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OZET

Bu calismada, poli (L-laktik asit) (PLLA) ve hidroksiapatit (HAp) nanofiber matrisleri, geometrisi diizglin
olmayan kemik hasarlarinin tedavisinde kullanilmak Gzere 3 boyutlu (3B) elektroegirme yontemi ile
basarili bir sekilde Gretilmistir. Ug-boyutlu PLLA-HAp greft gruplarinin ortalama nanofiber ¢capi 425 +127
nm olarak kemik ECM’sinde bulunan kolajen nanofiberlerin ¢aplariyla uyumlu olarak bulunmustur.
Ayrica, taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintilerinin Image J programina aktariimasiyla 2-boyutlu
doku iskelelerindeki g6zenek blyuklikleri 2-10 ym, 3-boyutlu biyomalzemelerdeki gbzenekler ise 30-50
pm olarak hesaplanmistir. Bu da 3-boyutlu Gretimle, gok daha biylik gézenek ¢aplarinda nanofiber doku
iskeleleri elde edilebildigini gdstermistir. Modifikasyon iglemleri, matrislerin islatilabilirligini arttirmak igin
farkli zamanlarda farkli konsantrasyonlarindaki NaOH cozeltileri ile gergeklestirilmistir. Modifikasyon
oncesi su temas agisi 128.2+3.1° iken, 0.1 M NaOH c¢dzeltisi ile 6 saat gerceklestirilien modifikasyon
sonucunda su temas agisiI 84.2 + 8.1° olarak olgtlmistir ve modifikasyon suresiyle hidrofilisitenin arttigi
tespit edilmistir. SEM goriuntileriyle de yizey plrizlGliga artmistir ve fiber morfolojisini koruyan
alloplastik greft malzemelerin Uretilebildigi gérdlmastar.

Gelistirilen malzemelerin biyoaktivitesini arttirmak igin génulli bireylerden alinan kan ile trombositten
zengin plazma (PRP) izolasyonu santrifuj islemiyle gergeklestirilmistir. Trombositten zengin plazma
pipetleme ydntemiyle greftlere yiklenmis ve % 10 CaCl: ile aktive edilmistir. Aktivasyon etkinligi ise akis
sitometrisi ile CD62 (P-selektin) ve CD41/61 (glikoprotein llb/llla) proteinlerinin ylzdelerine bakilarak
incelenmistir. Aktivasyon sonrasi protein ylzdelerinin yaklasik 4 kat arttiyi ve aktivasyonun basariyla
gerceklestigi géruimustar.

in vivo hayvan deneyleri 24 adet Wistar Albino Sican kullanilarak gergeklestiriimistir ve siganlarin
kalvariyumunda her iki parietal kemikte birbirinden badimsiz 5 mm c¢apinda kemik defektleri
olusturulmustur. Erken kemiklesmeyi takip etmek icin 8. hafta sonunda, ge¢ donem kemiklesme icin de
20. hafta sonunda siganlardan kemik dokulari alinmis ve bilgisayarli tomografi (mikro-CT), histoloji ve
immunohistokimyasal boyama gorintuleriyle kemiklesme ve hicresel aktivite kargilastiriimistir. Calisma
sonunda, en yuksek kemik rejenerasyonu %76 olup, beklenildigi gibi altin standart olan otogreft
grubunda gorilurken; en yuksek kemik hacmi/defekt hacmi (BV/TV) oranina sahip ikinci grup PRP
icerikli PLLA-HAp grefti (%59) olarak belirlenmistir. En disuk BV/TV orani ise ~%25 ile kontrol
grubundadir. Ayrica, kemik rejenerasyonunu gostermek icin defekt bélgesindeki mineral yogunlugu
(BMD) da hesaplanmigtir. Yirminci haftadaki BMD degerlerine gére PRP yUkli ve bos greft gruplari
arasinda anlamli derecede ylUksek fark olmamakla birlikte PRP+PLLA-HAp grubu otogreftten sonraki
en ylksek BMD degerine sahip gruptur. Histoloji ve immunohistokimyasal boyama sonuglarinin da
mikro-CT verilerini destekler sekilde oldugu goérilmuastir. Bu sonuglar, geligtirilen PRP+PLLA-HAp greft
materyalinin altin standarda alternatif olarak kullanilabilecegini ve kontrol ve PLLA-HAp gruplari g6z
Onune alindiginda PRP'nin kemik rejenerasyonunu destekledigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kemik doku mihendisligi, Ug-boyutlu elektroegirme, Poli(L-laktik asit),
Hidroksiapatit, Trombositten zengin plazma, in vivo.



ABSTRACT

In this study, poly (L-lactic acid) (PLLA) and hydroxyapatite (HAp) nanofiber matrices were successfully
produced by 3-dimensional (3D) electrospinning method for the treatment of bone defects with irregular
geometry. The average nanofiber diameter of three-dimensional PLLA-HAp graft groups was found to
be 425 + 127 nm which is consistent with the diameters of collagen nanofibers in bone ECM. In addition,
by transferring scanning electron microscopy (SEM) images to ImageJ software, pore sizes in 2D
scaffolds were calculated as 2-10 ym, and 3-dimensional biomaterials has 30-50 uym pore sizes. This
result showed that nanofiber scaffolds with much larger pore diameters can be obtained with 3D
production. The modification processes were carried out with different concentrations of NaOH solutions
at different times to increase the hydrophilicity of the matrices. Before the modification, the water contact
angle was 128.2 + 3.1°, then the water contact angle was measured as 84.2 + 8.1° as a result of the
modification performed with 0.1 M NaOH solution for 6 hours. It was found that the hydrophilicity
increased with the modification time. Surface roughness increased and it was seen with SEM images
that alloplastic graft materials preserving fiber morphology materials can be produced successfully.

In order to increase the bioactivity of the developed materials, platelet rich plasma (PRP) isolation of
blood taken from volunteers was performed by centrifugation. Platelet rich plasma was loaded into the
grafts by pipetting method and activated with 10 % CaCl.. Activation efficiency was investigated by
looking at the percentages of CD62 (P-selectin) and CD41/61 (glycoprotein lIb/llla) proteins by flow
cytometry. It was observed that the protein percentages increased approximately 4 times after activation
and the activation was successful.

In vivo animal experiments were performed using 24 Wistar Albino rats and independent bone defects
of 5 mm diameter were created in both parietal bones in the calvarium of rats. Bone tissues were taken
from rats at the end of the 8" week to show early ossification and at the end of the 20" week for late
ossification. The ossification and cellular activity were compared with computed tomography (micro-CT),
histology and immunohistochemical staining images. At the end of the study, the highest bone
regeneration was 76%, while it was seen in the gold standard autograft group as expected. The second
group with the highest bone volume/defect volume (BV/TV) ratio was determined as the PRP containing
PLLA-HAp graft (59%). The lowest BV/TV ratio is in the control group with ~ 25%. Bone mineral density
(BMD) at the defect area was also calculated to show bone regeneration. Although the BMD values at
the 20" week are not significantly different between the PRP loaded and empty graft groups, the
PRP+PLLA-HAp has the highest BMD value after the autograft. Histology and immunohistochemical
staining results was consistent with micro-CT. These results showed that the developed PRP+PLLA-
HAp graft material can be used as an alternative to the gold standard and that PRP supports bone
regeneration when the control and PLLA-HAp groups are considered.

