed highest bone formation in AKMKH+JEL-MA group. FBM — samples show
60,62+6.34 percent bone formation in average whereas FBM+ samples displayed
mean 79,93+3,41 percent of bone formation. FBM administration significantly
affected mikrotomographic results bone formation (p=0,002). In conclusion,
administration of photobiomodulation in polychromatic fashion appears to stimulates
new bone formation and may stimulate adipose derived mesenchymal stem cells on
osteogenic differentiation.

Key Words: photobiomodulation, metacrylated gelatin hydrogels, mesenchymal
stem cells, bone tissue engineering, critical sized bone defect



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI
YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETIK BEYANI
TESEKKUR
OZET
ABSTRACT
ICINDEKILER
SIMGELER VE KISALTMALAR
TABLOLAR
SEKILLER
1. GIRIS
2. GENEL BIiLGILER
2.1. KEMIK DOKU ANATOMISI
2.2. KEMIK DOKU HISTOLOJISI
2.3. TIPTA DOKU MUHENDISLIGI UYGULAMALARI

2.4. KEMIK DOKU MUHENDISLIGi
2.4.1. Tarihge

2.4.2. Kemik doku miihendisliginde tercih edilen doku iskelesi

ozellikleri ve kullanilan polimerler
2.4.3. Doku iskeleleri ve tiretim yontemleri

2.5. KOK HUCRE KAVRAMI
2.5.1. Yag Dokusu ve Mezenkimal Kok Hiicreler

2.5.2. Yag Dokusundan Tiiretilmis Kok Hiicrelerin biyolojik

ozellikleri ve In Vitro/in Vivo Farklilasma Potansiyelleri

2.6. FOTOTERAPI KAVRAMI

Vi
vii

viii

xii

Xiii

Xiv

11

12

15



2.6.1. Diisiik seviyeli lazer ve Isik yayan diyot kavramlari
2.6.2. Plazma ark 151k kaynaklar1

2.6.3. Fotobiyomodiilasyonun hiicresel diizeyde etkileri
2.6.4. Fotobiyomodiilasyonun hiicreler tizerindeki etkisi

. GEREC ve YONTEM

3.1. CALISMADA KULLANILAN KIMYASAL MADDELER VE
BIYOLOJIK MATERYALLER

3.2. CALISMADA KULLANILAN DOKU ISKELESI MODELI

3.2.1. Metakrilatlanmis Hidrojel Doku Iskelesinin yapis1 ve iiretimi
3.2.2. Metakrilatlanmis Hidrojel Doku iskelesinin Karakterizasyonu

3.3. CALISMADA KULLANILAN AKMKHLERIN iZOLE EDILMESI
3.3.1. Sican Yag Dokusundan Mezenkimal Kok Hiicre (AkKMKH)

Izolasyonu ve pasajlanmasi
3.3.2. AKMKH'lerin karakterizasyonu ve in vivo uygulanmasi

3.4. FOTOBIYOMODULASYON ICIN KULLANILAN ISIK
KAYNAGI

3.5. DENEY GRUPLARI

3.6. ANESTEZI

3.7. CERRAHI ISLEM

3.8. CERRAHI SONRASI iZLEM

3.9. OTENAZI

3.10. MAKROSKOPIK DEGERLENDIRME

3.11. HISTOLOJIK DEGERLENDIRME

3.12. MIKRO TOMOGRAFIK DEGERLENDIRME

3.13. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME
.BULGULAR

16

18

18

21

22

22

22
23

23

24

24

25

25

26

27

28

29

29

29

29

30

31
32



4.1. HIDROJEL DOKU ISKELESININ METAKRILATLANMA
DERECESI VE KARAKTERIZASYON SONUCLARI

4.2. AKMKH’LERIN KARAKTERIZASYON ANALIZ BULGULARI
4.3. MAKROSKOPIK BULGULAR

4.4. HISTOLOJIK BULGULAR
4.4.1. Birinci grup — Kontrol / Kritik boyutlu kemik defekti grubu

4.4.2. ikinci grup — hiicresiz metakrilatlanmis hidrojel doku iskelesi

grubu, (JEL-MA)

4.4.3. Ugiincii grup — kok hiicre iceren metakrilatlanmis hidrojel
doku iskelesi grubu, JEL-MA+AKMKH)

4.5. MIKRO TOMOGRAFI BULGULARI
. TARTISMA

. SONUC

. KAYNAKCA

. EKLER

Ek 1. Turnitin Dijital Makbuz
Ek 2. Turnitin Orijinalik Raporu

Ek 3. Etik Kurul Onay1
. OZGECMIS

32

32

33

35
35

37

39

44
47

54

55

68

68

69

70
71

Xi



AKMKH
ATP
BMP
BRDU
CD
FBM
FITC
HkKH
IR
JEL-MA
LED
Max
Min
MKH
NO

ROS

Std

SVF
TGF-beta
uv
VEGF

SIMGELER VE KISALTMALAR

Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre
Adenozin trifosfat

Kemik morfojenik protein
Bromodeoxyuridin

Cluster of diffentiation
Fotobiyomodiilasyon

Floresan izotiyosiyanat
Hematopoietik kdkenli kok hiicreler
Kizil6tesi

Metakrilatlanmis hidrojel doku iskelesi
Isik yayan diyotlar

Maksimum

Minimum

Mezenkimal kok hiicreler

Nitrik oksit

Serbest oksijen radikalleri

Standart sapma

Stromal vaskiiler fraksiyon
Dontistiiriicli biiyiime faktorii beta
Ultraviole

Vaskiiler endotelial biiyiime faktorii

Xii



Xiii

TABLOLAR
Tablo Sayfa No:
3.1. Jel-MA hidrojen doku iskelesi sentez kosullari. 23
3.2. Calismada kullanilan histolojik skorlama sistemi 30

4.1. 20. haftanin sonunda Orneklerin histolojik degerlendirsilmesi ve
skorlamasina gore gruplarda elde edilen yeni kemik olusumu ve fibroz
bag dokusu olusum durumlarinin tanimlayicr istatistiksel bilgileri ve

gruplar arasi karsilagtirma 43

4.2. Mikrotomografi sonuglarina gore gruplarda elde edilen kemiklesme ve

porozite yiizdeleri ve gruplar aras1 posthoc karsilastirma 46



Sekil

2.2.
2.3.
2.4.

3.1.

3.2.

4.1.

4.2.
4.3.
44.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.
4.10.
4.11.
4.12.

4.13.

SEKILLER

Kemigin ii¢ boyutlu kesitsel anatomisi, beslenmede aktif gorev alan

Havers ve Volkmann kanallar1

Kortikal kemigin dekalsifikasyon sonrasi 151k mikroskobu goriintiisii
Glines 15181, lazer ve LED 1sinlarinin 6zellikleri
Fotobiyomodiilasyon sonrasi hiicrede meydana gelen degisiklikler

A. Tez calismasinda fotobiyomodiilasyon uygulanmasi amaciyla
kullanilan 151k kaynagi B. Calisma kapsaminda kraniyel kemik defekti

uygulanmasi
Cerrahi Islem

Calismaya kullanilan ayni tiir sigana ait AkMKH'lerin akis sitometri

sonuglari

Makroskopik Bulgular

FBM- Kontrol grubuna ait 6rneklerin histolojik goriiniimii.
FBM + Kontrol grubuna ait érnerklerin histolojik gortiiniimii.
FBM- JEL-MA grubuna ait 6rneklerin histolojik goriiniimii.
FBM+ JEL-MA grubuna ait 6rneklerin histolojik goriintimii.
FBM — JEL-MA+AKMKH.

FBM - JEL-MA+AKMKH.

FBM — JEL-MA+AKMKH.

FBM+ JEL-MA+AKMKH.

FBM+ JEL-MA+AKMKH.

FBM+ JEL-MA+AKMKH.

Mikro Tomografi Bulgulari

Xiv

Sayfa No:

17

20

26

28

33
34
35
36
37
38
39
39
40
41
41
42

44



1. GIRIS

Doku defektlerinin rekonstriiksiyonu plastik cerrahinin temel ilgi alanlarindan
olup, bunlar i¢cinde kemik doku rekonstriiksiyonu ayricalikli yere sahiptir. Kemik
onarimi i¢in giincel cerrahi tedavi segenekleri kemik greftlerinin kullanimi (1),
vaskiilarize olarak kemik transferi, distraksiyon osteogenezi ile kemik defektlerinin
giderilmesi olarak siralanabilir (2). Tiim bu segeneklerin belirli oranda sinirlamalari
ve kompikasyonlar1 mevcuttur. Bu noktada kemik doku miihendisligi ile kemik

eslenigi biyomalzemelerin elde edilmesi stratejileri olduk¢a heyecan vericidir (3).

Doku miihendisligi uygulamalari ile beraber hiicresel stratejilerin kullanimi
da son yillarda 6nem kazanmistir. Yag dokusunun kok hiicre kaynagi olarak
kesfedilmesiyle beraber (4) yag dokusundan elde edilen kok hiicrelerin rejeneratif
amagl gerek kok hiicre olarak gerekse de stromal vaskiiler fraksiyon ile uygulanmasi

plastik cerrahide popiiler yaklasimlarin basinda gelmektedir.

Isik kaynaklarinin rejeneratif perspektiften faydali elli yili askin siiredir
bilinmekle beraber polikromatik 1sik kaynaklari genis spektrumda dalga boyunda
fotobiyomodiilasyon olanagi saglamasi ile yeni bir modalitedir. Isik enerjisinin
mitokondriyal diizeyde etki ederek sitokrom C iizerinden hiicre igi ATP (adenozin
trifosfat) tretimini arttirarak bu etkiyi ortaya ¢ikardigi yakin ge¢miste ortaya
konulmustur.  Fotobiyomodiilasyonun  polikromatik 151k kaynaklar1i  ile
uygulanmasinin rejeneratif etki yarattigi yine grubumuzun ¢alismalariyla (5) ortaya
koyulmus olup, bu calismayla hedeflenen kok hiicre yiikli hidrojel doku iskeleleri
yardimiyla kemik rejenerasyonuna olan etkilerini ve kok hiicrelerin osteojenik

farklilasmasina olan etkilerinin ortaya konulmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KEMIiK DOKU ANATOMISi

Kemik doku bag dokunun 6zellikli bir formu olup, temel 6zelligi iskeletin
biiyiik bir kismin1 olusturarak viicudun destek sistemini meydana getirmektir. Temel
gorevi destek ve koruma fonksiyonlart olmasiuna ragmen, hematopoietik sistemde
kan hiicrelerinin yapimi ve bazi minerallerin depolanmasi gibi ¢ok Onemli
fonksiyonlar1 da mevcuttur. Bunlarla beraber, icin lokomotor sistem agisindan

kemikler kaslarin origo ve insersiyo bolgelerini olustururlar (6).

Uzun kemikler anatomik olarak, diafiz (diaphysis, orta kesim), epifiz
(epiphysis, iki ug¢ kisim), metafiz (metaphysis, bunlarin arasinda kalan kisa boliim)

olarak belirli kisimlara ayrilir (7).

Embriyonik olarak ise iskelet yapisi, iki ayr1 kemik tipinden olusmustur.
Mezenkimal onciilerin direkt ossifikasyonu ile membrandz kemik olusurken, kikirdak
onciiliin kemiklesmesi ile enkondral kemikler olusur. Enkondral kemiklere tipik bir
ornek ekstremitenin uzun tiibiiler kemikleri iken, aksial ve kraniofasiyal iskelete ait

kemikler membrantz kemiklere 6rnek olarak verilebilir (8).

Kemik dokunun eklem dis1 kisimlar en dista, periosteum ile sarilir. Periost, kirik
iyilesmesi ve anjiyogenezde dnemli role sahiptir ve histolojik olarak, dista fibroz kismi
yer alirken ve igte osteojenik kismi bulunmaktadir. Zengin bir kanlanmasi olan olan
osteojenik tabaka kemikle devamlilik gosterir ve kemikte horizontal planda biiylimeyi

saglar. Digta yer alan fibroz kisim ise eklem kapsiilii ile devamlilik gosterir (1).
Morfolojik olarak kemik dokuda iki temel kisim bulunur (9):
o Kortikal (kompakt) kemik
e Kanselloz (sponjiydz) kemik

Kortikal kemigin i¢ yiiziinde endosteum ad1 verilen, kemik iyilegsmesinde roli
oldugu disiiniilen fibroéz bir ortii yer alir. Kortikal kemigin i¢inde yer alan kavitede,

kemik iligi ve kanselloz kemik bulunur. Kanselloz kemik, trabekiiler kemikten



olusmus olup, kortikal kemik ve kemik iligi i¢in destek saglar ve olgun osteonlar1

barindirir (10).

Matiir kemigin yapisinda degisen oranlarda hem kortikal kemik hem de
kanselloz kemik yer alir. Kortikal kemik, kemiklerin dis kisimlarini olustur. Anatomik
olarak kemigin uzun aksi boyunca uzanim gosteren Havers kanallar: beslenmesinde
onemli bir yer teskil eder ve bu sistem kapiller dolasimi simiile etmektedir. Volkmann
kanallar: ise enine uzanimlar gosteren ve kemik iligi ve periost aras1 uzanan kapiller
damarlar sistemleriyle Havers kanallar ile anastomoz yaparlar. Kemigin temel mikro

tinitesi osteonlar olup, Havers kanallari ¢evresinde yerlesim gosterip, /akiin olarak da

isimlendirilebilirler (10) (Sekil 2.1).

Kanselloz kemik ise kemikin i¢ kisminda yer alip kemigin yiik ve basinca karsi
mukavemet gostermesine katki saglar. Trabekiiler yapisi olup, trabekiilalar arasinda
mediiller bosluk olarak tanimlanan ve kemik iliginden zengin hematopoietik kok hiicre

rezervi olarak 6nemi gittikge daha fazla anlagilan kisim yer almaktadir (10).

yag
sintizoidler

Trabekuller, merkezdek
meduller (kemik iligi)
bogluga dogru uzamrlar

Intersitisyel (Ara) lameller
Havers kanalinda kapiller damar

Besleyici anterin periferik
anteriyolar dalindan

crka kompakt kemigin
Volkmann kanalina giren
kapiller damarlar

Volkmann kanalinda kapiller dama

Diafizin beslenme deliinden
giren besleyici arter

Osteonun konsentrik lameller

(Havers sistemi)

Sekil 2.1. Kemigin ii¢ boyutlu kesitsel anatomisi, beslenmede aktif gérev alan Havers
ve Volkmann kanallari (7)

2.2. KEMIiK DOKU HISTOLOJiSi

Kemik doku viicuttaki diger dokulardan miberaliz bir ekstraselliier matrikse
sahipo olmas1 yoniiyle ayricalikjli bir yere sahiptir. Bu mineralize matriks %35
oraninda organik bilesenler, %65 oraninda inorganik bilesenlere sahiptir. Inorganik
bilesenler icinde baslica olarak kalsiyum hidroksiapatit kemikgin yapisina katilir ve

hem doku miihendisligi hem de rekonstriiktif cerrahi stratejilerinde G6nem



tasimaktadir. Ekstraselliiler matriksin inorganik komponenti, kemige dayanikliligini
verir ve kalsiyum, fosfor ve magnezyum gibi elementlerin depolanmasi gorevini
yapmaktadir. Kemik dokunun organik kismini ise matriks proteinleri ve osteositler,
osteoblastlar ve osteoklastlar meydana getirir. Hormonlar, biiylime faktorleri ve
sitokinler yoluyla kemik mineralizasyonu ve hiicrelerin biiylimesi kontrol

edilmektedir (11).

Kemik dokunun temel hiicresi olanb osteoblastlar, inorganik bilesenlerin
depolanmasi ve tip 1 kollajen, glikoproteinler, osteopontin gibi ekstraselliiler matriks
elemanlarinin sentezinden sorumludur. Tiim bu faaliyetler, hiicrede alkalen fosfataz
(12) seviyesini arttirarak Sitoplazmanin bazofilik hale gelmesine yol agar.