Keywords: Bone tissue engineering, Three-dimensional electrospinning, Poly(L-lactic acid),
Hydroxyapatite, platelet rich plasma, In vivo.



1. GiRiS

Dinyada her yil milyonlarca insan, kemik hasarlarindan kaynaklanan enfeksiyonlar ve sivi kaybi
nedeniyle olim riski ile karsi karsiya kalmaktadir. Bu nedenle arastirmacilar, kemik rejenerasyonunu
destekleyen ve enfeksiyonlarin Ustesinden gelebilecek 0Ozellikte Uriinlerin gelistiriimesi igin yeni
calismalar yapmaktadir.

Trombositten zengin plazma (PRP), kanin santrifijleme islemine tabi tutularak hucrelerinin molekiler
agirliklarina goére katman katman ayrigtiriimasi ile otolog olarak elde edilmektedir [1]. Trombositler, yara
iyilesmesinin tg¢ temel fazindan ilki olan hemostaz ve inflamasyon basamaginda aktif rol oynamaktadir.
Hasarin oldugu bdlgeye gelen trombositler, kan damarlarinin etrafinda kiimelesmektedir. Trombosit
yapisinda bulunan a-graniiller, immiin cevap olarak yara iyilesmesinde gorev alan biyoaktif molekiillerin
ve bulyime faktérlerinin salimini yapmakta; ayrica fibronektin, vitronektin gibi adezyon molekdlleri ve
hicreler arasi baglanmayla iletisimden sorumlu fibrinojen gibi proteinleri uyarmaktadir. Boylece bag
dokusu iyilesmesi, epitel doku gelisimi, kolajen matriks yapisi olusumu ve anjiyojenez indiklenmektedir
[2]. Trombositlerden biylime faktérleri salimi, kalsiyum glukonat, kalsiyum klorir, trombin veya kolajen
gibi kimyasal veya biyolojik ajanlarin kullanimiyla trombositlerin aktivasyonuna bagh olarak
gerceklesmektedir. Bu uyaranlara bagh olarak aktive edilmis trombositlerden; hizli, cok fazla miktarda
ve kontrolli olmayan bir sekilde bliylime faktorleri salimi gorulebilmektedir [3]. Ancak, klinik kullanimda
surekli ve kontrol edilebilir blylime faktoérleri salimini indikleyen alternatif kaynaklara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu sebeple, PRP’nin tasiyici bir malzeme ile kullaniminin, hem biyime faktérlerinin
kontrolli salimini saglayacagi hem de malzemenin biyoaktif 6zelligini arttiracagi disinilmektedir.
Taslyici olarak dusinullen ve kemik hasarlarinda kullanilan seramiklerin, biyobozunur, biyouyumlu ve
kolayca sikigtirilabilir 3-boyutlu polimer matriksler icerisine enkapstlasyonu ile elde edilen esneklik ve
mekanik Ozellikler yéninden gelismis kompozit greft malzemeleri, geometrisi belli olmayan kemik
hasarlarinda; cerraha zaman kazandiracak ve ayrica sekillendirme igin herhangi bir metal ekipmana
ihtiya¢c duyulmayacagindan hasarl bdlgede enfeksiyon riskinin azalmasina da yardimci olacaktir.

Sunulan proje ¢alismasinda buradan yola ¢ikilarak, geometrisi belli olmayan kemik hasarlarinin tedavisi
icin kolayca sekil alabilen, PRP ile biyoaktivitesi arttiriimis t¢ boyutlu (3B) nanofibréz kompozit kemik
greftlerinin gelistiriimesi ve in vivo etkinliginin incelenmesi hedeflenmistir. Osteoindiiktif etkiyi arttirmak
icin HAp nanopatrtikilleri, poli(L-laktik asit) (PLLA) igerisine katilmistir ve 3B elektroedirme yontemiyle
pamuksu yapida nanofibroz biyomalzemeler uretilmistir. Trombositten zengin plazmanin yapisinin ve
islevselliginin dnemli oldugunu ortaya koyan ¢ok sayida calisma 6zellikle son yillarda literatirde yer
almaktadir. Ancak, PRP’nin 3B elektroegirme ile Uretiimis greftlerle birlestirilerek doku muhendisligi
uygulamalarinda kullanildigi calismalar yok denecek kadar azdir ve greft malzemelerinin 3B
elektroegdirmeyle Uretimi calismanin 6zgun ydnlerinen biridir. Ayrica insan kanindan elde edilen PRP’nin,
farkli turlerde (sican, fare, kdpek vb.) etkisini inceleyen ve basarili sonuglar veren galigmalara da
literatirde sik rastlanmamaktadir. Bu sebeple, proje kapsaminda kullanilacak PRP, 25 yaslarinda
saglikl erkek bireylerden izole edilmistir ve kemik rejenerasyonuna olan etkisi 24 Wistar Albino siganda
kranial defekt olusturularak gézlemlenmisgtir.

TUBITAK tarafindan desteklenen (215M179), yiriiticiliigini Dr. Soner Cakmak’in yapmis oldugu
“Kemik Hasarlarinin Tedavisi icin Sikigtirilabilir ve Kolay Sekil Alabilen 3-Boyutlu Kompozit Fibréz
Malzemeler-Uretim, Karakterizasyon ve in Vitro Hiicre Kiltiiri Calismalari” isimli proje kapsaminda 3-
boyutlu poli(L-laktik asit) (PLLA) temelli sikistirilabilir doku iskeleleri Uretilmistir ve proje Eylil 2017°'de
tamamlanmigtir. S6z konusu projede, bu iskelelerin hicre proliferasyonunu ve farklilagmasini
destekledigi ancak oldukga hidrofobik yapida olduklari gérilmistiir. Uretilen kemik greftlerinin hidrofilik
Ozelliklerinin arttirimasina yonelik ylizey modifikasyonu ve biyoaktivitelerinin artiriimasina yonelik de
PRP yiikleme islemi Hacettepe Universitesi, Fen Bilimleri Enstitist, Kimya Muhendisligi Anabilim
Dali'nda, Sena Kog¢’un “Trombositten Zengin Plazma Destekli Sikistinlabilir Kemik Greftleri (FYL-2018-
16974)” isimli ylUksek lisans tez projesi kapsaminda yapilmis ve in vitro hiucre kiltiri g¢alismalari



basariyla tamamlanmistir. Bu proje ise bu calismalarin devami niteliginde olup in vivo hayvan
deneylerini kapsamaktadir.



2. GENEL BILGILER

Kemik doku hasarlarinin tedavisinde endojenik mekanizmalar tercih edildigi gibi c¢esitli
biyomalzemelerden hazirlanan kemik yamalari (greftler) da kullaniimaktadir. Kemik grefleri, kemik doku
rekonstriiksiyonunda uyarici ve yer tutucu malzemeler olarak tanimlanir. Kemik greft malzemelerinde
aranan baslica Ozellikler; antijenik olmamasi, kolayca sterillenebilmesi, revaskularizasyon,
osteoindiksiyonu ve osteokondiksiyonu arttirmasi, defekte destek saglamasi ve kolayca
sekillendirilebilir olmasidir. Kemik greftleri otogreft, allogreft ve alloplastlar olmak Uzere Ug¢ ana baslik
altinda toplanabilir. Ayni bireyde bir bdlgeden alinip baska bir bdlgeye nakledilen otogreftler,
immunolojik reddi minimuma indirme, tam doku uyumu, osteokonduktif, osteojenik ve osteoinduktif
Ozellikleri basarili olarak sunma gibi avantajlar sebebiyle kemik rejenerasyonunda altin standart olarak
kabul edilmektedir [4]. Ancak postoperatif ddnemde adri, donér sahanin bulundugu yere gore gelisebilen
cesitli komplikasyonlar, ikinci bir cerrahi saha olusmasi ve sinirli miktarda elde edilebilme otogreftlerin
dezavantajlari arasindadir [5]. Kadavra kaynaklarindan elde edilen allogreft kemidin en biyik artisi,
cesitli sekillerde ve boyutlarda hazir bulunabilmesi ve dondr alan morbiditesi icermemesidir. Ancak yine
de, sterilizasyon yoluyla tamamen elimine edilemeyen ve blyk bir sorun olan immiin yetmezlik virisi
(HIV), hepatit B ve C gibi viral hastaliklari ve bakteriyel hastaliklari tagimasiyla ilgili tartismalar hala
devam etmektedir [6, 7]. Yukarida bahsedilen greft tirlerinin yarattigi sinirlamalara bagh olarak
ginimizde insan ve hayvan kaynakli olmayan, sentetik biyomalzemelerden hazirlanan alloplastik
greft odakli arastirmalar hiz kazanmistir.

Osteoprogenitdr/kok hiicrelerin islevi icin uygun matrikslerin tasarimi, dogal kemik hiicre digi matriksini
(ECM) bilesiminin morfolojik 6zelliklerinin ve mekanik fonksiyonunun taklit edilmesiyle basarilabilir.
Kemik ECM’sinde bulunan ve ana protein yapi olan kolajen, nanofiberlerden olusur ve hiicresel
davranislar kontrol eder. Kolajen fibrillerin birlesim noktalarinda ise amorf formda, kemige yiksek
mukavemet saglayan HAp nanopartikilleri yer almaktadir. Kemik ECM’sinin organik kismini taklit etmek
icin sentetik veya dogal polimerler kullanilirken, kemigin inorganik kismi igin ise genellikle trikalsiyum
fosfat (TCP) ve HAp gibi yapilar tercih edilmektedir. Hiicre disi matriks benzeri yapilarin nano
boyutlardaki fiber yapida Uretiminde ise basit kurulumu ve 2/3-boyutlu Uretime olanak saglamasi
nedenleriyle elektroegirme yontemi siklikla tercih edilmektedir. Bu yontem, sivi bir gozeltiye elektriksel
alan uygulanmasi ilkesine dayanir. Temel olarak siringa pompasi, voltaj kaynagi ve toplayicidan olusan
elektroedirme ydnteminde, elektriksel alana bagl olarak siringa ucundan ¢ikan polimer jeti uzayarak
incelir ve toplayici Uzerinde kesintisiz ipliksi fiberler elde edilir. Klasik elektroegirme yonteminde ylksek
gOzeneklilige sahip malzemeler Uretilebilmesine ragmen, Uretilen malzemeler esnek degildir ve
sekillendirmesi zordur. Boyuta ve esneklige bagh bu dezavantajlarin ¢ézimu olarak, 3B nanofiber
malzemelerin Uretilebilecedi dogrudan islak olarak egirme (wet electrospinning) ve 3B elektriksel alan
olusturabilen geometrilerle egirme gibi tasarimlar gelistiriimistir [8, 9]. Islak elektroedirme yénteminde
klasik yontemden farkli olarak kati metal toplayici yerine metanol vb. sivilarla doldurulmus banyo sistemi
kullaniimaktadir. Yokoyama vd. (2009), poli (glikolik asit)i (PGA) hekzafloroizopropanol (HFIP)
icerisinde ¢ézmustir ve islak elektroegirme yonteminde toplayici olarak farkli oranlarda tersiyer buitil
alkol igeren banyo sistemini kullanmistir. Uretilen malzemenin, 3B ve képlik formunda, diisiik malzeme
yogunlugunda ve yuksek gdzeneklilikte oldugu gérulmustur [10]. Islak elektroegirme ydnteminde
toplayici olarak yuzey gerilimi yiksek olan su gibi sivilar kullanildiginda, fiberlerin batmamasina bagl
olarak yogun fibroz malzemeler elde edilmektedir. Bu nedenle uygun toplayici segimine dikkat edilerek
islemin etkinligi arttinimalidir [11]. Bir bagka yaklasim olan toplayici tasarimini degistirmek ise
geleneksel elektroedirme yontemiyle 3B yapilarin elde edilmesini mimkin kilmaktadir. Toplayici
uzerinde elektriksel iletkenlikten etkilenmeyen bolgeler olusturularak gesitli geometrilerde iskeleler
uretilebilmektedir. Ornegin, bir calismada metal givilerin yalitkan bir plastik izerine belirli bir dizende
hizalanmasiyla olusturulan toplayici tzerinde, 3B elektriksel alanda pamuksu formda polikaprolakton
(PCL) nanofiberler toplanmistir ve bu yapilarin birgok doku mihendisligi uygulamasinda
kullanilabilecedi gdsterilmistir [9]. ilave islem gerektirmemesi ve islak elektroegirme yénteminde oldugu
gibi metanol vb. herhangi bir kimyasal kullanimina ihtiya¢ duyulmamasi, bu yéntemin tercih edilme
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sikligini arttirmaktadir. Bu avantajlar ve hlcre davranisinda 3B ¢evrenin dnemi dustnuldiginde, doku
iskelesi Uretimi igcin uygun toplayici tasarimiyla 3B elektroegirme ydntemi proje kapsaminda tercih
edilmistir.

Proje kapsaminda gonulli bireylerden alinan kanin santriflij islemine tabi tutulmasiyla elde edilen
trombositten zengin plazma (PRP) doku iskelelerine emdirilmistir. Boyutlari 2-4 pym ve kandaki
konsantrasyon degerleri mikrolitre bagina 150.000 ile 400.000 arasinda olan trombositler, pihti olusumu
ve yara iyilesmesindeki etkin rolleri ile doku rejenerasyonunda énemli bir yere sahiptir [13, 14]. Bir yara
iyilesme sturecinde bdlgeye diger bircok hiicre grubu ile trombositler de gé¢ etmektedir. Trombosit
hicreleri kolajen, trombin ve kalsiyum gibi molekdiller ile aktive olup bélgede stabil bir pihti olusturduktan
sonra trombosit igerisindeki grantillerde bulunan bliyiime faktérlerinin ortama salimiyla iyilesme saglanir
[15, 16]. Bu blyume faktorleri farklilagsmayi indiiklemek, iyilesmeyi arttirmak ve doku rejenerasyonunu
desteklemekten sorumludur [17]. Trombositten zengin plazma yapisinda, plateletten tiretilmis blyime
faktori (PDGF), transforme edici blyime faktdri (TGF), vaskiler endotel buyime faktori (VEGF),
insulin benzeri biyime faktort (IGF) ve epidermal biyume faktéri (EGF) gibi buyime faktorleri basta
olmak Uizere yaklasik 600 blyime faktdru oldugu tahmin edilmektedir [18]. Trombositten zengin plazma,
sadece igerisindeki blyiume faktorleri ile degil, ayni zamanda fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile de yara
iyilesmesinde etkili olmaktadir. Glnkl blyume faktdrlerinin disinda fibrinojen, laminin-8 gibi hiicre-hicre
ve hlcre-matris etkilesimlerinde etkili olan birgok biyoaktif molekuli de yapisinda barindirmaktadir [19].
PRP ayrica, osteokondiksiyon igin hiicre yapisma molekull olan ve ayni zamanda kemik, bag ve epitel
doku gelisimi i¢in bir matriks gorevi goren fibronektin ve vitronektin proteinlerini de icermektedir [20].
Son zamanlarda, PRP ile yapilan ¢alismalar; tek seferde birden fazla biyiime faktori kullanimina imkan
vermesi, buna bagli olarak maliyet etkinligini arttirmasi ve hastanin kendi kanindan hazirlanarak imman
yanit riskini azaltmasi gibi sebepler sayesinde ivme kazanmistir [21, 22].