Osteoblastlar, yeni sentez edilmis matriks ile beraber osteosite doniistirler.

Osteositler, osteoblastlardan farklilasmis hiicreler olup matriks lamelleri
arasinda bulunan lakiinalarda yer alirlar. Cevre matriksten beslenebilmeleri,
sitoplazmik uzantilar1 yoluyla miimkiin olur. Bu hiicreler kemik matriks i¢in yapisal
olup, yasamsallik konusunda belirleyicidir. Osteositlerin yikimi, matriks

rezorbsiyonunu tetiklemektedir (13).

Osteoklastlar ise ileri derecede dallanmis, ¢ok biiyiikk ve hareketli hiicreler
olup, temel olarak mononiikleer fagositik sistem iginde yer almaktadir. Bu hiicreler
kemik rezorbsiyonunun basladigi bolgelerde, Howship lakiinasi adi verilen,
degredasyon ile beraber enzimatik olarak ac¢ilmis olan bosluklarda yer alirlar.
Osteoklastlar kemik matriksini etkileyen matriks metalloproteinazlarini salgilayarak,

matriks yikimina sebep olurlar (14).



Sekil 2.2. Kortikal kemigin dekalsifikasyon sonrasi 11k mikroskobu goriintiisii

Os: osteon, O: osteosit, HC: Havers kanali, VC: Volkman kanali, Hematoksilen-Eozin x100 (15)

2.3. TIPTA DOKU MUHENDISLiGi UYGULAMALARI

Doku miihendisligi interdisipliner bir takim ¢aligsmasi sonucunda klinisyenler,
mithendisler ve bilim insanlarinin ortak ¢alismasi ile doku iyilestirilmesi ve hasarl,
kayip doku ve organlarin tedavisi ve eksik olanin yerine konmasi i¢in yapay doku
ortaya ¢ikarmay1 hedeflemektedir (16). Dogumsal kraniofasiyal anomaliler, tiimor
rezeksiyonu, dejeneratif hastaliklar ve travmatik deformiteler sonucu meydana gelen
doku defeklerinin tedavisi i¢in giiniimiizde en sik basvurulan yontem otojen olarak

gerceklestirilen greftleme veya flep cerrahileridir.

Doku miihendisligi uygulamalari, rejeneratif tibbin hizla gelismekte olan ve
onemli bir alt kategorisi olup, laboratuvar ortaminda organik ve inorganik
materyallerin kullanimi ile hiicresel stratejileri kombine ederek doku alternatifi elde

etmeyi amaglamaktadir (17).



2.4. KEMIiK DOKU MUHENDISLIGIi
2.4.1. Tarihce

“Doku Miihendisligi” terimi ilk olarak 1985 yilinda, University of California
San Diego’dan bir akademisyen olan Y.C. Fung tarafindan, Ulusal Bilim Konseyi nin
toplantisinda ortaya atilmistir (18). Eylemsel olarak ise Langer ve Vacanti, 1993
yilinda Science dergisinde yayinlanan in vitro ortamda elde ettikleri desselliilerize
doku ile klinik tedavi gergeklestirerek bu alanda oncii olmuslar ve alanin ‘babalart’

olarak nitelendirilmeyi hak etmislerdir (19).

Doku miihendisligi ile elde edilen ilk implant, 1991 yilinda Poland Sendromu
nedeniyle dogustan sternum yoklugu olan bir hastaya uygulanmistir. Bu amagla,
kondrosit yiiklenmis bir sentetik doku iskelesi kullanilmis olup alaninda oncii bir

caligma olarak yer almustir (20).

Yine kemik rejenerasyonu konusundaki dikkat ¢ekici ¢alismalardan birisin
Urist ve ark. tarafindan kemik morfojenik proteinin (BMP) tanimlanmasidir (21).
Gerek kemik gelilsimini uyarmasi gerekse de regiile etmesi yoniiyle hizla bu alanda
kenidisne yer bulmustur. Wozney ve ark. ilerleyen dénemde laboratuvar ortaminda bu
proteinin sentezini ger¢eklestirmis ve in vivo ¢aligsmalar i¢cin dnemli bir doniim noktasi

gergeklesmistir (22).

Ilerleyen dénemde sadece BMP degil, vasiiler endoteliyal biiyiime faktorii,
insulin benzeri bliylime faktorii, epidermal, trombositten tliretilmis biliylime faktori
gibi hiicresel gelisimi uyarici bir¢ok ajan tamimlanip, rejeneratif uygulamalarda
kullanilmistir  (23-25). Diger bir taraftan kemik doku miihendisligi alaninda
kullanilabilecek hidroksiapatit, trikalsiyum fosfat, polilaktik asit, polilaktik asit ko-
glikolik asit ve bilesenleri lizerinde caligmalar yogunlasmis ve bu materyaller siklikla

kullanilmaktadir (26).

2007 yilinda, Schnell ve ark. gerceklestirdikleri ¢alisma ile polikoprolakton ve
kollajen/polikoprolakton nanofiberler yardimiyla sinir dokusunda aksonal uzama ve

sinir rejenerasyonu ortaya koymuslardir (27).

2008 yilinda gergeklestirdikleri onemli ¢alismada, Macchiarini ve ark.
kadarvadan elde edilen trakeyi aselliiler hale getirip, alict hastanin kok hiicrelerinden

elde edilen hiicreler yardimiyla in vitro ortamda elde edilen trakeyi alici hastaya



transplante etmislerdir. Bu traihi transplantasyon deneyimi, bilinen en 6nemli klinik
doku miihendisligi uygulamalarinin basinda gelmektedir. Bu yoniiyle doku
mithendisligi, hem kdk hiicre biyolojisi hem de transplantasyon cerrahisinin bir arada

uygulanmasi yoniiyle olduk¢a 6nemlidir (28).

2.4.2. Kemik doku miihendisliginde tercih edilen doku iskelesi 6zellikleri

ve kullanilan polimerler

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan doku iskelelerinin temel amact
in vivo ortamda doku/organ eksikligini gidermek olup, bu amagla tercih edilen

kimyasal polimerlerin de belirli kriterleri karsilamas1 amaglanmaktadir (17).
Kemik doku miihendisligi amaciyla tercih edilen polimer:

e Osteoindiiksiyon - Doku iskelesinin yapisina katilan polimerin,yapisinda
yiliklenmis olarak bulunan hiicrelere veya mikrogevrede yer alan donor
hiicrelerine karsi toksik bir etkisi olmamasi ve bu hiicreleri osteojenik

farklilagmalar1 yoniinde uyarici etkiye sahip olmasidir.

e Osteointegrasyon — Doku iskelesi yapisina katilan polimerin inert yapida
olmasi, dondrde yabanci cisim reaksiyonuna yol agmamasi ve alic1 dokuyla

entegrasyon gostermesidir.

e Osteokondiiksiyon — Doku iskelesi yapisina katilan polimer uygulandigi
mikrogevre ile uyumlu olarak kemik dokunun gelismesine olanak

saglamasidir. Uygun mekanik dirence sahip olmalidir.

e Biyobozunurluk — Kullanilan doku iskelesi modeli, rejeneratif etki
hedeflenen dokuda onarimi saglarken, yeni doku oliusumuna da olanak
saglamal1 ve kemiklesme gerceklestik¢e rezorbe olarak belirli bir siirenin
sonunda yerini tamemen otojen dokuya birakmalidir (16, 29). Kemik doku
miihendisliginde tercih edilen doku iskelelerinin ortalama olarak 4 ay hiicre
kiiltiirii / in vitro ortamda ve 2 ay in vivo ortamda olmak iizere, toplamda en

az 6 ay siiresince fiziksel 6zelliklerini korumalar1 gerekmektedir. Bu siire



icinde de immunojenik reaksiyon gelismeksizin 12-18 ayda tamamen

degrede olmalar1 beklenmektedir (30).

Bu kriterler 15181inda kemik doku miihendisligi uygulamalarinda sikca tercih

edilen biyomalzemeler:

1. Dogal polimerler (kollajen, hyaluronik asit, kalsiyum aljinat, kitosan ve
fibrin)
2. Mineraller (kalsiyum fosfat, seramik, biyoaktif cam)

3. Sentetik polimerler (polilaktik asit, poliglikolik asit, polilaktik ko-glikolik

asit, polidaksanon, polikaprolakton)
4. Hidrojeller (6rn. Peptit hidrojel)

olarak gruplanabilir (29, 31, 32).

Dogal ve mineral polimer yapisina sahip doku iskeleleri yiiksek
osteoindiiksiyon kapasitesilerine ragmen oOzellikle uzun kemik modeli gibi yiik
tagimas1 beklenen bolgelerde gerekli onarimi saglayamamaktadir. Ayn sekilde genis

kemik defektlerinin onarimi amaciyla da tercih edilmemektedirler (33).

Sikga tercih edilen sentetik polimerler ise biyomekanik agidan yeterli fiziksel
ozelliklere sahip olup yiik tasima becerisine sahipken, yeterli osteoindiiksiyon
kapasitesine sahip olmamalar1 nedeniyle tek baslarina ideal bizomalzeme olarak
goziikmemektedir. Giincel stratejilerden biri iki polimerrin kombinasyonuyla birisinin
osteoindiiktif, digerinin osteokondiiktif etkilerinin sinerjistik etki yaratmasini

planlamaktir (34).

Hidrojeller, 1siya dayali faz degisimi ozellikleri, kimyasal ve 3 boyutlu
yapilarinin kolay siekillendirilebilir olmalariyla giincel ilgi alanlarindan biridir (35,
36). Mekanik ozellikleri her zaman optimal olmasa da hiicresel tedavilere uygun
olmasi nedeniyle giiniimiizde 6zellikle rejeneratif potansiyelinin yiiksek olduguna
inanilmaktadir (37, 38). Bu tez c¢alismasi kapsaminda da kok hiicrelerin kolay
uygulabilmesi amaciyla metakrilatlanmis hidrojel yapida bir doku iskelesi modeli

tercih edilmistir.



2.4.3. Doku iskeleleri ve iiretim yontemleri

Doku iskelesi modelinin kimyasal bileseni kadar uygun iiretim yontemiin
tercih edilmesi de bir o kadar 6nemlidir. Ozellikle in vivo c¢alismalarda optimum
sonuclarin elde edilmesi icin giincel tekniklerin modifikasyonu, giincellenmeleri ve
yeni tekniklerin ortaya konulmasi gerekebilmektedir (29). Hedeflenen uygun iiretim
teknigi ile doku rejenerasyonun arttirilmast hem de gerekli fiziksel Ozelliklerin

saglanmasidir.

Yakin gegmise geleneksel yontemlerle iiretim gergeklestirilirken giiniimiizde

gittikge artan oranda bilgisayar destekli stratejiler alana giris yapmustir (39).

Bu tez ¢alismasinda kullanilan hidrojel doku iskelesinin fabrikasyonunda da
kullanilan mikrodalga 1s1ma yontemi 1960’11 yillardan beri ilk olarak gruda sektoriinde
kullanilmaya baslanmigtir. Mikrodalga 1sima, 6zel firinlar yardimiyla, maddenin
elektromanyetik enerjiyi absorbe ederek 1s1 enerjisine doniistiirme kapasitesine
dayanmaktadir. Mikrodalga enerjisinin konvansiyonel enerjiye kiyasla avantajlart
selektif olmasi, efektif olmasi ve zaman kazandirmasi olarak Ozetlenebilir. Tim
bunlara ek olarak mikrodalga enerjisinin kullanimi iiretim basamaklarindan ¢apraz
baglanmanin etkinligini arttirmaktadir. Mikrodalga enerjisi hem fabrikasyon hem de
fonksiyonalizasyon basamaklarinda etkin bir bicimde kullanilmaktadir ve kullanim

alani gitgide artmaktadir (40, 41).

2.5. KOK HUCRE KAVRAMI

Kok hiicre, somatik bir hiicre olup, matiir hiicrelerden farkli olarak farkli hiicre
serilerine doniisiim yetenegine ve kendi i¢inde ¢ogalma ve yenileme yetenegine
sahiptir. Temel olarak iki ¢esit olarak bulunurlar (42) Embriyonik kok hiicreler
implantasyon Oncesi blastokistin i¢ tabakasinda yer alirlar (43). Bu hiicreler
pluripotent 6zelliktedir ve her ii¢ hiicre tabakasina da farklilagma yetenegine sahiptir
(44). Embriyonik kok hiicrelerin, farkli ¢alismalarda adipositlere, kas hiicrelerine,
kondrositlere, hematopoetik hiicre onciillerine ve diger dokulara doniisebildikleri

gosterilmistir (45-48). Embriyonik kok hiicreler rejeneratif potansiyelleri agisindan
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biiyiikk ilgi uyandirmalarina ragmen onkolojik kaygilar, etik ve mevcut yasal

diizenlemeler nedeniyle uygulama alanlar1 olduk¢a siirlidir (42).

Erigkin kok hiicreler ise matiir viicut dokularinda yer alan somatik hiicrelerin
farklilagma potansiyeline sahip 6zellikli formudur. Bugiin bilinen en 6nemli kok hiicre
kaynaklarinin basinca kemik iligi gelmektedir. Radyoterapi ve kemoterapi sonrasinda
gelisen kemik iligi yetmezliginin tedavisinde yine kemik iliginden elde edilen kok

hiicreler kullanilmaktadir.
Kemik iliginde kokenli iki farkli kok hiicre grubu yer almaktadir:
1. Hematopoetik kok hiicreler
2. Mezenkimal / stromal kok hiicreler

Hematopoetik kok hiicreler, temel olarak kan dokusunun hiicresel elemanlari
olan Iokositler, eritrositler ve trombositlerin gelisiminden sorumludur. Mezenkimal
kok hiicreler ise kemik, kikirdak, yag ve kas gibi ¢esitli bag dokusu elemanlarinin

hiicresel gelisimini saglarlar (42).

Pluripotent olmalarima ragmen yasal diizenlemeler ve etik tartigmalar
nedeniyle embriyonik kok hiicrelerin kullanimi1 kisith iken, multipotent olan

mezenkimal kok hiicrelerin ¢ok daha fazla heyecan uyandirmistir.

Kemik iligi baglica mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak goziikmekte iken,
elde edilmesinin agr1 ve morbidite ve sinirli miktarda hiicre edilebilmesi gibi
dezavantajlar1 nedeniyle ilerleyen yillarda yapilan bazi ¢alismalarda bag dokusu
matriksinde de mezenkimal kok hiicrelerin bulundugunun kesfedilmesi biiyiik

heyecan uyandirmistir (49, 50).

2002 yilinda doku miihendisligi uygulamalarinda biiyiik ivmelenmeye yol
acan bir calisma Zuk ve ark. tarafindan geg¢reklestirilmis mezenkimal kok hiicrelerin
insan yag dokusunda da bulundugunu gosterilmistir (51). Yag dokusu insanda genis
bir alana yayilmis olmasi, kolay ulasilabilir olmasi ve plastik cerrahi i¢in rutin bir
prosediir olan liposuction / lipoaspirasyon teknigi ile elde edilebilmesi nedeniyle

biiyiik ilgi uyandirmis ve kisa siirede 6nemli bir kaynak haline gelmistir (42, 52).
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2.5.1. Yag Dokusu ve Mezenkimal Kok Hiicreler

Yag dokusunun temel hiicresel bileseni adipositler olmakla beraber, yap
dokusu preadipositler, fibroblastlar, perisitler ve AKMKH gibi birgok hiicre tipini
barindirmaktadir (53).

Erigkin tip kok hiicre olan AKMKH 'ler, embriyonik kok hiicrelerin deneysel
ve klinik uygulamalarda kullanilmas1 yiiriitiilmekte olan etik ve yasal tartismalarin
disinda kalmistir. Embriyonik kok hiicrelerin genis spektrumlu farklilasma yetenegine
sahip olmamalarina karsin AKMKHlerin de yag, kemik, kikirdak, kas ve sinir
dokularina basarili bir sekilde farklilagabildikleri gosterilmistir (51, 54).