Trombositten zengin plazmanin kisinin kendi kanindan elde edilmesi sebebiyle immin bir yanit
olusturmadigi bilinmektedir. Ancak turler arasinda etkisini inceleyen c¢alismalar yok denecek kadar
azdir. Nakatani vd. (2017), yaptigi bir calismada 3 farkli insan kanindan taze izole edilmis ve liyofilize
edilip distile suda ¢ézdurdlmus iki farkli PRP formununun 6 haftalik badisikligi olmayan farelerdeki
etkisini incelemigtir. PRP ¢ozeltileri, TCP partikllleri ile karistirilarak farelerde kranial defekt bélgesine
implante edilmistir ve 4. ve 8. haftalardaki doku o&rnekleri incelenmistir. Histolojik ve
immunohistokimyasal boyamalarla PRP konsantrasyonunun kemik rejenerasyonundaki etkinligini
artirabilecedi goérulmustur [23]. Buna kargin 4 farkh bireyden izole edilen PRP ile yapilan diger bir
calismada ise PRP'lerin kalsiyum ve trombin ile aktivasyonunun in vitro olarak blytume faktorleri salimini
ve endotel hiicre bdlinmesini dizenledigi ancak timus bezi olmayan (atimik) sican modeliyle yapilan in
vivo galismada erken veya olgun kemik olusumunu gelistirmedigi gortimUstir. Bu bilgilerden yola
¢ikarak, turler arasinda PRP kullanim etkinliginin hala tartisiimakta oldugu ve daha ¢ok arastirmaya
ihtiyac oldugu gorulmektedir [24].

Sunulan proje ¢calismasinda, geometrisi belli olmayan kemik hasarlarinin tedavisinde kullaniimak tzere
kolayca sekil alabilen, PRP ile biyoaktivitesi arttirilmis ¢ boyutlu (3B) nanofibr6z kompozit kemik
greftlerinin gelistiriimesi ve in vivo etkinliginin incelenmesi hedeflenmistir. Osteoindiktif etkiyi arttirmak
icin HAp nanopartikilleri, poli(L-laktik asit) (PLLA) icerisine katilmistir ve 3B elektroedirme yontemiyle
pamuksu yapida nanofibroz biyomalzemeler Uretilmistir. Gelistirilen malzemelerin biyoaktivitesini
arttirmak i¢cin PRP izolasyonu gercgeklestiriimis ve 25 yaslarinda saglikli erkek bireyler donér olarak
secilmistir. Ardindan, in vivo hayvan deneyleri 24 adet Wistar Albino Sigan kullanilarak gergeklestirilmis
ve sicanlarin kalvariyumunda her iki parietal kemikte birbirinden bagimsiz 5 mm capinda kemik
defektleri olusturulmustur. Erken kemiklesmeyi takip etmek icin 8. hafta sonunda, ge¢ ddnem
kemiklesme i¢in de 20. hafta sonunda siganlardan kemik dokulari alinmis ve bilgisayarli tomografi
(mikro-CT), histoloji ve immuUnohistokimyasal boyama gérUntileriyle kemiklesme ve hicresel aktivite
karsilastiriimistir.



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Malzemeler

Tibbi kullanima uygun poli(L-laktik asit) (PLLA) polimeri Corbion (Hollanda) firmasi tarafindan proje
¢alismalarinda kullaniimak Uzere hediye edilmistir. Sentetik vicut sivisi (SBF) hazirlanmasinda
kullanilan sodyum klorir (NaCl), potasyum klorur (KCI), kalsiyum klorir dihidrat (CaClz.2H20),
magnezyum klortr hekzahidrat (MgClz2.6H20), sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH2P04.H20),
sodyum bikarbonat (NaHCOs3) ve polimeri ¢bézmek igin kullanilan 1,1,1,3,3,3- hekzafloro-2-propanol
(HFIP) Merck (Almanya) firmasindan temin edilmigtir. Trombositten zengin plazma izolasyonunda
kullanilan kitler T-Lab (Tirkiye) firmasindan alinmistir. immiinohistokimyasal boyamalar icin kullanilan
anti-osteokalsin fare monoklonal antikoru Thermo Fischer (ABD) tarafindan temin edilmigtir.
Histokimyasal boyamalarda kullanilan Hematoksilen & Eozin boyalari (Merck, Almanya) firmasindan
alinmigtir.

3.2. Doku iskelelerinin Uretimi

Doku iskelelerinde Sena Kog¢'un yuksek lisans tezinde izlenen protokol takip edilmistir ve
karakterizasyon calismalari tez kapsaminda yapilmistir [25]. Yontem kisaca soyledir: ¢api yaklasik 15
cm olan i¢i bos, yarim daire seklinde bir plastik kap toplayici 3-B nanofibréz doku iskelelerinin tretimi
icin kullaniimistir. Kabin merkezine bir metal ¢ivi yerlestirilerek bu merkezden esit agili olacak sekilde
aralarinda 2-3 cm’lik bir bosluk olan 5 adet metal ¢ivi hatti olusturulmustur. Bu bdlgede birikecek
fiberlerin bir cam gubuk vasitasiyla sarilmasiyla, sikistirilabilir ve kolayca sekil alabilen pamuksu formda
doku iskeleleri Uretilmistir. On kat deristiriimis SBF ¢o6zeltisi (10xSBF) hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden
mikrodalga ¢oktirme yontemiyle HAp pargaciklari sentezlenmistir [6, 7]. Poli(L-laktik asit) (Mw= 260,000
g/mol) polimeri, %8 kitle/hacim (w/v) derisimlerinde olacak sekilde HFIP igerisinde ¢ézilmustir. Daha
sonra bu ¢ozeltiye, HAp nanopargaciklari polimer kutlesine gore %40 oraninda eklenmistir. Uygulanan
voltaj 14 kV, ¢ozelti akisi hizi 1.4 mL/sa, siringa ucu-toplayici uzakhgr 15 cm olacak sekilde en uygun
uretim kosullari belirlenmistir. Doku iskelelerinin Gretiminin ardindan 0.1 M NaOH c¢ozeltisi ile 6 saat
yuzey modifikasyon iglemi gerceklestiriimistir.

4.1. Doku Iskelelerinin Uretimi ve Karakterizasyonu baslig altinda modifiye edilmis kompozit malzeme
gruplari, modifiye olmayan gruplar (PLLA-HAp) ile kiyaslamak yapabilmek i¢in “M” harfi kullanilarak
ifade edilmistir (PLLA-HAp/M). Ancak, calismalar modifiye grup Uzerinden devam ettiginden ve anlam
karmasasini 6nlemek icin bundan sonraki baslklarda “M” harfi kullaniimamis ve modifiye edilmis
malzeme gruplari PLLA-HAp ve modifiye edilmis PRP yuklu gruplar ise PRP+PLLA-HAp seklinde daha
kisa bicimde isimlendirilmistir.

3.3. PRP Uygulamasi

GO017/671-23 karar numarali, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan alinan rapor ile saglikli ve 25 yaslarinda “Aydinlatiimis Onam Formunu” okuyan, 3 erkek
go6nalli bireyin onayinin ardindan Beytepe Gin Hastanesi’nde gorevli saglik personelleri tarafindan kan
alinmistir. Alinan kan 6rnekleri laminer akigli kabin igerisinde, T-lab (Turkiye) kit protokoliine uygun
olarak PRP izolasyonu islemine tabi tutulmustur. Yontem kisaca su sekildedir: icerisinde pihtilasmayi
Onleyici ajan bulunan vakumlu flebetomi tiiptine 10 mL kan cekilmistir ve hafifce calkalanmistir. Kan
ornegi, 1500 g'de 8 dk. ¢okturulerek PRP izolasyonu gerceklestiriimistir [1]. Daha sonra % 10 CaCl:
¢cozeltisi 2:5 (v/v) oraninda PRP ile kanstirlhp aktivasyon ve Kkarakterizasyon calismalari
gerceklestirilmistir [26]. In vitro ve in vivo deneylerde kullanilan PRP aynidir.



3.4. In Vivo Hayvan Deneyleri

2019/02-15 karar numarali, Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan alinan rapor
ile 200-250 g olan 24 adet bagisikhdi olmayan Wistar Albino sigan kullaniimistir. Siganlar, her bir grupta
6 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayriimistir. Sigcanlarin kalvariyumunda her iki parietal kemikte
birbirinden bagdimsiz 5 mm c¢apinda yuvarlak sekilde biparietal kemik defektleri olusturulmustur.
Olusturulan defektler birbirinden bagimsiz iyilestigi ve tedavi surecine de birbirinden bagimsiz olarak
yanit verdigi icin her bir sicandan 2 6érnek elde edilmistir. Erken ve ge¢ dénemlerde kemiklesmeyi
karsilastinimak icin erken kemiklesmeye ait doku 6rnekleri 8. ve ge¢ kemiklesmeye ait olan doku
ornekleri ise 20. haftanin sonunda alinmistir.

Birinci grup, kontrol grubu (n=6): Bu grupta, herhangi bir tedavi edici uygulama olmaksizin islem
tamamlanmistir (sam grubu).

ikinci grup, otogreft (n=6): Bu grupta, defekte sicanin kafatasindan alinan kemik tozlari implante
edilmigtir (altin standart).

Ugiincii grup, bos greft malzemesi grubu (PLLA-HAp) (n=6): Bu grupta, defekte herhangi bir
kimyasal veya biyolojik ajanin yukli olmadidi 5 mm ¢ap ve 3 mm kalinhdinda bos PLLA-HAp kompozit
greft malzemesi implante edilmistir.

Doérdiincii grup, PRP yiiklenmis greft malzemesi (PRP+PLLA-HAp) (n=6): Bu grupta, 250 pL
PRP:CaCl: yuklu greft malzemesi 5 mm ¢apinda ve 3 mm kalinligindaki defekte implante edilmigstir.

Siganlarin genel anestezisinde intraperitonal olarak gergeklestirilerek anestezi igin ketamin hidroklortr
87.5 mg/kg ve ksilazin hidrokloriir 12.5 mg/kg kullaniimistir. Anestezi etkinligi, cilt veya parmak kistirma
testine ekstremite ¢ekme yaniti ile degerlendirilmistir. Cerrahi alan, gerekli asepsi-antisepsi
prosedirlerine uygun olarak steril ortl ile o6rtiimuUgstur, kafatasi ve gevresi Batikon ile temizlenmigtir.
Dorsal V seklinde bir insizyonla periost da dahil edilecek sekilde skalp flebi kaldirilarak kemik ortaya
cikarilmistir (Sekil 1A). Sagittal sttir hattina gére simetrik olacak sekilde sag ve sol parietal kemikler
Uzerinde dental burr vasitasiyla 5 mm capta kemik defektleri olusturulmustur. Cerrahi islem sirasinda,
%0.9 (v/v) serum fizyolojik ¢ozeltisi ile surekli irrigasyon uygulanarak duranin ve vendz sinusin
travmatize olmamasina dikkat edilmistir. Kaldirilan skalp flebi kemik defektlerini 6rtecek sekilde yerine
iade edilmistir ve cilt insizyonu 4-0 ipek sitir materyali ile yapilmistir. Cerrahi operasyon sonrasi ortaya
¢ikabilecek agrilari dnlemek igin siganlarin igme sularina 2 mg/mL parasetamol eklenmistir. Hayvanlar
deney slreci boyunca ad libitum olarak standart yem ile beslenmis ve genel durum, vicut agirhigi,
malnutrisyon, enfeksiyon bulgulari yéninden gunlik olarak degerlendirilmistir. Sekizinci ve 20.
haftalarin sonunda ylksek doz anestetik ile deneyde kullanilan hayvanlara o6tenazi islemi
gerceklestirilmistir.

Sekil 1. Proje kapsaminda skalpte yapilan V insizyona ait A) implantasyon éncesi, B) sonrasi 5 mm
¢apindaki kraniyal defekt goruntuleri.



3.5. Bilgisayarli Tomografi (u-CT) Goruntilemesi

Bilgisayarli tomografi (u-CT) goériintilemesi igin sakrifiye edilen hayvanlardan alinan kranial kemikler
%10 fosfat formalin iceren ¢ozelti icine birakilarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Mikro-CT
oncesi ornekler, hizla sertlesen bir macun vasitasiyla bulunduklari kaplara sabitlenmistir ve bdylelikle
tarama suresince hareket etmemeleri saglanmigtir. Elde edilen kemik dokularinin p-CT ydntemiyle
taranma iglemi Hacettepe Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde (HUNITEK)
gerceklestirilmistir. Doku ornekleri Skyscan (Bruker) marka 1272 model X-isinlari tomografisi ile
goruntidlenmigtir ve ham X-iginlari tomografisi verileri NRecon (Skyscan) yazilimi ile yeniden
olusturulmustur. Yeniden olugturulan kesitler CTVox ve CTAn (Skyscan) yazilimlari ile analiz edilmigtir.
Bu kesitlerde kemikte acgilan defekt kadar bir alan (region of interest-ROI) olusturulmustur ve yeni olusan
kemik yilzdesi kemik hacmi/defekt hacmi (BV/TV) orani kullanilarak hesaplanmistir. Ayrica, farkl
yogunluklardaki hidroksiapatit fantomu ile kalibrasyon yapilarak kemik mineral yogunlugu (BMD) da
hesaplanmistir.

3.6. Histolojik Analiz

Dokular % 10 nétr tampon formalin ¢ozeltisi iginde fikse edilmis ve formik asit ¢ozeltisiyle dekalsifiye
edilmistir. Dekalsifikasyondan sonra numuneler etanol serisinde dehidre edilmis, ksilende temizlenmistir
ve ardindan parafine gémulmustur. Strgli bir mikrotom (Leica Microsystems, Wetzlar, Alimanya) ile 10
pum kalinhdinda kesitler alinmis ve bu kesitler Hematoksilin ve Eosin (H&E) ile boyanmistir. Histolojik
degerlendirme ilgili literattire uygun olarak gergeklestirilmistir [27].