AKMKH’ler, hematopoietik  kokenli kok  hiicreler (HkKH) ile
karsilagtirildiklarinda in vitro ortamdaki davranislari, morfoloji ve yiizey belirtecleri
dikkate alindiginda olduk¢a benzer olarak degerlendirilebilir. Aslinda iki hiicre
grubunun da farkli donor sahalardan elde edilmelerine karsin stromal kokenli (kemik
iliginin yag dokusu ve cilt alt1 yag dokusu) olmalar1 nedeniyle bu hig sasirtic1 degildir.
Bu agidan durum ele alindiginda AKMKHlerin fazla miktarda bulunmalari ve
lipoaspirasyon ile kolaylikla elde edilebilmeleri HKKH “lere oranla baslica avantajlari
olarak goriilebilir (55). Bir bagka 6nemli avantaji ise yag dokusundan elde edilen doku
materyalinin kck hiicre biyopsisine kiyasla ¢cok daha fazla sayida ve yopunlukta kok
hiicre igermesidir. Ortalama olarak kemik iligi aspirasyonu ve biyopdsisi ile elde
edilen materyalin en fazla %0.001 1 kadar1 kok hiicre icermekteyken, yag dokusundan
elde edilen aspirattan izole edilen stromal vaskiiler fraksiyonun %10 kadar

mezenkimal kok hiicre igermektedir (56, 57).

Temelde mezenkimal kok hiicreler (MKH) plastik yiizeye tutunabilme
becerileri ile ayirt edilirler. Bu kriterin disinda immunohistokimyasal olarak spesifik

hiicre belirte¢ panelleri ile karakterizasyonu analizi gerceklestirilir.

International Society for Cellular Therapy, hiicre kiiltiirii ortaminda MKH

tanimlanmas1 amaciyla 3 minimal kriter tanimlamastir:

e Plastik yiizeye tutunabilme
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e CD73, CD90 ve CD105 ekspresyonu; CD11b veya CD14, CD19 veya
CD79a, CD45 ve HLA-DR ekspresyonunun olmamasi

¢ Adiposit, kondrosit ve osteoblast serilerine farklilasma yetenegi (58)

AKMKHlerin karakterizasyonunda kullanilan tek bir spesifik hiicre belirteci
bulunmamaktadir. AKMKH'lerin yogunlukla yag dokusunda mikrovaskiiler
dolasimin ¢evresine yerlesmis olarak bulundugu ve temelde CD34+ / CD31- fenotipte
olduklar1 Traktuev ve ark. tarafindan ortaya konulmustur (59). AKMKH lerin in vivo
ortamda dondr endotel hiicreleriyle etkilesime girerek sinerjistik etki ortaya
koyduklar1 ve neovaskiilarizasyonu tetikledikleri yine ayni grubun bir baska

caligmasiyla gosterilmistir (60).

Kok hiicrelerin yer aldigi mikrogevre ‘hiicre nisi’ olarak isimlendirilir ve
hiicrelerin proliferasyon ve differensiyasyonu i¢in nis kavrami olduk¢a onemlidir.
Hiicre nisini ekstraselliiler matriks bilesenleri ve hiicreler meydana getirmektedir. Bu
yolla kok hiicrelere nutrisyon ve oksijen destegi saglanmakta ve biiylime faktomrleri
tarafindan etkilenmeleri igin uygun ortam meydana gelmektedir. AKMKH lerin yag
dokusu i¢inde perivaskiiler bir niste yer aldiklar1 ve CD34+/ CD90+/ CD31—/ CD45—/
CD146— fenotipi gosterdikleri sdylenebilir (58).

2.5.2. Yag Dokusundan Tiiretilmis Kok Hiicrelerin biyolojik 6zellikleri

ve In Vitro/In Vivo Farkhlasma Potansiyelleri

Kok hiicreler, matiir hiicrelerden farkli olarak sahip olduklari bazi 6zelliklerle,
klinik uygulamalarda 6nemli bir etki potansiyeline sahip olmaktadirlar. Bunlarin
basinda sahip olduklar trofik etki, yaralanma bolgesine yonelme (homing), immiin

sistem modiilasyonu ve farklilasmasidir (61, 62).

Kok hiicreler, mikrogevrede gosterdikleri trofik etkiyi uygulandiklari ortama
salgiladiklar1 sitokinler, ekstraselliiler matriks elemanlari, ekstraselliiler matriks
proteazlari, biiyime faktorleri, hormonlar ve lipid mediatorleri yardimiyla
gerceklestirmektedirler. Ozellikle vaskiiler endotelial biiyiime faktorii (VEGF),

hepatosit biiyiime faktorii ve doniistiiriicti biiytime faktorii (TGF-beta) anjiyogenezi
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ve yara iyilesmesini arttirmakta olup, yeni doku olusumunu ve biiyiimeyi de uyarici
etki gostermektedir. Yine yaralanma ile beraber kok hiicrelerden salinan grantilosit ve
makrofaj uyarici faktor, interlokin -6,-7,-8, ve -11 ile beraber tiimor nekrozu faktor
alfa da ortama fagositik hiicreleri cagirarak, ortamdaki nekrotik dokularin ve o6li

hiicrelerin debridmanina katki saglamaktadir (61, 63, 64).

Kok hiicrelerin, her ne kadar in vitro ortamda 6nemli 6l¢iide biiyiime faktori
ve benzeri sitokinler salgilasalar da, in vivo uygulamalarda ayni oranda biiyiime
faktorii  salgilamadiklar1  gosterilmistir. Bu durum dikkate alinarak klinik
uygulamalarda gerekmesi halinde tasiyici sistemler ve doku iskeleleri yardimiyla
biiytime faktorlerinin mikrogevreye ulastirilmasi stratejileri rejeneratif etki igin temel

olusturur (65).

AKkMKH’lerin uyarilmig lenfositlerin proliferasyonunu hem hiicreler arasi
iletisim iizerinden hem de parakrin sinyal yolaklar1 {izerinden inhibe ettikleri
gergeklestirilen in vitro ¢alismalarda gosterilmistir (66). AKMKH’lerin belirgin
immiinmodiilatuar etkileri oldugu, kolit, artrit ve graft vs. host reaksiyonu gibi
inflammatuvar siireglerin baskilanmasina yol agtigi in vivo calismalarda, ortaya
konulmugtur. AKMKH’lerin immiin tolerans saglayan bu etkilerini salgiladiklar
doniistlirticii  biiylime faktorii-beta {lizerinden prematiir yardimci T hiicrelerin
farklilagmasini uyararak veya salgiladiklar1 galectin-1 ve -3 yoluyla parakrin yolak

tizerinde T hiicrelerin baskilanmasi ile gerceklestirdigi diisiinilmektedir (67, 68).

Kok hiicrelerin belirgin bir bagka ozellikleri, sistemik veya lokal uygulama
sonrasinda yaralanma bolgesine yonelmeleri ve yerlesmeleridir (homing fenomeni)
(69). Bu durumun AKMKH’lerin sahip olduklari epidermal biiyiime faktorii ve diger
sitokinlerin ylizey reseptorlerinin yarattigt kemoattraktan etki yoluyla olabilecegi
diistiniilmektedir (70). Kok hiicrelerin sistemik uygulamayla beraber hasarli dokuya
yonelmeleri, bazi norodejeneratif hastaliklar ve graft vs. host reaksiyonu problemlerin

tedavisinde etkili olma potansiyeline sahiptir.

Kok hiicrelerin farklilasma yetenekleri, sahip olduklari bir baska 6zellik olarak
dikkat ¢cekmektedir (71). Ug haftalik bir farklilasma zamam sonucunda preadipositlerin
farklilasmasiyla AKMKH'lerin yag dokusuna doniisiimii en olasi doniisiim olarak

goziikmektedir (72). Klinik agidan AKMKH lerin bu farklilasma potansiyelinin, yag grefti
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uygulamalarinda yeri oldugu agiktir. Giincel olarak yag grefti uygulamalarinda amag
uygulama alaninda yeni damar olusumunu tetikleme ve adipositlere farklilasma ve

potansiyelleri bulunan AKMKH'lerin de nakledilmesi olmalidir (53).

AKMKHlerin uygun kiiltir ortaminda 3 hafta sonunda kartilajinz matriks
elemanlar1 sentezleyerek kikirdak seriye farklilastiklart gosterilmistir (73). Kikirdak
dokunun avaskiiler oldugu ve rejenerasyon yetenegi bulunmadigi degerlendirildiginde,
AKkMKH'lerin kullanimmin doku miihendisligi yardimiyla kikirdak defektlerin

rekonstriiksiyonu agisindan biiyiik heyecan uyandirmaktadir (42).

Diger doku serileriyle kiyaslandiginda AkKMKH lerin myositlere farkililasmasi
daha gii¢ ve in vivo ortamda toplamda 8 haftada gerceklesebilmektedir. AKMKH lerin
kas dokusuna doniistiikkleri myogenez sonucunda sentezlenen hiicrelerin myoD,

myogenin, myosin zincirleri eksprese etmeleriyle anlagimaktadir (74).

AKMKH'lerin ektodermal orijinde olan sinir dokusuna faklilasmasi
beklenmemekle beraber, sinir benzeri dokuya faklilasma gosterdikleri bildirilmistir.
Hayvan modelinde yapilan bir deneysel c¢alismada, arteria cerebra media
okliizyonunun tedavisinde intraventrikiiler uygulanan AKMKHlerin hasarli beyin
bolgelerine yerlesim gosterip norolojik fonksiyonlar iyilestirdikleri tespit edilmistir
(69). Bu yoniiyle bilimsel platformlarda, AKMKH 'lerin mesoderm haricindeki diger
embriyolojik hiicre tabakalarindan koken almis hiicre serilerine de farklilagabilmeleri
nedeniyle, multipotent degil pluripotent oldugu yoniinde tartismalar mevcuttur. Ancak
farkli hiicre morfolojisi nedeniyle pluripotent hiicrelerden bu onerge yaygin olarak

kabul gormemektedir (58).

AKMKH' lerin iizerinde yapilan giincel arastirmalarda ozellikle osteojenik
farklilagsma tizerinde durulmaktadir. Osteojenik farklilasma ig¢in de uygun in vitro
kiiltiir ortaminda yine en az 3 hafta zaman gegmesi gerekmektedir. Bu zamanin
sonunda AkKMKH'ler mineralize ekstraselliiler matriks sentezlemeye baslamakta ve
matiir osteoblast belirtegleri olan osteopontin, osteokalsin, CBFA-1 ve alkalen

fosfataz (12) ekspresyonu ile kemiklesme degerlendirilmektedir (75).

AkKkMKH' lerin kemiklesme potansiyelleri in vivo ortamda gerceklestirilen

caligmalarda da degerlendirilmistir. Farede kritik boyutlu kemik defekti modelinde,
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Cowen ve ark. defekt alanina uygulanan AKMKHlerin, in vivo ortamda kemiklesme
potansiyelini  degerlendirmiglerdir. Calisma sonunda AkMKH'lerin kemik

rejenerasyonuna anlamli katkida bulunduklari ortaya konulmustur (76).

AKkMKH'lerin klinik uygulamasina iligkin ilk ¢alisma, Lendeckel ve ark.
tarafindan 2004 yilinda tek bir olgunun sunumu olarak yayinlanmistir. Bu hastada
travmatik kalvariyal kemik defektin onarimi amaciyla otolog AKMKH'ler
uygulanmistir. AKMKH'ler fibrin glue, kemik fragmanlar1 ve doku iskelesi gorevi
gbérmesi amactyla biyobozunur bir materyal yardimiyla kemik defektine uygulanmig

ve sonug olarak hedeflenen kemik iyilesmesi elde edilmistir (77).

2.6. FOTOTERAPI KAVRAMI

Fototerapi, genel bir kavram olarak 151k enerjisi yardimiyla kaza ve hastaliklar
sonucunda meydana gelen hiicresel bozukluklarin iyilestirilmesi ve biyolojik yanitin
diizenlenmesi olarak tanimlanabilir. ‘Fototerapi’ genel bir kavram olarak 11k
enerjisinin  iyilestirme ve onarim amaciyla kullannmi  tamimlasa da
‘fotobiyomodiilasyon’ (78, 79), ‘fotobiyostimiilasyon’ (80), ‘diisiik seviyeli lazer
tedavisi’ (81, 82) gibi farkli bigimlerde de isimlendirilebilmektedir.

Isik kaynaklarinin tip alaninda kullanimi, antik ¢aglara dayansa da modern
anlamda onciilerinde biri Niels Finsen olup, tiiberkiiloz tedavisi i¢in ‘kimyasal 1511’
lambas1 adin1 verdigi yontemle ultraviole (UV) tedavisi uygulamis ve sonradan 1903
yilinda Nobel o6diilii kazanmistir (83). Sonradan bir siire popiileritesi kaybeden
fototerapi yaklagimlari, 19601 yillarla beraber yakut (ruby) lazerin kesfi ve tip

alaninda 6zellikle g6z alaninda kullanilmaya baglanmasiyla ivme kazanmaistir.

Rejeneratif tipta 151k kaynaklarinin etkisi ise ilging olarak bir tesadiif sonucu
kesfedilmistir. 1967 yilinda Macaristan Semmelweis Universitesi’'nde biyofizikci
Profesor Mester, donemin popiiler konularindan olan yakut lazerin kansere neden olup
olmadigin1 aragtirmak iizere planladigi deneysel ¢alisma kapsaminda, fareleri iki
gruba ayirip sirtlarindaki tiiyleri tiras etmis ve gruplardan birine lazer uygularken
kontrol grubuna herhangi bir tedavi vermemistir (84). Isik enerjisi uygulanmamais

olan hayvanlara kiyasla, lazer uygulanmis olan hayvanlarin tiiylerinin daha hizl
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uzadigini farketmesiyle 151k kaynaklarinin ‘biyostimulasyon’ etkisi de ortaya koymus

olmustur.

Mester’in biyostimiilasyon konusunu ortaya atmasinda itibaren gegen 50'den
fazla yilda birgcok ¢alisma ile diisiik seviyeli lazer’ tedavilerinin doku ve hiicresel
seviyede etkileri arastirllmaya c¢alisilmistir (85-87). Mester giiniimiizde de
‘fotobiyomodiilasyonun babas1’ olarak tanimlanmaktadir. Ik calismasinda sonraki
donemde diisiik seviyeli lazer uygulamalarinin, kemik, kikirdak, tendon, kas gibi
dokularda rejeneratif etkiyi arttirici etkisinin oldugu yoniinde caligmalar ortaya

konulmustur (88).