Histolojik skorlama kemik kesit alani, kemik olgunlugu ve hicresel aktiviteye gére yapilmistir. Her
segment, iki gozlemci tarafindan 0-4 puanlik bir skalaya gore puanlanmistir. Dokular 10X ve 40X

blyatmeler altinda degerlendirilmis ve puanlama sistemi Cizelge 1'de 6zetlenmistir.

Cizelge 1. Kemik rejenerasyonunun histolojik analizi i¢in skorlama sistemi.

Skor Kemik Kesit Alani

0 Kemik olusumu gézlenmemistir

1 Greftin %1-25'i kemik olusumu goésterir
2 Greftin %26-50'i kemik olusumu gdsterir
3
4

Greftin %51-75'i kemik olusumu gdsterir
Greftin %76-100'U kemik olusumu gdsterir
Skor Kemik Olgunlugu
1 Kemik olusumu yok
2 Olgunlagsmamig/Organize degil
3 Olgunlasmamis
4
5

Olgun
Olgun/Organize
Skor Hucresel Aktivite
0 Yok
1 Nadir
2 Az
3 Orta
4 Yogun

Streptavidin-biyotin peroksidaz yontemi, &nceki protokollere bagli olarak imminohistokimyasal
inceleme icin kullaniimistir [28]. Kemikteki hiicresel aktiviteyi incelemek i¢in yeni olusan dokularda
Kolajen tip | (1/200, C2456, Sigma, ABD) ve BMP-2 (1/100, ab6285, Abcam, ingiltere) proteinleri



incelenmistir. Kisaca yontemde, kesitler kademeli alkol serileri ve ksilol ile dehidre edilmistir ve
parafinden arindiriimistir. Dokular, PBS icerisinde 15 dk. yikanmistir ve endojen peroksidaz aktivitesini
ortadan kaldirmak icin % 3 metanol icerisinde 20 dk. hidrojen peroksit ile islenmistir. Fosfat tampon
¢ozeltisi icinde Ug¢ kez yikandiktan sonra, dokular 10 dk. boyunca normal serum ile inkiibe edilmistir.
Daha sonra birincil antikorlar i¢erisindeki dokular 4°C'de 1 gece muhafaza edilmistir. Ertesi giin, dokular
PBS ile tekrar yikanmis ve 20 dk. boyunca biyotinlenmis ikincil antikor (Thermo Scientific, TP-125 HL)
uygulanmigtir. Ardindan, dokulara streptavidin alkalin fosfataz konjugati (Thermo Scientific) 30 dk.
boyunca eklenmistir ve érnekler PBS ile yikanmistir. Ornekler DAB kromojeni (3,3 diaminobenzidin,
S3309; Dako) ile inkibe edilerek Mayer’in hematoksilini ile karsi boyanmistir. Kontroller igin, kesitler
kullanilan birincil antikora bagh olarak uygun izotip fare ve tavsan IgG ile muamele edilmistir. Boyanan
bolimler 1sik mikroskobu (Olympus BX43, Hamburg, Almanya) altinda incelenmistir ve 10X ve 40X
altinda fotograflanmistir.

immiinohistokimyasal boyamalarin degerlendirilmesi daha énce uygulanan protokollere bagli olarak H-
skoru analizleriyle degerlendirilmistir [29]. Kolajen tip 1 ve BMP-2 immiinoreaktivitelerinin yogunluklari
yogunluk kategorileri kullanilarak yari kantitatif olarak incelenmistir. Her kesitte, rastgele secilen 5 alan
bir 151k mikroskobu (40X objektif) altinda degerlendirilmistir ve her iki g6zlemcinin de ortalama puani
kullanilmigtir.

3.7. istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz, Graphpad Prism 6 (Graphpad Software Inc., San Diego, CA) yazilimi kullanilarak
yapilmistir. Veriler, ortalama t standart sapma degerleri ile birlikte 3 badimsiz tekrar yapilarak
sunulmustur. Gruplar arasi kiyaslama igin tek yonli varyans analizi (ANOVA), grup ici kiyaslama da ise
t-test kullaniimistir. En disik p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlaml fark kabul edilmigtir.



4. BULGULAR
4.1. Doku iskelelerinin Uretimi ve Karakterizasyonu

Amorf yapidaki HAp nanopartikiller ve 3B sikistirilabilir doku iskeleleri, Cakmak vd. (2016) tarafindan
yuritilen TUBITAK 3001 Projesi'ndeki optimum kosullar ve yéntemler izlenerek uretilmistir (Sekil 2)
[25]. Nanofiberlerin ylzey modifikasyonu sonrasi karakterizasyon galismalari, PRP uygulamalariyla ilgili
calismalar ve in vitro hiicre kiiltiri galismalari FYL-2018-16974 numarali Hacettepe Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Birimi lisansiistl tez projesi kapsaminda basariyla tamamlanmigtir [26]. Bu proje
ise bu ¢alismalarin devami niteliginde olup hayvan deneylerini kapsamaktadir.

Halihazirda, ortopedik cerrahi igslemlerinde blok, granil ya da ¢imento formunda trikalsiyum fosfat (TCP),
hidroksiapatit (HAp) ya da bunlarin karisimlari veya biyocam gibi seramik malzemeler kullaniimaktadir.
Ancak bu malzemeler, kemik hasarinin diizgiin geometride olmadigi durumlarda, ameliyat sirasinda
sekillendirme gucglugi ya da kirilma gibi dezavantajlar gostermektedir. Dolayisiyla, gelistirilen
biyomalzemenin, esnek yapida, kolaylikla sekillendirilebilir ve sikigtirilabilir olmasi, geometrisi belli
olmayan kemik hasarlarinda, cerraha zaman, sire ve enfeksiyon riskinin azaltiimasi gibi énemli
avantajlar kazandirabilecegi dusunulmektedir (Sekil 2a, sag).
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Sekil 2. (a) Farkh boyutlardaki (2B ve 3B) PLLA ve PLLA-HAp matrislerinin makroskopik, (b) SEM, (c)
TEM goruntileri ve (d) 3B PLLA-HAp matrikslerine ait cap dagihmlarini gésteren histogram [25, 26].

Kemik ekstraselller matriksi (ECM), temelde ¢aplari 50-500 nm arasinda degisen nanofiber formda,
yapisliyla hiicre davraniglarini kontrol eden kolajen proteininden olusur ve kolajen nanofiberlerin arasina
amorf formda HAp nanopargaciklar yerlesmistir [30]. Ug-boyutlu PLLA-HAp greft gruplarinin ortalama



nanofiber capi 425 +127 nm olarak bulunmustur ve bu sonu¢ kemik ECM’sinde bulunan kolajen
nanofiberlerin ¢aplariyla uyumludur. Ayrica, SEM gorintilerinin Image J programina aktariimasiyla 2-
boyutlu doku iskelelerindeki gézenek buyiklukleri 2-10 um, 3-boyutlu biyomalzemelerdeki gézenekler
ise 30-50 um olarak hesaplanmistir. Bu da 3-boyutlu Uretimle, ¢cok daha blyilk gdzenek caplarinda
nanofiber doku iskeleleri elde edilebildigini gostermistir.

Poli(L-laktik asit) yavas bozunan bir polimerdir ve Sekil 3'te verilen termograma goére tek basamakli bir
suregle bozunmaktadir. Poli(L-laktik asit) doku iskeleleri, 275°C’de bozunmaya baslamistir ve
maksimum bozunmanin gergeklestigi sicaklik 350°C olarak bulunmustur. Sentezlenen HAp 600°C’ye
kadar neredeyse hi¢ bozunmamis ve termal olarak kararl kalmigtir. Hidroksiapatit iceren PLLA kompozit
doku iskeleleri ise 300°C’de bozunmaya baslamistir ve bozunmanin maksimum hizla gerceklestigi
sicakhgin 364°C oldugu gorulmuigstir. Boylelikle, yapiya HAp'in katimasiyla PLLA’nin termal
ozelliklerinin iyilestigi sonucuna ulasiimistir. Igbal vd. [31], kolajen/aljinat/HAp’1 farkli oranlarda
kullanarak elde edilen malzemenin mekanik ve antibakteriyel testler ile kemik dolgu maddesi olarak
kullanilabilirligini incelemiglerdir. Gelistirilen biyomalzemenin yapisina %40, %50, %60 ve %70
oranlarinda HAp katilmistir ve TGA sonuglari ile % 70 HAp iceren malzemenin, daha yuksek sicaklikta
bozundugu ve kitle kaybinin diger gruplardan daha az oldugu goérilmustir. Bu durum, HAp varliginda
malzemelerin termal 6zelliklerinin artmasinin literatirle uyumlu oldugunu desteklemektedir.
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Sekil 3. Hidroksiapatit ve PLLA greftlerinin TGA termogrami [25, 26].

Laktik asit kiral bir molekildir ve L- ve D- laktik asit olmak Uzere dogada optik olarak iki aktif formda
bulunur. Bu monomerlerin polimerizasyonuyla yari-kristalin polimerler elde edilir. Tez kapsaminda
kullanilan PLLA, ~%37 kristaliniteye sahip bir polimerdir ve kristalinite derecesi molekul agirligina ve
isleme ydntemine gore degisebilmektedir [32]. Literatur verilerine gére PLLA’nin camsi gegis sicakligi
60-65°C araligindadir, erime sicakligi ise ~175°C’dir [32]. Calisma kapsaminda hazirlanan PLLA ve
PLLA-HAp fiber doku iskelelerine ait DSC termogramlari Sekil 4'te gdsterilmistir. Her iki malzeme igin
de 61.6 ve 60.3°C’lerde gorilen pikler PLLA’nin camsi gegis sicakligini géstermektedir. Poli(L-laktik
asit) ve PLLA-HAp igin erime entalpileri sirasiyla 33.6 ve 43.6 J/g bulunmus ve bunlara karsilik gelen %
kristalinite degerleri %36 ve %47 olarak hesaplanmistir. Buradan yola ¢ikarak, PLLA’nin yapisina HAp
katilmasiyla kompozit malzemenin % kristalinitesinin arttigi gérulmustar.
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Bir calismada, HAp ile desteklenmis poli (eter-eter-keton) (PEEK) kompozitlerinin yik tasiyan kemikler
icin implant malzemesi olarak kullanim potansiyeli arastiriimistir. Gelistrilen malzemelerin kristalinitesi
yogunluk analizi ve DSC ile incelenmistir ve DSC sonuglarina gére, HAp miktariyla kristalinitenin
%26.8’den %30.6’'ya arttigi gorulmustir [33]. Bir baska calismada ise HAp partikilleri kitle orani
(polimer/HAp) 98/2 ve 80/20 araliginda olacak sekilde PLLA ile kullanilarak kompozit yapilar elde
edilmistir. Hidroksiapatit miktariyla beraber, erime sicakligi, entalpisi ve kristanilite artarken camsi gegis
sicakliginin dastaga goriimistir [34]. Dolayisiyla, PLLA-HAp greftlerine ait termal analiz sonuglari
literattirle uyumludur.

== PLLA e PLLA-HAp
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Sekil 4. PLLA ve PLLA-HAp doku iskelelerine ait DSC termogrami [25, 26].

Poli(L-laktik asit) doku iskelelerine ait tipik gerilim-gerinim egrisi Sekil 5’te verilmistir. Cekme testlerinde
analiz dizgun geometride Orneklerle gergeklestirilebildiginden analiz i¢cin benzer nanofiber ¢aplarinda
ve ayni PLLA-HAp kutle oraninda olacak sekilde iki boyutlu (2B) matriksler Uretilmistir. PLLA doku
iskeleleri icin elastik modilu 80.4 + 24.2 MPa, kopma noktasindaki maksimum dayanim 4.25 + 0.80
MPa ve % uzama 43 + 12 olarak bulunmusken bu degerler PLLA kompozit doku iskeleleri i¢in sirasiyla
15.9 £ 3.5 MPa, 1.7 £ 0.3 MPa ve % 22.0 = 5.0 olarak hesaplanmigtir. Yapiya HAp’in eklenmesiyle
PLLA’nin elastik modilu yaklagik 5 kat, kopma noktasindaki maksimum glg yaklasik 2.5 kat azalmigtir.
Kemik dokusunun inorganik ve kirilgan bir bileseni olan HAp seramiginin asiri miktari, tahmin edildigi
gibi kompozit yapinin elastikligini degistirerek yapiyi daha kirilgan hale getirmis ve mekanik 6zelliklerini
azaltmistir. Ancak makroskobik incelemelerde ve in vivo galismalarda gelistirilen greft malzemesinin
geometrisi dlizglin olmayan kemik hasarinda bdlgenin seklini rahatlikla alabildigi ve yeterince esnek
oldugu ve sikistirilabilir formunu korudugu goéraimustir.
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Sekil 5. a) PLLA ve PLLA kompozit doku iskelelerine ait gerilim-gerinim egrisi ve b) PLLA ve c) PLLA-
HAp kompozit doku iskelelerin kopma 6ncesi uzama oranlarini gésteren kamera géruntileri (n=3) [25,
26].

Elde edilen tim bu sonuclar PLLA ve PLLA-HAp doku iskeleleri icin karsilastirmali olarak Cizelge 2’'de
sunulmustur.

Cizelge 2. PLLA ve PLLA-HAp doku iskelelerine ait termal ve mekanik 6zellikler [25, 26].

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

4.1.1. Nanofiber Yuzeylerin Modifikasyonu
Hucresel yapisma ve ¢odalma, biyomalzemenin topografisiyle iliskilendiriimektedir. Poli(L-laktik asit)

FDA onayl ve doku mihendisligi uygulamalarinda basarili sonuglar veren bir polimer olsa da hidrofobik
yapisi nedeniyle proteinlerin, dolayisiyla da hicrelerin doku iskelelerine rahatga tutunup ¢cogalmasini
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kisittamaktadir. Bu kisitlamalari ortadan kaldirmak igin ultraviyole (UV) 1simasi ile serbest radikalleri
ortaya ¢ikaran ylzey asi polimerizasyonu, hava, argon vb. gazlar yardimiyla gergeklestirilen plazma
islemi ve kimyasal ajanlarla islak asindirma yontemi gibi cesitli ylizey modifikasyon yontemleri
gelistirilmistir [35].