2.6.1. Diisiik seviyeli lazer ve Isik yayan diyot kavramlari

Lazer 1sm1, dogal 1sik kaynaklarinin aksine, normal kosullarda evrende
bulunmaz. Tek dalga boyunda, monokromatik (tek renk), yapisina digsaridan elektron
eklenen bir atomun yaydigi ve birbirine paralel olarak ayni fazda hareket eden
(koherent) foton pargaciklarindan olusan ve sac¢ilim gostermeyen bir 1sin demetidir.
Lazer 151k kaynaklar1 tek dalga boyunda 1sima gosterir. Bu nedenle belli frekanstaki
yogun enerji siirli bir alanda etki gostermektedir. Lazer sistemleri, foton
partikiillerinin olugmasini saglayan aktif elementine gore isimlendirilir ve belirli dalga

boylartyla tanimlanirlar. Ornek olarak He-Ne lazer, dalga boyu 632,8 nm.
Cikis giiglerine bagl olarak giiniimiizde iki tip lazer kullaniliyor:
o Yiiksek seviyeli lazerler (¢ikis giicleri 10-100 watt araliginda)
e Diisiik seviyeli lazerler (¢ikis gii¢leri milliwatt diizeyinde)

Yiiksek enerjili lazerler dokular1 kesmek, yakmak veya ablasyon tipta ve
cerrahide siklikla kullaniliyor. Uygulama sonucunda yiiksek 1s1 agiga ¢ikmasi
nedeniyle sicak lazerler olarak da isimlendirilebilmektedir. Rejeneratif uygulamalar
icin tercih edilmedikleri gibi, yliksek 1s1 ag1ga ¢ikmasi nedeniyle yara iyilestirmesinde

olumsuz etkileri de olabilmektedir.
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Diisiik enerjili lazerler ise dokularda sicaklik degisimine neden olmamalari
nedeniyle, fotobiyomodiilasyonda kullanilabilmektedir. Bu amagla kullanilan
lazerlerin basinda kullanilan lazer modaliteleri ve etkin dalga boylar1 su sekildedir:

e Helyum-neon lazer (He-Ne: 632,8 nm)

e Galyum-aliiminyum lazer (Ga-Al: 630-685 nm)

e Helyum-neon-arsenit lazer (He-Ne-As: 780-870 nm)

e Galyum-arsenit lazer (Ga-As: 904 nm)

e Yakut / Ruby lazerdir (694 nm)

Giines 15191 (cok sayida farkl renk)

NN

Lazer: monokmatik (tek renk); koherent (dalgalar ayni fazda)

LED: monokmatik (tek renk); koherent degil
(dalgalar paralel degil)

Sekil 2.3. Giines 15181, lazer ve LED 1sinlarinin 6zellikleri(89)

Isik yayan diyotlar olarak bilinen, LED 151k kaynaklar1 ise 1990’l1 yillarla
beraber gelistirilmis ve glindeme gelmistir. LED’lerin yapilarinda lazerlerden farkl
olarak elektron gecisini saglayan iki ayr1 yari iletken bulunur. Bu nedenle, LED 1S1k
kaynaklarindan farkli dalga boylarinda foton partikiilleri yayilir. LED’ler
monokromatik (tek renk) ancak koherent olmayan (dalgalar parallel degil) 151k
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kaynaklaridir. Bu noktada hareketle doku miihendisligi calismalarinda LED (151k
yayan diyotlar-light emmiting diodes) kavramui bir siire sonra alternatif olarak ortaya
cikmis ve halen literatiirde hangi modalitenin daha optimum etki saglayacagi

konusunda net bir fikir birligine varitlamamaistir (90).

2.6.2. Plazma ark 151k kaynaklari

Plazma ark 151k kaynaklarinda, igerisinde birbirinden ayri iki tungsten elektrot,
inert gaz dolu basingli bir hazne i¢erisinde bulunur. Bu elektrotlarin aralarinda bulunan
bosluk, yiiksek elektrik potansiyeli olusturulmasina olanak saglar. Elektrik enerjisinin
verilmesi ile beraber, yiiksek voltajli elektrik olugmasi elektrotlar arasinda bir kivilcim

meydana getirir ve ¢evresindeki ksenon gazi iyonize olarak plazmay1 meydana getirir.

‘Plazma’ kelimesi, yiiksek sicaklikta, pozitif iyonlardan ve elektrotlardan
olusmus iyonize gazi ifade eder. Bu yolla yiiksek seviyelerde enerji
olusturulabilmektedir. Plazma ark 151k kaynaklarinin en 6nemli 6zelligi, lazer ve LED
151k kaynaklarindan farkli olarak, morétesi (UV), goriiniir ve yakin kizilotesi (IR)

olmak tizere oldukg¢a genis bir enerji spektrumlart vardir (91).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda polikromatik 151k yayma kapasitesine sahip bir

plazma ark 151k kaynagimin fotobiyomodiilasyon etkisinin incelenmesi hedeflenmistir.

2.6.3. Fotobiyomodiilasyonun hiicresel diizeyde etkileri

Isik enerjisinin doku iizerinde fotobiyomodiilasyon etkisinin olabilmesi i¢in

fotobiyolojinin iki temel kriterini karsiliyor olmasi gerekmektedir:

e Hedef dokuda foton partikiiller ile interaksiyona girebilecek bir molekiiler

kromofor veya fotoakseptor bulunmasi gerekmektedir.

e [sik enerjisine baglh yolaklarin harekete gecebilmesi i¢in dokularin 1s1k

enerjisini sogurabilecek optik 6zellikleri barindirmasi gerekmektedir.
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Isigin dokuya en etkin sekilde penetre oldugu aralik ‘optik pencere’ olarak
isimlendirilmektedir. Bu aralik yaklasik olarak 650-1200 nm dalga boyu arasindadir.
Kisa dalga boylarinda kromoforlar (hemoglobulin ve melanin), 15181 ¢ok daha etkin
sekilde sogururlar. 1100 nm’den daha biiyiik dalga boylarinda ise su, doku tarafindan

giiclii bir sekilde absorblanarak dokuda 1s1 artisina ve termal hasara yol agabilir.

Fotostimiilasyon uygulamalarinda, dokularin zarar gormemesi i¢in, kirmizi ve
kirmiziya yakin dalga boylarinda 1sik kullanilmaktadir (600-1100nm). Bu yolla,
hiicresel diizeyde proliferasyonu ve hiicre farklilasmasinin gibi birgok biyolojik siireg
uyarilmaktadir. Halen bu etkiye yol acan molekiiler yolaklar tam olarak
aydinlatilamamis olsa da Ozellikle etkinin mitokondri diizeyinde gerceklestigi

bilinmektedir.

[k olarak Karu ve ark. tarafindan 1989 yilinda gergeklestirilen calismada
mitokondriye ait kromoforlartarafindan monokromatik diisiik seviyeli lazer
dalgalarinin absorbe edildigi ve bunun bir seri hiicresel reaksiyonu tetikledigi
gosterilmistir. Hiicresel enerji iiretiminden sorumlu olan hiicrenin bir anlamda ‘gii¢
tinitesi’ gorevi goren mitokondrinin i¢ zarinda solunum reaksiyonlarindan sorumlu
birgok kompleks yer almaktadir. Bunlarin basinda NADH dehidrogenaz (kompleks I),
suksinat dehidrogenaz (kompleks I1), sitokrom bcl (kompleks I11), sitokrom c oksidaz
(kompleks IV), ATP sentetaz ve iki tane serbest ubiquitin ve sitokrom c iiniteleri yer
almaktadir. Yapilan spektrometrik ¢alismalarda bu iinitelerden 6zellikle sitokrom c
oksidaz’in foton partikiilleri i¢in reseptor gibi davrandigi ve enerjinin absorbsiyonuyla

bir dizi fosforilasyon reaksiyonunun tetiklendigi gosterilmistir.

Sitokrom c oksidazin uyarmulmasi ve mitokondriyal solunum reaksiyonlarinin
tetiklenmesi ayn1 zamanda hiicre i¢inde nitric oksit (NO) iiretimi de arttirmaktadir. Bu
yolla hipoksi/rejenerasyon ac¢isindan kardiyomyosit modelinde hasara gdérmiis
hiicrelerin iyilesme gosterdigi gosterilmistir. Hiicre i¢i NO diizeylerinin arttiginin ayni
zamanda travma sonrasi iyilegsme siirecinde vazodilatasyon ile mikrodolasimi
destekledigi, lenfodem ve 6dem tedavisinde katki sundugu gosteirlmistir (Donadee

2011).

Fotobiyomodiilasyon ile aktarilan 11k enerjisi hiicrelerin redoks potansiyelini

degistirirerek hiicre i¢i serbest oksijen radikallerinin (ROS) de seviyesinde artisa neden
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olur ((ASC77-79). ROS, serbest radikaller (hidroksil radikalleri, hidrojen peroksitler),
siiperoksit, ve hidroksil radikalleri igeren oksijen iyonlaridir. Bu radikaller hiicre i¢inde
oksidatif solunum reaksiyonlar1 sonucunda meydana gelmektedir ve hiicresel bir¢ok
aktivitenin diizenlenmesinde aktif rol oynarlar. Bu aktivitelerin basinda, sinyal iletimi,
niikleik asit ve protein sentezi, enzim indiiksiyonu ve hiicre proliferasyonu gelmektedir.
ROS/Akt yolu aracilgi ile hiicre proliferasyonunu indiiklenir. Ayin zamanda,
sitoplazmik cevaplar aracili ile transkripsiyonel degisiklikler de meydana gelmektedir.
NF-«B gibi bir¢ok transkripsiyon faktorii hiicresel redoks seviyesindeki degisimler ile
diizenlenmektedir (Sekil 2.8) (83).

Fotobiyomodiilasyon ile hiicre i¢i sinyal iletimi ile beraber hiicrenin membran
gecirgenligi de degistirmektedir (84). Hiicre i¢inde meydana gelen bu etkilesimlerle
beraber dokuda proliferasyon ve rejenerasyon kapsitesinde artis goriilmektedir. Klinik
olarak da yara iyilesmesinde artis, epitelizasyon, anjiyogenez ve mikrodolasimda

iyilesme ile sounglanmaktadir (85, 86).

Kirmizi ya da kizilotesi 15in

G
a

Mitokondri

Hiicre cogalmast
(DNA ve RNA sentezinde artis)

Jun/Fos \
\ Gen transkripsiyonu
AP-1

kB

il
b

(a™* / Na* Antiporter
* Na* /H* Antiporter NF-kB
Na* , K* - ATPase

(™ Pump
1’ * A o

* A amp, APy

Sekil 2.4. Fotobiyomodiilasyon sonrasi hiicrede meydana gelen degisiklikler (89)
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2.6.4. Fotobiyomodiilasyonun hiicreler iizerindeki etkisi

Fotobiyomodiilasyon temelde hiicre porliferasyunda artis ile etki eder. Her ne
kadar fotobiyomodiilasyonun hiicre proliferasyonun arttirdigi genel kani olarak yer
alsa da hiicre proliferasyonunu arttirmadigi yoniinde ¢alismalar da mevcuttur. 830 nm
dalga boyunun Ga-Al-As lazer ile yapilan bir ¢alismada, fibroblast ve Kkeratinosit
hiicrelerinin in vitro ortamda proliferasyonlarini arttirmadigini géstermistir. Bir bagka
carpict c¢alismada ise fotobiyomodiilasyonun her hiicre tipine ayni oranda etki
etmedigi ve fibroblastlarin endotel hiicrelerine kiyasla daha fazla cevap verdigi
gosterilmistir. Bu noktadan hareketle, fotobiyomodiilasyon calismalarinda hiicre

tipinin ve dalga boyunun 6nemi gériilmiistiir (87).

Fotobiyomodiilasyonun MKHler {izerindeki etkisi Hou ve ark. yaptiklari
calismada indium-galyum-arsenit-fosfat (In-Ga-As-P) 1sik kaynagi ve 635 nm dalga
boyu ile degerlendirilmistir. Kemik iliginden izole ettikleri kok hiicrelere, sirasiyla,
75, 150, 300 ve 750 s, 0.5, 1, 2 ve 5 J/cm? enerji yogunlugunda 1sik uygulamislardir
ve hiicre proliferasyonu Kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede artmistir (89). Tuby
ve ark. in vitro kosullarda, 840 nm dalga boyunda Ga-As lazer kullanarak, kardiyak
kok hiicrelerin hiicre sayisinin fotobiyomodiilasyon ile Onemli Olgiide arttigim
gostermislerdir (90). Insan dental pulpa kok hiicreleri ile yapilan bir diger ¢alismada
660 nm (In-Ga-Al-P) dalga boyunda ve 3 J/cm? enerji yogunlugunda, hiicre
biiylimesinin anlamli miktarda artig gosterdigi belirlenmistir (91). AKMKH’ler ile
yapilan fotobiyomodiilasyon caligmasinda, 635 nm dalga boyunda, 5 J/cm? enerji
yogunlugunda proliferasyonun uyarildigi ve B 1-integrin seviyesinin belirgin olarak

artig gosterdigi tespit edilmistir (80).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan
gerekli izinin alinmasim takiben (Karar No:2017/29-4) Hacettepe Universitesi Cerrahi
Aragtirma Laboratuvari’'nda gerceklestirilmistir. Deney hayvanlarinin tiim cerrahi

islemleri, bakimlar1 ve izlemleri bu laboratuvarda yapilmstir.

Calismada ortalama olarak 250-350 gram arasinda agirliga sahip, toplam 36
adet erkek Sprague-Dawley si¢an kullanildi. Deney modeli olarak c¢alismada
kullanilan sican tiirii i¢in kritik boyutlu olarak kabul edilen genislikte, ‘kritik boyutlu
kraniyel kemik defekti modeli’ kullanilmistir (92, 93). Tiim hayvanlar, standart oda
sicakliginda ve otokannibalizasyonun Onlenmesi amaciyla her kafeste birer sican
olacak sekilde barindirildi. Islem 6ncesi degerlendirmede ¢alismaya dahil edilen
hayvanlarin hicbirinde enfeksiyon, agik yara, malnutrisyon veya baska bir saglik
problemi gézlenmedi. Beslenmelerinde standart yem ve musluk suyu kullanildi.
Cerrahi islemden 6 saat Oncesinde, hayvanlar a¢ birakilarak, sivi ve yiyecek

kisitlamasi yapildi. Profilaktik antibiyoterapi uygulanmadi.

3.1. CALISMADA KULLANILAN KIiMYASAL MADDELER VE
BiYOLOJIiK MATERYALLER

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve biyomalzemeler ii¢

baslik altinda toplanabilir:

1. Doku iskelesi
2. Kok hiicre

3. Isik kaynagi

3.2. CALISMADA KULLANILAN DOKU iSKELESi MODELI

Calismada kullanilan mikrodalga 1s1ma yardimiyla metakrilatlanmis hidrojel
(JEL-MA) doku iskelesi iiretim teknigi Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi

ve Biyomiihendislik Bolimii Laboratuvari nda tanimlanmis ve bu caligmada
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kullanilan doku iskelelerinin {iretim ve karakterizasyonu da ayni laboratuvarda

gerceklestirilmistir.

3.2.1. Metakrilatlanmis Hidrojel Doku Iskelesinin yapisi ve iiretimi

Tez calismasi kapsaminda jelatinin metakrilatlama prosesi igin mikrodalga
enerjisi (Mw) kullanilmistir. Bu proseste Tip A Jelatin (%10, w/v) 50°C’de PBS (pH:7.4)
icinde kanistirllarak ¢ozlilmiis ve ¢ozelti sicaklik-kontrollii mikrodalga reaktdr (Milestone,
Italya) i¢ine almmustir. Metakrilik anhidrit (%4, v/v) enjektor pompasi aracihityla 0.4
mL/dk akis hizinda ¢ozeltiye eklenmis olup bu sirada Mw enerjisi uygulanmis ve
metakrilatlama iglemi gerceklestirilmistir. Mw enerjisi ile sistem sicakligi ani olarak
artacagindan dolay1 sicakligi sabit tutmak i¢in giic kisa araliklarla verilerek sistem
sogumast saglandiktan sonra gii¢ uygulamasi tekrarlanmistir. Metakrilatlama prosesi i¢in
1,000 W arasinda degisen giiclerde mikrodalga uygulanmistir. Ardindan ¢6zelti diyaliz
membrana alinarak bir giin siireyle diyaliz iglemine tabi tutulmustur. Bu sayede
reaksiyona girmemis metakrilik anhidrit yapidan uzaklastirilarak ¢ozelti saflastirilmistir.
Diyaliz isleminden sonra c¢ozelti liyofilizatérde (Christ, Almanya) kurutulmustur.

Kurutulan 6rnekler -80°C’de saklanmustir.

Tablo 3.1. Jel-MA hidrojen doku iskelesi sentez kosullari.

Jel-MA iiretim MA konsantrasyonu Gii¢ Reaksiyon siiresi Diyaliz
yontemi (%) (W) (94) siiresi (95)
Mikrodalga 4 1,000 5 (20s x15) 1

3.2.2. Metakrilatlanms Hidrojel Doku Iskelesinin Karakterizasyonu

Calismada kullanilan hidrojel doku iskelesinin mekanik 6zelliklerinin

belirlenmesi ve karakterizasyon analizi i¢in gergektirilen analizler:

1. Reolojik Analiz
2. Mekanik Analiz
3. Morfolojik Analiz

4. Biyobozunurluk Tayini
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3.3. CALISMADA KULLANILAN AKMKHLERIN IZOLE EDILMESI

3.3.1. Sican Yag Dokusundan Mezenkimal Kok Hiicre (AKMKH)

Izolasyonu ve pasajlanmasi

Tez calismasinda kullanilan AkMKHlIerin izolasyon ve karakterizasyon
calismalar1 Hacettepe Universitesi Biyomiihendislik Boliimii’nde c¢alisma ekKibi

tarafindan gergeklestirilmistir.

AkMKH'lerin izolasyonunda kullanilan protokol ise su sekildedir (81-84, 86,
88-96:

e Sprague-Dawley tiirii siganlarin orta hat laparatomi insizyonuyla karin icine
girilip, retroperitoneal bolgede yer alan perirenal yag dokusu ortaya

konuldu

e Elde edilen yag dokusu 6nce PBS igerisinde yikanarak sonrasinda bagska bir

petri kabina aktarilip fragmante edildi.

e Kimyasal lipoliz amaciyla 25 ml. %0,075 tip 1 kollajenaz igerisinde yag
dokusu sonrasinda 37 °C de belirli araliklarla ¢alkalanip, toplamda 60
dakika olacak sekilde bekletildi. Inkiibasyonu takiben tiipler yeniden
calkalandi.

e Elde edilen soliisyon PBS ile homojenize edilip 1800 rpm.de santrifiij
edildi.

e Supernatant soliisyon atilip iizerine 10 ml. standart hiicre kiiltiirii ortami1
eklenerek 1800 rpm.de 10 dakika daha santrifiij edildi. Bu islem 2 defa
tekrar edildi.

e Santrifiij sonrasi supernatant yeniden atilip sonug olarak elde edilen stromal

vaskiiler fraksiyon (SVF) 70 pm.lik siizge¢ yardimuyla filtrelendi.

e Hiicreler ve doku pargalari: a-MEM, %15 FBS, gentamisin, %0,1 P/S ve

%0,1 amfoterisin B i¢eren standart in vitro kiiltiir ortamina alindi.

e 72 saat sonra kiiltiir kab1 degistirilip iireme sonucunda kiiltiir kabinin %751

kaplaninca pasajlama gergeklestirildi.
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e Tiim hiicrelerin yiizeyden kalktiklar1 gozlendikten sonra 600 pl. Tripsin-
EDTA 5 ml. ortam ile seyreltilip, 800 rpm.de 5 dakika santrifiij edildi.
Sonrasinda, hiicreler, yeni doku kiiltiirii ortamina 1'e 4 oraninda olacak

sekilde aktarild.

e Dondurulacak olan hiicreler santrifiigasyon sonrasi hiicre kiiltiir ortaminda
homojenize edilip sayildiktan sonra 300.000-600.000 hiicre / ml. dondurma

ortami olacak sekilde dondurma tiiplerine aktarilip donduruldu.

3.3.2. AKMKH'lerin karakterizasyonu ve in vivo uygulanmasi

Sican kokenli AkMKH'lerin fenotipik karakterizasyon analizi amaciyla
farklilastirtlmamis mezenkimal hiicrelere akis sitometri analizi gergeklestirilmistir.
Analizler Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi ve Biyomiihendislik B&liimii

Hiicre ve Doku Miihendisligi Arastirma Laboratuvari tarafindan gerceklestirilmistir.

Uygulanan protokolde AkKMKH'ler yilizeyden kaldirilarak hiicre yogunlugu
1x10° hiicre/mL olacak sekilde siispanse edilmistir. Santrifiijden sonra yikama
tamponunda siispanse edilen hiicrelere 300 pL floresan izotiyosiyanat (FITC)-konjuge
antikorlar eklenerek oda sicakliginda 45 dk inkiibasyon gerceklestirilmistir. Akis
sitometri analizi i¢cin FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego, USA) cihazi
kullanilmistir. Hiicrelerin immiino-fenotiplemesinde CD29, CD90, CD54, CD45,
CD106, MHC smif 1 ve MHC smif 2 antijenlerine uygun sican antikorlari ve

antikorlar i¢in 6nerilen izotip kontrolleri kullanilmigtir.

Karakterizasyon islemleriyle AkMKHIerin uygunlugu dogrulandiktan sonra,

deney gruplarma 1x10° hiicre/doku iskelesi olacak sekilde ilgili uyguland.

3.4. FOTOBIiYOMODULASYON iCiN KULLANILAN ISIK KAYNAGI

Tez c¢alismasi  kapsaminda  gergeklestirilen  deneysel  calismada
fotobiyomodiilasyon amaciyla kullanilan 151k kaynagi (Collagentex, Tanses

Technologies, Montreal, Quebec, Canada), kuartz plazma ark lamba, 6zel filtreler ve
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reflektor sisteminden meydana gelmektedir (Sekil 3.2). Cihaz, 590-1395 nm arasi
dalga boylarmi kapsayan polikromatik 151k ve kizilotesine yakin foton enerjisi
saglarken, 550 nm altinda ve 1500 nm {izerinde dalga boylarinin emisyonuna engel
olmaktadir. Cihazin ¢ikis giici 685 W’dir, plazma ark 151k kaynagi olarak
tamimlanmaktadir. Cihazdan yayilan 1sik 0,3 m?’lik alanda etkilidir ve enerji
yogunlugu 130 mW/cm?’dir. Fotobiyomodiilasyon 48 saat araliklarda, 10 cm.

mesafeden hayvanlar prone pozisyonda yatarken kraniyel bolgeye uygulanmigstir.

Sekil 3.1. A. Tez c¢alismasinda fotobiyomodiilasyon uygulanmasi amaciyla
kullanilan 151k kaynagi B. Calisma kapsaminda kraniyel kemik defekti
uygulanmast

3.5. DENEY GRUPLARI

Calisma kapsaminda toplamnda 36 adet Sprague-Dawsey cinsi si¢an, her bir
grupta toplam 12 hayvan olacak sekilde 3 gruba randomize olarak ayrildi. Standart
olarak tiim hayvanlarin kalvariyumunda biparietal, birbirinden bagimsiz 6 mm.
capinda tam kalinlikta kemik defektleri meydana getirildi. Bu sekilde, her bir sigandan
2 bagimsiz 6rnek elde edildi. Ornekler tiim hayvanlarda 20 hafta sonunda elde edildi.
Gruplardaki hayvanlarin yarisina deney boyunca 11k tedavisi — fotobiyomodiilasyon
uygulanirken, yarisina uygulanmadi ve deney siiresinin sonunda biyomateryallerin ve
hiicresel tedavilerin kemik iyilesmesine etkisinin yanisira, fotobiyomodiilasyonnin de
kemiklesmeye ve kok hiicrelerin  osteojenik  farklilaimasina  katkisinin

degerlendirilmesi amaglandi.
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1. Kontrol grubu: Bu grupta 6 mm. boyutunda kemik defekti biparietal
olarak meydana getirildi ve herhangi bir tedavi edici uygulama
gerceklestirilmeksizin isleme son verildi. 20. haftada hayvanlar sakrifiye
edilerek ornekler elde edildi. Bu gruptaki hayvanlarin randomize olarak
belirlenen 6 tanesine fotobiyomodiilasyon uygulanirken, 6 tanesine

herhangi bir tedavi uygulanmamustir.

2. Hiicresiz metakrilatlanms hidrojel doku iskelesi grubu, (JEL-MA):
Bu grupta 6 mm. boyutlu kemik defekti biparietal olarak meydana getirildi
ve olusturulan defekte kok hiicre icermeyen metakrilatlanmis hidrojel
yapida doku iskelesi yerlestirilip isleme son verildi. 20. haftada hayvanlar
sakrifiye edilerek ornekler elde edildi. Bu gruptaki hayvanlarin randomize
olarak belirlenen 6 tanesine fotobiyomodiilasyon uygulanirken, 6 tanesine

herhangi bir tedavi uygulanmamastir.

3. Kok hiicre iceren metakrilatlanmis hidrojel doku iskelesi grubu,
(JEL-MA+AKMKH): Bu grupta 6 mm. boyutlu kemik defekti biparietal
olarak meydana getirildi ve olusturulan defekte yag dokusundan elde
edilen kok hiicre iceren metakrilatlanmis hidrojel yapida doku iskelesi
yerlestirilip igleme son verildi. 20. haftada hayvanlar sakrifiye edilerek
ornekler elde edildi. Bu gruptaki hayvanlarin randomize olarak belirlenen
6 tanesine fotobiyomodiilasyon uygulanirken, 6 tanesine herhangi bir

tedavi uygulanmamugtir.

3.6. ANESTEZIi

Tim hayvanlara intraperitoneal olarak uygulanan ketamin (90 mg/kg -
Ketalar®, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) ve ksilazin (10 mg/kg - Rompun®, Bayer,
Tiirkiye) karisimi1 uygulanmistir. Anestezi derinligi, periyodik olarak cilt veya parmak
kistirma testi ile deney siiresince degerlendirildi. Deney devam ederken anestezinin
ylizeyellesmesi nedeniyle gerekmesi halinde ek doz olarak 10 mg/kg ketamin ve

2mg/kg ksilazin verilerek anestezinin devami saglandi.
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3.7. CERRAHI ISLEM

Anestezi indiiksiyonunu takiben, tiim hayvanlarin insizyon bolgesi traglanarak,
povidon — iyodin soliisyonu (Batticon, Tiirkiye) ile antisepsi uygulanmigtir. Cerrahi
sahanin hazirlanmasimi takiben, steril kosullarda ortiilerek isleme baslandi. Dorsal V
seklinde bir insizyonla skalp flebi kaldirilip, periostun insizyonu ve subperisoteal
disseksiyon ile kemik ortaya konuldu. Dental burr yardimiyla sag ve sol parietal
kemikler {izerinde sagittal siitlir hattinin gegilmemesine ve duranin yaralanmamasina
ozen gosterilerek 6 mm. lik yuvarlak sekilli tam kalinlikta kemik defekti olusturuldu.
Islem boyunca siirekli %0.9'luk serum fizyolojik ¢dzeltisi ile irrigasyon standart olarak

tgm hayvanlara uygulanmustir.

Defektlerin hazirlanmasini takiben deney grubu dikkate alinarak ilgili deneysel
islem gerceklestirilip kaldirilan skalp flebi yerine iade edilerek cilt insizyonu 4-0

polipropilen siitiir materali (Dogsan, Tiirkiye) ile onarilarak isleme son verildi.

Sekil 3.2. Cerrahi Islem

A. Cerrahi iglem 6ncesinde cerrahi alan tras edilip, dorsal V seklinde insizyonun planlanmaktadir B.
Skalp flebinin kaldirilmasini takiben, biparietal kritik boyutlu kemik defekti olusturulmaktadir. C.
Deneysel ¢aligma kapsaminda mikropipet yardimiyla hidrojel JEL-MA doku iskelesinin defekte
uygulanmasi



29
3.8. CERRAHI SONRASI iZLEM

Deney hayvanlari, otokannibalismin onlenmesi amaciyla ayri ayr1 olarak
postoperative donemde kafeslere yerlestirilerek, cerrahi sonrasi agrinin kontrolii
amaciyla 2 mg/ml parasetamol peroral verildi. Hayvanlarin deney siireci boyunca;
giinlik olarak, genel durum, viicut agirligi, malnutrisyon, enfeksiyon bulgulari

yoniinden degerlendirildi ve hayvanlar ad libitum olarak standart yem ile beslendi.

3.9. OTENAZI

Deney siirelerinin tamamlanmasini takiben orneklerin elde edilerek deneyin
sonlandirilmast amaciyla, deney hayvanlarina yiiksek doz anestetik uygulanarak

sakrifikasyon gergeklestirilmistir.

3.10. MAKROSKOPIK DEGERLENDIRME

Deney siiresi sonunda sakrifikasyon oOncesinde ve hayvanlarin
sakrifikasyonunu takiben elde edilen Ornekler standart zemin {izerinde
fotograflanarak, enfeksiyon, yabanci cisim reaksiyonu, inflammasyon agisindan

subjektif olarak degerlendirilmistir.

3.11. HISTOLOJiK DEGERLENDIRME

Deney hayvanlarinin sakrifikasyonu sonucunda elde edilen biparietal kemik
defekti igeren biitiinliigii korunmus olan kalvariyum 6rnekleri, dncelikli olarak %10’luk
formaldehit ¢ozeltisi i¢inde 72 saat bekletildikten sonra dekalsifikasyon amaciyla De
Castro soliisyonuna yerlestirilmistir. Kemik orneklerinin dekalsifikasyonu takiben,
alkol ile dehidratasyon ve ksilolde seffaflandirma gerceklestirilierek rutin 151k
mikroskop doku takip yontemi takip edilerek parafine gdmiildii. Mikrotom yardimiyla,
Sum kalinliginda seri Kkesitler alinarak, Hematoksilen-Eozin ve Masson Trikrom ile
boyandiktan sonra TOBB ETU Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali
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Laboratuvarlari’nda Leica DM-6000B (Germany) 1s1ik mikroskobu ile incelendi ve
gortintiiler DC500 dijital kamera (Leica, Wetzlar-Germany) ile bilgisayara aktarildi.
Deneyde kullanilan BRDU isaretli kok hiicrelerin  goriintiilenmesi amaciyla
bromodeoxyuridin immunohistokimyasal boyamas1 gergeklestirilmistir (Abcam,

ab125306-BrDU immunohistochemistry kit).

Histolojik spesimenlerin objektif kriterle degerlendirilmesi amaciyla Bélgen

ve ark. tarafindan standardize edilmis bir skorlama sistemi kullanilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Calismada kullanilan histolojik skorlama sistemi

Parametre 3 2 1 0
Yeni kemik olusumu TAM (%100) COK (>%50) AZ (<%50) YOK
Fibréz bag dokusu formasyonu YAYGIN (Sik1) ORTA AZ (Irregiiler) | YOK

3.12. MIKRO TOMOGRAFIK DEGERLENDIRME

Mikro tomografi sistemleri, X-isinlar1 yardimiyla ¢ekimin gergeklestirildigi
dokunun goriintiilenmesine olanak saglayan ve bu yolla dokunun sahip oldugu mineral

yogunlugu hakkinda analize imkan tantyan goriintiileme yontemleridir.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda deney hayvanlarinin biitiinliikleri korunmus halde
cikarilan kalvariyal kemiklerinin mikrotomografik analizi Hacettepe Universitesi Ileri
Teknolojiler Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde gergeklestirildi. Once ham
goriintiilerin elde edilmesi amaciyla, kemikler dokuya zarar vermeksizin, Skyscan
(Bruker) marka ve 1272 model x-1sinlar1 tomografisi ile taranmistir. 50 kV gerilim ve
625 pA akim altinda ¢alistirilan X-151n1 kaynagi yardumiyla 10 um lik piksel boyutu
¢ozintrliliginde goriintiiler elde edilmistir. Tarama siiresince Ornelerin hareket
etmemeleri mekanik yontemlerle saglanmistir. Ornekler dik eksende sirasiyla 180 ve
360 derece dondiriilmiis, her 2 derecelik rotasyona bir goriintii alinacak sekilde kesit

araliklar1 taranmistir.

Elde edilen ham veriler, sonrasinda NRecon (Skyscan) yazilimi ile yeniden
islenmis ve orneklerin yatay tomografi kesitleri elde edilmistir. Tarama esnasinda ve
rotasyon esnasinda ortaya cikabilen artefaktlar, NRecon (Skyscan) yazilimi ile

minimize edilmeye caligilmistir.
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Hem demonstrative agidan hem de analiz amaciyla tarama sonrasinda elde
edilen iki boyutlu veriler {ic boyutlu olarak rekonstriikte edilmistir. U¢ boyutlu
verilerin ileri analizi, CTAn (Skyscan) yazilimi ile gergeklestirilmistir. Kemiklesme
orani tim defektte hesaplanarak hacimsel olarak defekteki kemik yiizdesi verilmistir.
Ayrica cihaz yardimiyla defect iginde yeni olusan kemik trabekiillerinin porozite

ylizdesi de analiz sonucunda ikinci bir degerlendirme verisi olarak elde edilmistir.

3.13. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIiRME

Degiskenlerin analizinde SPSS 25.0 (IBM Corparation, Armonk, New York,
United States) programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
Wilk testi ile varyans homojenligi Levene testi ile degerlendirildi.
Fotobiyomodiilasyon uygulama durumu deney gruplarina gore ayri ayri olarak,
mikrotomografik degerlendirme kapsaminda ‘porozite ve kemiklesme yiizdeleri’
agisindan parametrik yontemlerden Independent-Samples T testi Bootstrap
sonuclartyla birlikte kullanilirken, histolojik degerlendirme kapsaminda ‘Yeni kemik
ve Fibroz bag dokusu’ degiskenleri i¢in Mann-Whitney U testi Monte Carlo
simiilasyon teknigi ile kullanildi. Deney gruplarinin porozite ve kemiklesme ytizdeleri
acisindan birbiriyle karsilastirilmasinda parametrik yontemlerden One-Way Anova
(Brown-Forsythe); post hoc analizi i¢in Fisher’s Least Significant Difference (LSD)
testi kullanilirken, yeni kemik ve fibroz bag dokusu degiskenleri i¢in nonparametrik
testlerden Kruskal-Wallis H Testi Monte Carlo simiilasyon teknigi kullanilmig olup
Post Hoc analizler i¢in Dunn’s Testi kullanildi. Nicel degiskenler tablolarda ortalama
+ std. (standart sapma) ve medyan Range (Maximum-Minimum), Kategorik
degiskenler ise n(%) olarak gosterildi. Degiskenler %95 giiven diizeyinde incelenmis

olup p degeri 0,05 ten kii¢iik anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HIDROJEL DOKU iISKELESININ METAKRILATLANMA
DERECESI VE KARAKTERIZASYON SONUCLARI

Tez c¢alismasi kapsaminda tiim bu sorunlarin {istesinden gelebilmek
amaglanmigtir. Bu amacla, mikrodalga destekli metakrilasyon yoluyla Jel-MA'nin
mekanik Ozelliklerini arttirmak, dolayisiyla da Jel-MA hidrojelinin mekanik
ozelliklerini arttirmak hedeflenmistir. Calisma kapsaminda mikrodalga destekli
metakrilatlanmis Jelatin  (Mw-Jel-MA) sentezi gerceklesitirilmistir. Jel-MA
sentezinin karakterizasyonu kapsaminda 'H-NMR spektroskopisi kullanilmis olup

metakrilatlanma derecesi 90,0+1,4 olarak tespit edilmistir.

4.2. AKMKH’LERIN KARAKTERIZASYON ANALiZ BULGULARI

Calisma kapsaminda kullanilan AkKMKH’lerin karakterizasyon analizi akis
sitometrisi degerlendirmesi ile hiicrelerin akiskan sistem i¢inde lazer 15181 altinda elde
edilen sinyaller yardimiyla yiizey antijenlerinin tespit edilmesi ile ger¢eklestirilmistir.
Akis sitometrisi ile sadece hiicrenin yiizey antijenleri degil, ayn1 zamanda sahip
oldugu DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli, canlilig1 gibi

cesitli 6zellikleri hakkinda da bilgi toplanabilir (97).

Mezenkimal kok hiicrelerde yiiksek oranda bulunan ve ¢ok diisiik oranlarda
bulunan yiizey antijenleri temelde su sekilde belirlenmistir: fenotip negatif antijenler
(£%2): CD45, CD34, CD14, CD79 (98) ve fenotip pozitif antijenler (>%95): CD105,
CD73, CD90, CD29

Calismaya kullanilan ayni tiir sicana ait AKMKH'lerin akis sitometri sonuglari

Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Calismaya kullanilan ayni tiir sigana ait AkKMKH'lerin akis sitometri sonuglari

4.3. MAKROSKOPiIiK BULGULAR

Klinik olarak kontrol grubunda 20. haftanin sonunda meydana getirilen kritik
boyutlu kemik defektinin tamamen kemiklesmedigi, defekt alaninda bag dokusu
izlenimi veren bir graniilasyon izlenimi edinildi (Sekil 4.2). Kontrol grubuna ait
orneklerin hicbirinde enfeksiyon bulgusuna rastlanmadi. Fotobiyomodiilasyon alma
durumlarina gore her iki gruba ait kemik Orneklerinde herhangi bir farkliliga

makroskopik olarak rastlanilmada.

Makroskopik olarak hiicresiz metakrilatlanmis hidrojel doku iskelesi grubuna
(JEL-MA) ornekler incelendiginde kritik boyutlu kemik defektlerinin tam olarak
kapanmadiklar1 ancak periferden santrale dogru kemiklesme meydana geldigi izlenimi
edinildi. Higbir 6rnekte enfeksiyon ve yabanci cisim reaksiyonu gozlenmedi.
Fotobiyomodiilasyon almis veya almamis gruplar arasinda makroskopik olarak

herhangi bir farkliliga rastlanilmadi.
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Sekil 4.2. Makroskopik Bulgular

A. Kontrol grubunun 20 hafta sonunda elde edilen makroskopik goriiniimleri A1. FBM- 6rneklere ait
goriintiller, A2. FBM+ o6rneklere ait goriintiiler, B. JEL-MA yerlestirilen gruba ait 20. haftada elde
edilen makroskopik goriiniimleri B1. FBM- oOrneklere ait goriintiiler, B2. FBM+ orneklere ait
goriintiiler, C. JEL-MA + AKMKH yerlestirilen gruba ait 20. haftada elde edilen makroskopik
goriiniimleri. C1. FBM- 6rneklere ait goriintiiler, C2. FBM+ 6rneklere ait goriintiiler
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Makroskopik olarak kok hiicre igeren metakrilatlanmis hidrojel doku iskelesi
grubu, (JEL-MA+AKMKH) grubuna ait 6rnekler incelendiginde kritik boyutlu kemik
defektlerinin tam olarak kapanmadiklari ancak periferden santrale dogru kemiklesme
meydana geldigi izlenimi edinildi. Higbir 6rnekte enfeksiyon ve yabanci cisim
reaksiyonu gozlenmedi. Fotobiyomodiilasyon almis veya almamais gruplar arasinda

makroskopik olarak farkedilen herhangi bir farkliliga rastlanilmadi.

4.4. HISTOLOJIiK BULGULAR
4.4.1. Birinci grup — Kontrol / Kritik boyutlu kemik defekti grubu

Kontrol grubunda, FBM - orneklerde, her iki kavitenin i¢i de graniilasyon
dokusu ile dolmamisti. Kismen bos olarak gozlendiler. Ancak, kavitelerin ¢evresinde
ince bir tabaka halinde kemigin i¢ yiizine komsu, ince bir siki1 bag dokusu tabakasi

gelismeye baglamist1 (Sekil 4.3 A-B).

Sekil 4.3. FBM— Kontrol grubuna ait 6rneklerin histolojik goriiniimdi.

A. Defekt bolgesinin kenarlarinda yer yer kemiklesme baslangicini isaret eden sik1 bag dokusu geligimi
gozlenmektedir. Hematoksilen-eozin boyast X10. B. Defekt bolgesinin kenarlarinda yer yer
kemiklegme baglangicini igaret eden siki bag dokusu gelisimi (oklar) Masson trikrom boyasi. X10
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Kontrol grubunda, FBM+ olan 6rneklerde, FBM- gruptan farkli olarak,
kavitelerin icleri biitiin gruplarda farkli miktarlarda graniilasyon dokusu ile doluydu.
Ayrica, kemige komsu cevrede de sirkiiler diizenli kollagen demetler olugmaya

baglamist1 (Sekil 4.4 A-D).

Sekil 4.4. FBM + Kontrol grubuna ait 6rnerklerin histolojik goriintimii.

Defekt bolgesi graniilasyon dokusu ile dolmus ve konsantrik yerlesimli diizenli kollagen tabakalari ile
gevrelenmistir.

D; defekt bolgesi, K; kollagen. A: HE X4 B: Masson trichrome X4, C: HE X10 C: Masson trichrome
X10
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4.4.2. ikinci grup — hiicresiz metakrilatlanms hidrojel doku iskelesi

grubu, (JEL-MA)

FBM -, JEL-MA grubunda kavitenin i¢ini dolduran JEL-MA c¢evresinde
kemige komsu kaba, kalin kollagen demetlerin olusturdugu intramembrandz
kemiklesmenin Onciisii niteliginde, siki bir bag dokusunun olustugu gézlendi. Bazi

bolgelerde bu bag dokusu uzantilarmin cevresinde ince bir kemigin olugmaya

basladigi da goriildii (Sekil 4.5 A-D).

Sekil 4.5. FBM- JEL-MA grubuna ait 6rneklerin histolojik goriiniimii.

Defekt bolgesini dolduran hidrojel doku iskelesi ve ¢evresinde siki bag dokusu gelisimi gozlenmekte
(A, B). Hematoksilen-eozin boyasi.A: X10, B: X20, JEL-MA ¢evresinde olusan siki bag dokusu kemik
ile gevrelenmistir (C, D). Masson trikrom boyasi. C: X10, D: X20 D; defekt.
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FBM+, JEL-MA grubunda doku iskelesi kalintilarinin ¢evresinde, kavitelerin
icinin tamamen bol kapiller damarlarin bulundugu siki bag dokusu ile dolu oldugu
gozlendi. Cevredeki kemik dokusuna yakin boélgelerde yeni kemik pargalarmin
olusmaya basladig1 goriiliiyordu. Uclii boya ile boyali kesitlerde ¢evre kemige komsu
kisimlarda bu bag dokusunun daha siki oldugu se¢ilmekteydi. Bir 6rnekte kavitenin
heniiz sekillenmekte olan orta boliimiinde ufak bir boliim disinda tiimd, kalsifiye ince
kemik trabekiilleri ve aralarinda heniiz kalsifiye olmamis membrandz kemik taslaklari

ile dolmustu (Sekil 4.6 A-D).

Sekil 4.6. FBM+ JEL-MA grubuna ait 6rneklerin histolojik gortiniimii.

A. Defekt bolgesinin igini dolduran bag dokusu i¢inde JEL-MA gozleniyor. G; JEL-MA. Hematoksilen
ve eozin boyasi. HE X4, B. Bir diger 6rnekte defekt kavitesi, ortada bir bolge disinda, tamamen yeni
sekillenen kemik ile doludur. Masson trikrom boyasi X4, C. JEL-MA kalintis1 ¢evresinde, kavitenin
i¢ini dolduran bol damarli bag dokusu i¢inde yeni kemik olusumu gozleniyor (oklar).. J; JEL-MA.
Hematoksilen ve eozin boyasi. HE X10, D. Kaviteyi dolduran JEL-MA kalintilarinin gevresinde
damarli sik1 bag dokusu olusumu. Kemige komsu bolgelerde nisbeten paralel dizilimli kollagen
demetler gozlenmektedir. Kavitenin orta kisimlarinda heniiz belli bir diizen yoktur ve ince dagiik
kollagen fibriller gozlenmektedir. Masson trikrom boyas1.X10
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4.4.3. Uciincii grup — kok hiicre iceren metakrilatlanmis hidrojel doku

iskelesi grubu, (JEL-MA+AKMKH)

JEL-MA+AKMKH grubunda, FBM - 6rneklerde, defekt kavitesinin JEL-MA
ile dolu olan boliimlerinin ¢evresinde siki bag dokusu tabakasi olusmustu. Kavitenin
cevresinde ve JEL-MA i¢inde ufak kemik parcalar1 da gozlendi (Sekil 4.7 A-B). Uglii
boya ile boyanan kesitlerde JEL-MA ¢evresinde, kemik yiizeyini 6rten bi¢cimde kalin

kaba kollagen fibrillerin olusumu belirgin bigimde gozlenmekteydi (Sekil 4.8).

Sekil 4.7. FBM — JEL-MA+AKMKH.

A. Defekt boslugu kismen Jel-MA ile doludur. Hematoksilen-eozin boyasi. D: Defekt. X4, B. Jel-MA
ile dolu defekt boslugunun g¢evresinde ve iginde yeni kemik olusumu gozlenmekte (oklar).
Hematoksilen ve Eozin boyas1.X20

Sekil 4.8. FBM — JEL-MA+AKMKH.

JEL-MA ¢evresinde olusan kollagen demetlerin kemik {izerinde yayildigt gozleniyor. Masson trikrom
boyast. X20.
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Bu grubun BrDU isaretli kok hiicrelerin varligini arastirmak iizere anti BrDU
kullanilarak indirekt immiinperoksidaz yontemiyle boyanan kesitlerinde, kavitelerin
dis kisimlarinin siki bag dokusu ile doldugu ancak orta kisimlarinda, bol olarak
gozlenen kok hiicrelerin ¢evresinde, yeni bag dokusunun sekillendigi gézlendi (Sekil

4.9 A-B).

Sekil 4.9. FBM — JEL-MA+AKMKH.

A. Kavite ¢evresinde olusmus siki bag dokusu bolgeleri kemik ile ¢evrilidir. Kavitenin ortasinda heniiz
sekillenmemis bolgede, JEL-MA iskele ve igindeki BrDU isaretli kok hiicreler goriilmekte. Anti BrDu
-indirekt immiin peroksidaz.X10, B. Kavitenin orta bdlgesinde heniiz tam sekillenmemis bag dokusu
icinde BrDU isaretli kok hiicreler daha ileri mikroskop biiyiitmesinde gozleniyor(oklar). Anti BrDu-
indirekt immiin peroksidaz.X40.
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JEL-MA+AKMKH grubunda, FBM+ 6rneklerde, kavitelerin i¢cinde JEL-MA
yer yer Obekler halinde durmaktaydi (Sekil 4.10 ve 4.11). Masson trikrom ile boyali
kesitlerde kok hiicrelerin bulundugu JEL-MA ¢evresinde kavitelerin biiyiik 6l¢iide siki
bag dokusu ile doldugu goézlendi. Bu bag dokusu i¢inde sekillenmis kalsifiye kemik
trabekiilleri se¢ilmekteydi. Kavite ¢cevresinde de kalsifiye ve kalsifiye olmamis kemik

tabakalar1 gozlenmekteydi (Sekil 4.11).

Sekil 4.10. FBM+ JEL-MA+AKMKH.

Defekt bolgeleri kemik ile ¢evrilidir Hematoksilen ve Eozin boyas1.X20

Sekil 4.11. FBM+ JEL-MA+AKMKH.

A. Defekt bolgesinde JEL-MA ¢evresinde siki bag dokusu ile dolmustur. Bu bolgede yeni sekillenen
kemik dokusu gozleniyor(oklar) Masson trichrome stain X4, B. JEL-MA ¢evresinde siki bag dokusu
ve sekillenen membrandz kemik dokusu gozleniyor. Masson trichrome X20.
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Anti-BrDU kullanilarak yapilan indirekt immiin peroksidaz boyamalarinda da
kaviteleri dolduran siki bag dokusunun periferde siki bicimde organize oldugu, kok
hiicrelerin de ortaya yakin kisimda bulunan daha yeni organize olan bolgede

yogunlastigt gozlendi (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. FBM+ JEL-MA+AKMKH.

BrDU ile isaretlenmis kok hiicreler kemik dokusunu saran siki bag dokusu iginde

gozleniyorlar. Anti-BrDu indirekt immiin peroksidaz.
A: X10, B: X40

FBM + o6rneklerde kavitelerin i¢i ortada bir bolge disinda hemen tamamen siki
bag dokusu ile dolu.FBM - 6rneklere oranla ¢ok daha siki ve yaygin olarak FBM+
grupta bu doku i¢inde ve ¢evrede membrandz ve kalsifiye kemik ¢ok daha belirgin

gozlenmistir.

Histolojik degerlendirme sonuglarina gore 20 hafta sonunda elde edilen
kemiklesme sonuglar1 Tablo 4.1'de verilmistir. Yeni kemik olusumu agisindan hem
FBM- hem de FBM+ ornekler kendi icerisinde karsilastirildiginda gruplar arasi
farklilik saptanmustir (p<0,001). Yeni kemik olusumu ag¢isindan en yiiksek degerler
JEL-MA ve JEL-MA+AKMKH gruplarinda saptanmistir. Fotobiyomodiilasyon
uygulanma durumuna gore bu gruplardan elde edilen 6rneklerde anlamli farklilik

saptanmamustir (sirasiyla p=0,542 ve p=0,999).

Gruplar arasinda yeni kemik olusumu agisinda posthoc analiz sonucunda JEL-
MA ve JEL-MA+AKMKH gruplar1 arasinda FBM- oOrneklerle, FBM+ &rnekler

arasinda anlamli fark gézlenmemistir (p<0.999).
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Fibroz bag dokusu olusumu agisindan hem FBM- hem de FBM+ olan 6rnekler
kendi igerisinde karsilagtirildiginda gruplar arasi farklilik saptanmistir (sirasiyla
p=0,019 ve p=0,002). Bu ag¢idan en diisiik sonuglar kontrol grubunda saptanirken,
fotobiyomodiilasyon uygulama durumuna goére anlamli farklilik saptanmamistir
(p=0,062). Fibroz bag dokusu olusumu agisinda en yiiksek sonuglar JEL-
MA+AKMKH grubunda elde edilen 6rneklerde gozlenmistir ancak her {ic deney
grubunda da fotobiyomodiilasyon uygulama durumu agisindan sonuglar kendi i¢inde

karsilastirildiginda anlamli farklilik saptanmamustir.

Gruplar arasinda fibr6z bag dokusu olusumu agisinda posthoc analiz
sonucunda JEL-MA ve JEL-MA+AKMKH gruplari arasinda hem FBM- 6rnekler
arasinda (p=0.776), hem de FBM+ Ornekler arasinda anlamli fark gézlenmemistir
(p=0.403).

Tablo 4.1. 20. haftanin sonunda Orneklerin histolojik degerlendirsilmesi ve
skorlamasina gore gruplarda elde edilen yeni kemik olusumu ve fibréz bag
dokusu olusum durumlarinin tanimlayici istatistiksel bilgileri ve gruplar
arasi karsilagtirma

Yeni kemik olusumu Fibroz Bag dokusu olusumu
FBM - FBM + P FBM - FBM + P
Med.(Min/Max) Med.(Min/Max) Med.(Min/Max) Med.(Min/Max)

AKMKH -A 2(1/2) 2(213) 0,542 2(212) 3(2/3) 0,062
JEL-MA -B 2(1/2) 2(212) 0,999 2(1172) 25(213) 0,277
Kontrol -C 0(0/0) 0(0/1) 0,4581 1(1/1) 2(1/2) 0,062
P degeri <0,0012 <0,0012 0,002 ? 0,019 2
ikili karsilastirma
A—B 0,999 0,999 0,776 0,403
A—C 0,003 0,001 0,001 0,015
B—C 0,003 0,005 0,024 0,570

1 Mann Whitney u test(Monte Carlo), 2 Kruskal Wallis Test(Monte Carlo); Post Hoc Test : Dunn's Test, Med.:Median,
Min:Minimum, Max.:Maximum
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4.5. MiKRO TOMOGRAFIi BULGULARI

Mikrotomografik analiz amaciyla taranan goriintiilerden elde edilen 2 boyutlu
goriintiiler, kritik boyutlu kemik defektinin kemiklesme yiizdesi ve elde edilen kemik

matriksin porozite ylizdesinin hespalanmasi amaciyla 3 boyutlu olarak rekonstriikte

edilmis ve analizler bu goriintiiler yardimiyla gerceklestirilmistir (Sekil 4.13).

FBM +

KONTROL / DEFEKT

JEL-MA+AKMKH

Sekil 4.13. Mikro Tomografi Bulgular

A. Kontrol grubunun 20 hafta sonunda elde edilen mikrotomografi gériintiileri A1. FBM- 6rneklere ait
goriintiiler, A2. FBM+ 6rneklere ait goriintiiler, B. JEL-MA grubuna yerlestirilen gruba ait 20. haftada
elde edilen mikro-BT goriintileri B1. FBM- orneklere ait goriintiiler, B2. FBM+ Orneklere ait
goriintiiler, C. JEL-MA + AKMKH yerlestirilen gruba ait 20. haftada elde edilen mikro-BT goriintiileri
Cl. FBM- orneklere ait goriintiiler, C2. FBM+ 6rneklere ait goriintiiler
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20 hafta sonunda mikrotomografi sonuglarna gore elde edilen kemiklesme
sonuglar1 Tablo 4.2'de paylssilmistir. Gruplar arasinda 20 hafta sonunda elde edilen
sonu¢lar acisindan FBM+ ve FBM- 6rnekler agisindan, hem % kemiklesme hem de %
porozite degerleri dikkate alindiginda istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttur

(p<0,001).

Kemiklesme ylizdesi agisindan sonuglar degerlendirildiginde, en yiiksek
kemiklesme oranlar1 JEL-MA+AKMKHlerin uygulandigr grupta elde edilmistir.
FBM- orneklerde ortalama olarak yiizde 60,62+6,34 kemiklesme gozlenmisken,
FBM+ olan oOrneklerde ortalama kemiklesme yiizdesi 79,93+3,41 olarak tespit
edilmistir. Fotobiyomodiilasyon alma durumuna gére JEL-MA+AKMKH grubuna ait
sonuglar karsilastirildiginda anlamli  olarak fotobiyomodiilasyon uygulama

durumunun fark yarattigi gézlemlenmektedir (p=0,002).

JEL-MA uygulanan grupta elde edilen 6rneklerde FBM- kemiklerde ortalama
kemiklesme ylizdesi 54,30+7,35 olarak tespit edilmis olup, FBM+ olan 6rneklerde bu
oran 68,02+4,88 olarak bulunmustur. Fotobiyomodiilasyon uygulamasinin anlamli
olarak kemiklesme oranlarini arttirdigr gézlenmistir (p=0.008). Yiizde kemiklesme
acisindan en diisiik degerler kontrol grubunda goézlenmis olup, FBM- orneklerde
ortalama olarak ylizde 28,60+11,94 olarak kemiklesme gozlenirken, FBM+ olan
orneklerde ise ylizde 30,82+4,65 olarak tespit edilmistir. Diger gruplardan farkl olrak
fotobiyomodiilasyon uygulamasi kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli fark

yaratmamistir (p=0,643).

Gruplar arasinda posthoc analiz sonucunda JEL-MA ve JEL-MA+AKMKH
gruplar1 arasinda FBM- o6rneklerde anlamli fark gézlenmezken (p=0,237), FBM+
orneklerde anlamli fark gézlenmistir (p<0,001).

Porozite yiizdesi acisindan mikro-BT sonuclar1 degerlendirildiginde, kontrol
grubunda FBM- orneklerde yilizde 71,74+11,93 oraninda kemiklesme alani iginde
porozite gozlenmisken, FBM+ 6rneklerde bu oran yilizde 69,18+4,65 olarak tespit
edilmigtir. Fotobiyomodiilasyon uygulanma durumuna gore kontrol grubu

orneklerinde porozite agisindan anlamli farklilik gozlenmemistir (p=0,601).
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Porozite yiizdesi agisindan en diisiik sonuglar JEL-MA+AKMKH uygulanan
grupta gozlenmis olup, FBM+ orneklerde bu oran yiizde 20,08+3,41 iken, FBM-
orneklerde ise ortalama yiizde 39,3846,34 olarak tespit  edilmistir.
Fotobiyomodiilasyon uygulanma durumunun hem JEL-MA hem de JEL-
MA+AKMKH anlamli olarak porozite ylizdesini etkiledigi gézlenmistir (sirasiyla
p=0,008 ve p=0,002).

Gruplar arasinda posthoc analiz sonucunda JEL-MA ve JEL-MA+AKMKH
gruplar1 arasinda FBM- o6rneklerde anlamli fark gézlenmezken (p=0,238), FBM+
orneklerde anlamli fark gézlenmistir (p<0,001).

Tablo 4.2. Mikrotomografi sonuglarina gore gruplarda elde edilen kemiklesme ve
porozite yiizdeleri ve gruplar arasi1 posthoc karsilastirma

% Porozite % Kemiklesme
FBM - FBM + P FBM - FBM + P
Mean=SD. Mean+SD. Mean+SD. Mean+SD.
AKMKH -A 39,38+6,34 20,08+3,41 0,002 60,62+6,34 79,93+3,41 0,002*
JEL-MA -B 45,69+7,37 31,98+4,88 0,008 54,30+7,35 68,02+4,88 0,0081!
Kontrol -C 71,74+11,93 69,18+4,65 0.601' 28,60+11,94 30.82+4,65 0,6431
P degeri <0,001 2 <0,001 2 <0,001°2 <0,001 2
ikili
karsilastirma
A—B 0,238 <0,001 0,237 <0,001
A—C <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
B—C <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

! Independent Samples T Test(Bootstrap), 2 OneWay ANOVA (Brown-Forsythe); Post Hoc Test:
Fisher’s Least Significant Difference (LSD), SD.:Standart deviasyon
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5. TARTISMA

Kemik defektlerinin onarimi plastik cerrahinin temel ilgi alanlarindandir.
Giliniimlizde bu amagla bagvurulan cerrahi segeneklerin basinda otojen kemik
greftlerinin kullanimi1 gelmektedir (99). Dogumsal, travmatik veya onkolojik
nedenlerle rezeksiyonlar sonrasinda meydana gelen kemik defektlerinin onarimi
amaciyla siklikla hastanin kendi iliak krest, kalvariyum veya kostal kemik greftleri
greft veya vaskiiler olarak serbest flep olarak transfer edilebilmektedir. Mikrocerrahi
yontemlerden faydalanilarak serbest kemik transferleri i¢in iliak, fibula, radius ve
skapula en sik tercih edilen donor se¢enekleridir. Her iki cerrahi ¢6ziim se¢eneginin
de uzun yatis siireleri, alict saha morbiditeleri, isleme bagl rezorbsiyon veya doku

kayb1 gibi komplikasyon profilleri ve maliyet gibi kisitlamalar1 mevcuttur.

Kemik defektlerinin onarimi amactyla bagvurulabilecek bir baska secenek de
distraksiyon osteogenezidir (100, 101). Ilk olarak Codvilla ve Abott’un ¢alismalar ile
alt ekstremitede baslayan distraksiyon uygulamasi, osteotomiyi takiben meydana
gelen kallus dokusunun traksiyonuna dayanmaktadir. ilerleyen yillarda Joseph
McCarty kraniyofasiyal iskelette once hayvan modelinde sonra da klinik olarak
distraksiyon uygulamasini basarili bir sekilde gerceklestirerek plastik cerrahi icin
distraksiyon uygulamalariin en 6nde gelen kemik defekt onarim se¢eneklerinden biri
haline gelmesini saglamistir (102). Bu yontemle kemik segmentinde uzamaya ek
olarak, distraksiyon histiogenezi adi verilen biyolojik siiregle ¢evre yumusak
dokularda da biiyliime saglanir. Tiim bu avantajlarina ragmen, tedavi siiresi boyunca
cihaz kullanimi, iki seansli ameliyat gereksinimi, sonrasinda fibréz kaynama veya
kaynamama gibi kendi i¢inde kisitlamalar1 olmasi nedeniyle distraksiyon da ideal

secenek olarak nitelendirilememektedir.

Giincel cerrahi seceneklerin kendi icinde bir¢ok dezavantaj ve kisithlik
barindirmasi nedeniyle, otojen dokular ile elde eidlebilecek dokunun sinirli olmasi
nedeniyle siirekli ulagilabilir, immunojenik olmayan ve hedef dokunun yerine gegecek
biyomateryaller iiretme ideali olan doku miihendisligi caligmalar1 biiylik heyecan
uyandirmaktadir. Kemik doku miihendisligi agisindan son yillarda 6nem kazanan
strateji, kemik eslenigi olacak ideal biyomalzemelerin iiretimi ve hiicre bazlh

uygulamalarla bunlarin kombine edilmesi olarak Ozetlenebilir. Bu noktada
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gerceklestirilen bir¢ok calisma olup, elde edilen kazanimlarin klinik uygulamalara
yansimasi konusunda halen katedilmesi gereken uzun bir yolculuk oldugu rahatlikla

sOylenebilir.

Plastik cerrahiye doku miihendisligi uygulamalarinin ilk klinik yansimalarindan
birisi 2009 yilinda Behnia ve ark. tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada dudak
damak yarigina ikincil gelisen alveolar kemik yarigin tedavisinde 2 olguda mezenkimal
kok hiicre yiiklenmis demineralize kemik matriksi kullanilmig ve olumlu sonuglar elde
edilmistir (103). Yine alveolar kemik greftleme igcin BMP destekli stratejilerin
uygulanabilecegini Van Hout ve ark. 2011 yilinda ortaya atmiglardir (104).

Plastik cerrahi i¢in devrim niteliginde ¢alismada Zuk ve ark. abdominal yag
dokusunun mezenkimal kok hiicrele kaynsgi oldugunu godtermislerdir (51). Yag
dokusunun viicutta bol miktarda bulunmasi, kolay ulasilabilir olmasi, lipoaspirasyon
gibi rutin bir prosediir ile elde eidlmesi, doku miihendisligi ¢alismalarina halihazirda

ilgisi olan plastik cerrahlarin bu konuya siki sikiya sarilmasina neden olmustur (4).

Kemik doku miihendisligi alaninda AkMKHlerle gerceklestirilen bir ¢ok in
vivo ¢aligma mevcuttur. Vergroesen ve ark. gelistirdigi spinal fiizyon modelinde doku
iskelesi ve AKMKHIer implante ederek hasarli alanda kemiklesme elde etmistir (105).
Rada ve ark. AkMKHlIerin osteojenik farklilasma potansiyelleri iizerine in vitro ve in

vivo ¢aligmalar gergeklestirmistir (106).

AKMKH uygulamalarinda 6nde gelen stratejilerden birisi, kok hiicrelerin
farklilagma potansiyellerininden rejeneratif etki elde edebilmek amaciyla
faydalanmak amaciyla bu hiicreleri istenilen hedef hiicre serisine indiikleyecek
biliyiime faktorlerinin veya trofik ajanlarin uygulanmasi olmustur. Bu amagla
uygulanan trofik ajanlardan birkagi, kemik doku tizerinde doniistiiriicii biiylime
faktorii (TGF) ve insulin benzeri biiyiime faktorii olmustur. Cowan ve ark. da BMP-
2nin ekzojen uygulanmasinin kemiklesmeyi arttirdigin1 gergeklestirdigi deneysel

calisma ile ortaya koymustur (76).

AKMKHlerin rejeneratif potansiyeline odaklanmis hiicresel stratejilerle en
cok combine edilen biliyiime faktdrlerinden birisi kemik morfojenik protein (BMP)

ailesidir. In vivo ortamda da BMP'nin AKMKH’ler iizerinde osteojenik farklilsama
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yoniinde tetikleyici etki gosterdigini ortaya koyan ilk ¢alismalardan birisi Wan ve ark.
tarafindan 2006 yilinda gergekleitirilmistir (107). Platelet lizat, osteojenik biiyiime
peptidi ve eritropoietin de ayrica kemiklesme iizerinde etkisi son yillarda gosterilmis
biiyiime faktorleridir (108-110). Bu alanda gergeklestirilen giincel ¢alismalardan
birisinde Calig ve ark. 17B-0stradioliin AKMKH’ler iizerinde kemiklesme agisindan
olumlu etki gdsterigini ve muhtemelen bu hiicrelerin kemik seriye doniistimlerini

indiikledigini ortaya koymustur (71).

Rejeneratif tip alaninda son yillarda ilgi uyandiran konulardan birisi de
fotobiyomodiilasyon kavramidir. Isik enerjisinin Mester’in ¢aligmalar1 sonucunda
rejeneratif potansiyeli oldugu 1970°li yillarda ortaya konulmustur (84, 111, 112). Isik
enerjisinin mitokondri diizeyinde 6zellikle sitokrom c oksidaz {izerinden tetikledigi bir
dizi reaksiyon sonucunda hiicre i¢i ATP sentezi artmakta ve bunun da hiicresel diizeyse
proliferasyonun, yara iyilesmesinin artmasi, bununla beraber inflammasyonun ve
6demin azalmasina katki sagladigi goriilmistiir. Diisiik seviyeli lazer tedavilerinin yara
tyilesmesinin her ii¢ fazinda da etkili oldugu ve ayr1 ayr1 inflammasyon, proliferasyon
ve remodeling fazlar lizerinde biostimiilasyon etkisi gosterdigi ortaya konulmustur.
Kok hiicrelerin de 1s1k enerjisinin absorsiyonu ile beraber onarim, yenileme ve

farklilagma etkinliklerinin ivme kazanabilecegi diisliniilmiistiir.

Fotoenerji ile islev gosteren her cihazin ayni rejeneratif etkiyi gostermedigi
bilinmektedir. Yiiksek enerjili lazer modaliteleri gerek yiiksek dalga boyu ile
caligtiklar1 gerekse de etkiledikleri kromoforlar nedeniyle rejeneratif amacla degil,
tam tersine ablative amaclarla kullanilabilmektedir. Dolayisiyla, dokuda istenilen
etkiyi elde etmek i¢in uygun 1s1k kaynaginin se¢imi ve fotobiyomodiilasyon
uygulamasinin uygun dalga boyunda gerceklestirilmesi konusu son yillarda gittik¢e

onem kazanmistir.

Bu noktadan hareketle, bu tez calismasinda amaclanan yeni bir
fotobiyomodiilasyon modalitesi olan bu calismada kullanilan plazma ark 1s1k
kaynaginin AKMKH yiiklenmis hidrojel doku iskelesi ile rekonstriikte edilmis
kraniyel kemik defekti modelindeki in vivo rejeneratif etkisini ve
fotobiyomodiilasyonun polikromatik olarak uygulanmasinin AkKMKH’ler iizerinde

osteojenik farklilagma {izerindeki indiiksiyon etkisinin arastirilmasidir.
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Kritik boyutlu kemik defekt modeli Hollinger ve ark. tarafindan tanimlanmis
(92, 113) ve bu alandaki g¢alismalarinda altin standart olarak kabul edilmektedir.
Temel olarak, terapotik bir girisim olmaksizin kemik defektinin kendi rejenrasyon
potansiyeli ile tam iyilesme gostermeyecegi kabul edilmektedir. Hayvan tiirlerine
spesifik defekt biiyiikliiklerinin belirlenmesi amaciyla birgok ¢alisma yapilmis ve (16)
bu ¢alismada kullanilan deney modeli i¢in tercih edilen hayvan tiirii, Sprague Dawley

sigcan i¢in Smm. ve iizerindeki defektler kritik boyutlu olarak kabul edilmektedir.

Bu ¢alismada metakrilatlanmisg hidrojel bir doku iskelesi modeli kullanilmustir.
Dogal bir polimer olan tip A jelatin ile metakrilik anhidrit doku iskelesinin yapisini
olusturmaktadir. Jelatin, ekstraselliiler matriksin bir komponenti olup, bulunan
kollajenin denatiirasyonu ile elde edilmektedir (114). Dogal bir polimer olmasi
yoniiyle yiiksek osteoindiiktif kapasiteye sahiptir ve tamamen biyouyumlu ve
biyobozunur 6zelliktedir. Metakrilik anhidrit ile fonksiyonalizasyonu doku iskelesine
osteokondiiktif 6zellik kazandirmaktadir. Kemik doku miihendisligi i¢in ideal doku
iskelesi modeli, hem osteoindiiktif ve hem de osteokondiiktif olmalidir. JEL-MA elde
edilmesinin en temel basamag, jelatin yan gruplarimin metakrilik anhidrit ile stabil
fonksiyonelizasyonudur. Bu ¢alismada tip A jelatin, tip b formuna gore daha fazla
reaktif amino grubuna sahip olmasi nedeniyle, kimyasal yapisindaki avantaj nedeniyle
daha verimli metakrilatlanma potansiyeline sahip oldugu i¢in tercih edilmistir (115).
Metakrilatlanmis jelatin hidrojel doku iskeleleri ilk olarak Van Den Bulcke ve ark.
tarafindan ortaya atilmigtir (116). Bu konvansiyonel yaklasimda, metakrilat zincir
jerlatin makromolekiiliiniin primer amine grubu (lizin veya hidroksi lizin) ile
reaksiyona 50°C sicaklikta 1-3 saat siireyle girmektedir. Bu yontemin getirdigi bir
takim dezavantajlar bulunmaktadir (117, 118). Bunlarin basinda kontrolsiiz
metakrilatlanma ile bu metakrilik anhidrit gruplarinin hiicrelere toksik olabilmeleri ve
in vivo doku miihendisligi ¢alismalari igin yeterli mekanik ve reolojik 6zelliklere sahip

olamamalar1 gelmektedir.

JEL-MA hidrojel doku iskelerlerinin bu tez ¢alismasinda uygulanan tiretim
teknigi ¢alisma ekibimiz tarafindan tanimlanmis olup ayn1 merkezde gergeklestirilen
caligmalarla etkinligi kanitlanmistir. Bu fabrikasyon yontemiyle konvansiyonel
yaklagimin kismen kisitlamalarinin Oniine geg¢ilmis ve literatiirde ilk kez olacak

sekilde JEL-MA doku iskeleri mikrodalga 1s1ma yardimiyla elde edilmistir. Cok daha
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hizl1 olarak ortalama olarak 5 dk. siirede JEL-MA sentezi gerceklestirilmistir. Yine
bahsi gegen ¢alismada farkli giicte mikrodalga enerjisinin uygulanmasinin farkli
etkileri aragtirtlmistir. 600, 800 ve 1000 W enerji uygulandiginda benzer
metakrilatlanma sonuglar1 (yaklasik olarak %98 kadar) elde edilmesine ragmen, 1000
W uygulanan grupta akrilik protonlardan elde edilen sinyalin daha keskin oldugu ve
lizin gruplarinin metakrilatlanmasinin daha doygun seviyeye ulastigi sonucu elde
edilmistir. Bu tez calismasinda da en optimum in vitro sonucun elde edildigi gii¢
profile olan 1000 W mikrodalga enerjisi standart olarak tim doku iskelelerinin

fabrikasyonunda tercih edilmistir.

Calismada AkMKHlIer iizerinde etkinligi arastirilan fotobiyomodiilasyon
modalitesi daha Onceki benzer ¢alismalarda kullanilan diisiik seviyeli lazer ve 151k
yayan diyot kaynaklarinin ikisinden de farkli 6zelliklerre sahiptir. Cihaz, polikromatik
151k uygulama kapasitesine sahip olup, 590 nm ile 1395 nm. arasinda genis spektrumda
dalga boyuna sahiptir. ideal fotobiyomodiilasyon igin 550 nm altindaki ve 1500 nm
iizerindeki dalga boyunda foton emisyonu da cihaz tarafindan bloke edilmektedir.
Polikromatik 151k yardimiyla fotobiyomodiilasyonun in vivo ortamda mikrodolagima
olan etkisini sorgulayan Oncii nitelikteki ¢aligmay1 calisma ekibimiz gergeklesitirmis
olup, bu ¢aligmada bu yolla gergeklestirilen fotobiyomodiilasyonun sican pedikiillii
TRAM flep modelinde zon 4’iin yasamsalligi anlamli olarak arttirdi§i ortaya
konulmustur (5). Bu tez ¢alismasi da polikromatik, plazma ark 151k kaynagi yardiml
gerceklestirilen fotobiyomodiilasyonun AKMKH’lerin iizerindeki etkisini in vivo

kemik defekt modelinde aragtirmasi yoniiyle olduk¢a onemlidir.

Calisma sonuglar1 degerlendirildiginde, kontrol grubunda klinik ve histolojik
olarak kontrol grubunda 20. haftanin sonunda meydana getirilen kritik boyutlu kemik
defektinin tamamen kemiklesmedigi, defekt alaninda bag dokusu izlenimi veren bir
graniilasyon izlenimi edinilmistir. Histolojik olarak sadece granulasyon dokusunun
olmasi1 ve irregiiler bag dokusunun gelisimi beklenen bir sonu¢ degerlendirilebilir.
Makroskopik olarak dikkat cekici olarak, hicbir 6rnekte enfeksiyon ve yabanci cisim

reaksiyonu gézlenmemistir.

Deney sonucunda elde edilen kemik dokularin histolojik degerlendirilmesinde,

JEL-MA grubunda doku iskelesi kalintilarinin ¢evresinde, kavitelerin i¢inin tamamen
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bol kapiller damarlarin bulundugu siki bag dokusu ile dolu oldugu gézlenmekle
beraber, g¢evredeki kemik dokusuna yakin bolgelerde yeni kemik pargalarinin
olugsmaya bagladig1 goriilmekteydi. JEL-MA+AKMKH grubunda, dikkat c¢ekici
olarak, defekt alaninin i¢inde doku iskelesinin yer yer 6bekler halinde bulundugu ve
kok hiicrelerin bulundugu doku iskelesi kalintilarinin ¢evresinde de defect alaninin
biiyiik olgiide siki bag dokusu ile doldugu gozlenmistir. Bu bag dokusu iginde
sekillenmis kalsifiye kemik trabekiilleri se¢ilme olup, defekt ¢cevresinde de kalsifiye
ve kalsifiye olmamis kemik tabakalari gozlenmemistir. Fotobiyomodiilasyonun
etkisinin karsilastirilabilmesi ve standardize degerlendirme amaciyla skorlama
yardimiyla elde edilen histolojik sonu¢larin yeni kemik olusumu ve fibrdz bag dokusu
olusumu ag¢isindan degerlendirildiginde ise, dikkat ¢ekici olarak her iki parameter igin
de kontrol grubuyla karsilagtirildiginda hem JEL-MAnin tek basina hem de
AkMKHler ile beraber uygulandiginda anlamli olarak kemiklesmeye katkida
bulundugu goriilmektedir. Fotobiyomodiilasyonun ise gruplarda elde edilen sonuglar

tizerinde anlamli bir katkis1 gozlenmemistir.

Mikrotomografik  degerlendirme agisindan elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda, dikkat ¢ekici olarak kontrol grubuyla karsilastirildiginda hem
JEL-MAnin tek bagina hem de AkMKHlIer ile beraber uygulandiginda anlamli olarak
kemiklesmeye katkida bulundugu goriilmektedir. Kemiklesme ylizdesi agisindan
sonuglar  degerlendirildiginde, en yiikksek kemiklesme oranlari  JEL-
MA+AKMKH'lerin uygulandig1 grupta elde edilmistir. Fotobiyomodiilasyon alma
durumuna gore JEL-MA+AKMKH grubuna ait sonuglar karsilagtirildiginda anlamli
olarak fotobiyomodiilasyon uygulama durumunun fark yarattigi gozlemlenmektedir.
Yine benzer olarak JEL-MA uygulanan grupta elde edilen orneklerde de
fotobiyomodiilasyon uygulamasinin anlamli olarak kemiklesme oranlarini arttirdigi
gozlenmistir. Kontrol grubunda ise diger gruplarin aksine, fotobiyomodiilasyon

uygulamasi 6rnekler arasinda anlamli fark yaratmamistir.

Kok  hiicre igeren JEL-MA+AKMKH grubuna ait sonuglarin
immunohistokimyasal boyamasi degerlendirildiginde, dikkate deger olarak histolojik
olarak yeni kemik olusum ve fibr6z bag dokusu olusum alanlarinda 20. haftanin
sonunda preoperatif olarak isaretlenmis olan BrdU+ AkMKHIerin varliklarini

stirdiirdiikleri gozlenmektedir. Her ne kadar fototerapinin hiicreler tizerindeki etkisini
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karsilagtirabilmek icin kantatif degerlendirme i¢in 6rnekler olanak vermemis olsalar
da, hiicrelerin yeni kemik olusum alaninda yer aldiklarmmin onaylanmasi,

fotobiyomodiilasyonun olas1 osteoindiiktif etkisi konusunda fikir uyandirmistir.

Deney siiresinin sonunda JEL-MA yapisindaki hidrojel doku iskelesi modelinin
yikim kinetigi degerlendirildiginde, 20 haftanin sonunda kismen devamlilik gosterdigi
goriilmustiir. Kemik doku miihendisligi ¢aligmalart igin tercih edilecek doku iskelesi
modelinin tamamen biyobozunur olmasi ve ge¢ kemiklesime sonuglarinin optimum
olarak degerlendirilmersi i¢in yerini yeni kemik olusumuna terk etmesi beklenmektedir.
Bu noktada, JEL-MA doku iskelesi modelinin bizobozunurlugunu daha iyi
degerlendirmek amaciyla daha ileri haftalarda 6rneklerin alindigi in vivo ¢aligmalarla
yeniden degerlendirilmesi uygun olacaktir. Bu sekilde o6zellike hiicresel stratejilerle
desteklendiginde daha ileri haftalarda daha organize kemiklesme gozlemlenmesi

olasidir.
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6. SONUC

Sonug¢ olarak, polikromatik 151k kaynaklar1 yoluyla fotobiyomodiilasyon
uygulamasinin ve bu calismada tercih edilen metakrilatlanmis jelatin hidrojel doku
iskelesi modelinin kemik defektlerinin rekonstriiksiyonunda kemik iyilesmesine olumlu
etkileri oldugu goézlenmistir. Ayrica yag dokusundan elde edilen mezenkimal kok
hiicrelerin varlig1 rejeneratif etkinin daha da arttig1, fotobiyomodiilasyonun hiicrelerin
varliginda kemiklesme yoniinde rejereratif etki yaratugi ortaya konulmustir. EK olarak,
fotobiyomodiilasyonun bu kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmalarinda uyarici etkisi
olabilecegi yoniinde fikir vermistir. Polikromatik 151k yoluyla fotobiyomodiilasyonun,
hem rejeneratif tip hem de hiicresel bazli doku miihendisligi ¢alismalarinda gelecekte

alternatif bir modalite olarak kullanilabilecektir.
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Asistan Bildiri Yarismas: Klinik Dal Birincilik, 2013 yilinda Tiirk Plastik,
Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Dernegi 35. Ulusal Kurultayr Uzman Arastirma
Yarigsmasi Deneysel Kategori Birincilik, 2016 yilinda Tiirk Plastik, Rekonstriiktif ve
Estetik Cerrahi Dernegi 38. Ulusal Kurultayr Uzman Arastirma Yarismasi Deneysel

Kategori Birincilik ddiillerine layik goriilmistiir.
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2013 yilinda European Board of Plastic Surgery (EBOPRAS) sinavlarin1 basariyla
tamamlayarak da Avrupa Plastik Cerrahi Yeterlilik iinvan1 olan FEBOPRAS (Fellow
of EBOPRAS) {invanini elde etmistir.

2011 yilinda Yale Universitesi’nde, 2018 yilinda University of Washington Seattle
Children’s Hospital’da pediatrik plastik cerrahi ve kraniyofasiyal cerrahi alanlarinda

egitim amaciyla ¢alismalarda bulunmustur.

Uluslararast1 SCI ve SCI-E indeksleri kapsaminda yayinlanmis 35 adet, ulusal

indekslerde ise 10’dan fazla bilimsel makalesi mevcuttur.

Mesleki ilgi alanlar1 arasinda estetik cerrahi, kraniyomaksillofasiyal cerrahi ve dudak

damak yariklar1 yer almaktadir.