Su temas acisi analizi dizgin geometrideki o&rneklerle gerceklestirilebildiginden, ylzey
modifikasyonunun HAp igeren ve icermeyen greft malzemelerin islatilabilirlik 6zelliklerine etkisi 3B
elektroegirme ile ayni kosullarda Uretilmis 2B nanofiber biyomalzemeler ile incelenmistir. iki-boyutlu
elektroegirme ile Uretilen doku iskelelerinin su temas agisi dlgiimleri PLLA ve PLLA-HAp igin sirasiyla
131.5+2.3° ve 128.2+3.1° olarak bulunmustur. Hidroksiapatitin yapiya katiimasinin hidrofilisitede
anlamli bir fark yaratmadigi ve iki grubun da hidrofobik oldugu gorilerek modifikasyon iglemleri PLLA
doku iskeleleri Gizerinden gerceklestiriimistir ve sonrasinda belirlenen uygun kosullar 3B PLLA-HAp
grubuna uygulanmustir. iki saat siireyle iki boyutlu olarak iiretilen PLLA doku iskeleleri NaOH muamelesi
icin kullaniimistir. Doku iskeleleri yaklasik 1 x 1 cm? alana sahip olacak sekilde kesilmis ve calismalar 3
paralel lzerinden gergeklestiriimistir. Yizey modifikasyonunda kullanilan PLLA 6rneklerinin kutleleri
yaklasik 10 mg olacak sekilde segilmistir. PLLA igin érnekler 0.1, 0.2 ve 0.5 M NaOH ¢dzeltisinde 1 saat
bekletilmistir ve 0.5 M ve 0.2 M NaOH igerisindeki yapilarin bozunmaya basladigi, 0.1 M’'de ise herhangi
bir degisim olmadigi gértlmustir. Bu sebeple uygun NaOH derisimi 0.1 M olarak belirlenmis ve 5, 10,
15 ve 30 dakika ve 2, 4, 5 ve 6 saat sureleri denenerek su temas agisi 6lgim sonuglarina gére uygun
modifikasyon suresi belirlenmistir (Sekil 6).

Sekil 6. Farkli strelerde 0.1 M NaOH cozeltisi icinde bekletilmis 2 boyutlu PLLA doku iskeleleri a) 5 dk,
b) 10 dk, ¢) 15 dk, d) 30 dk ve e) 2 sa, f) 4 sa, g) 5 sa, h) 6 sa [26].

Cizelge 3'te NaOH modifikasyon suresinin artmasiyla su temas agisinin azaldigi gértlmustir ve bu
sonuclara paralel olarak modifikasyon igin 6rneklerin 0.1 M NaOH c¢ozeltisi icerisinde 6 saat
bekletiimesine karar verilmistir. Literaturde yapilan bir caismada PLA doku iskelesinin farkli yontemlerle
modifiye edilmesinin su temas agisini 69-72° araliginda degistirdigi ve modifiye edilen doku iskelelerinin
hiicre yapismasini destekledigi gérulmustir [36]. Bir bagka calismada ise PLGA doku iskelesinin 5 dk
sureyle 0.1 M NaOH modifikasyonu sonucu su temas agisinin 98 dereceye dustigu ve bu doku
iskelelerine hiicre yapismasinin arttigi belirlenmistir [37]. Su temas agisi 6lgim sonuglari literattrle
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kiyaslandiginda, modifikasyon isleminin hiicrelerin malzeme vylzeyine tutunup yapismasini
destekleyecegi distintdlmektedir.

Cizelge 3. Farkl sirelerde 0.1 M NaOH c¢ozeltisi iginde bekletilmis iki boyutlu PLLA doku iskelelerine
ait su temas agisi degerleri [26].

5dk 10 dk 15 dk 30 dk 2sa 4 sa 5sa 6 sa
123.1+8.1 117.1+11.8 121.9+6 106.3+8.3 113.9+5.3 118.1+6.9 107.9+12.5 73.8+12.3

Sekil 7'de verilen SEM goérintisi, yizey modifikasyonunun fiberlerin genel itibariyle morfolojisini
koruyarak yapiylr bozmadigi ve basarili bir sekilde uygulandigini gostermistir. Sodyum hidroksit
kullaniminin, fiber ylzeylerde gézenek miktarinin artmasina sebep oldugu ve NaOH derigimiyle hidroliz
siddetinin arttigi bilinmektedir [38]. Sekil 7c ve dye bakildiginda gbzeneklerin modifikasyon
uygulanmayan gruplara kiyasla daha bulyik boyutta oldugu gorilmektedir. Modifikasyon gruplarinda
g6zenek boyutlar yaklasik ~70 um’ye kadar ulasmistir. Literatirde gbézenek boyutu 70-250 pm
araliginda oldugu zaman kemik hicrelerinin biylimesinin desteklendigi gosterilmistir ve buradan da
calismada gelistirilen greft malzemelerin literatirle uyumlu olarak kemik doku rejenerasyonunu
destekleyebilecedi dusunitlmustir [39]. Ayrica, alkalizasyonun yluzey topografisini degistirdigi ve
purtzlilaga arttirdi@r bilinmektedir. Yoon vd. [40], plrtzsuz bir ylizeyin hucre yapismasi igin yeterli
olmadigini géstermislerdir. Sekil 7c ve d’de daire igine alinarak gosterilen bolgelerde fiber yizeylerindeki
puruzlalagan literatire benzer sekilde arttigi géraimustar.

Sekil 7. Ug-boyutlu malzemelere ait SEM goriintiileri a) PLLA, b) PLLA-HAp, c) PLLA/M, d) PLLA HAp/M
(M: NaOH modifikasyonu). Oklar kopan fiberleri, daireler ise fiber ylizeyinde meydana gelen plrizIGluga
gOstermektedir [26].

Sekil 8de HAp, PLLA ve PLLA-HAp kompozit doku iskelelerine ait ATR-FTIR spektrumlari gésterilmistir.
Sekilden de gorildiga gibi, 1000-1500, 1700-1800 ve 2900-3000 cm dalga boyu araliklarinda PLLA
polimerine ait karakteristik pikler gérilmektedir [41]. 1749, 1178, 1128 ve 1083 cmYde gorilen pikler
PLLA ana zincirindeki ester gruplarina ait karakteristik absorpsiyon bandlarina aittir [41]. Hidroksiapatitin
yaplya katimasiyla 558, 605 ve 1020 cmYde goérllen yeni pikler fosfat gruplarinin varhgini
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gostermektedir. ATR-FTIR sonuglariyla HAp’'iIn PLLA doku iskeleleri yapisina basarili bir sekilde
katildig1 goralmustar.
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Sekil 8. Malzemelere ait ATR-FTIR spektrumlari (M: NaOH modifikasyonu) [26].

Hidroliz reaksiyonu sonucunda, ester baglarn karboksil ve hidroksil gruplari olusturmaktadir (Sekil 9)
[42]. Modifikasyon sonrasinda C=0 bandinin siddetindeki azalma yapidaki ester gruplarinin karboksilik
asit olusumunu sagladigi ve yapinin hidrofilisitesinin arttigini gdéstermektedir [43]. PLLA ana zincirindeki
ester gruplarina ait 1178, 1128 ve 1083 cm-Y'de gorilen piklerin siddetindeki azalmalarla NaOH etkisi
dogrulanmigtir. 1 M NaOH kullanilarak yapilan bir ¢calismada PLLA fiberlerin FTIR spektrumunda 3200-
3500 cm! araliginda degisim gézlenmistir ve bunun NaOH konsantrasyonuna bagli olarak artan —OH-—
etkisi sonucunda oldugu dusunilmuistir [44]. Sekil 8'de bu sekilde anlamli bir degisim gorilmemistir ve
bu durumun disik molaritede NaOH tercih edilmesinden kaynaklandigi seklinde yorumlanmistir.
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Sekil 9. Hidroliz sonucu, PLLA zincirlerindeki ester baglarindan yeni karboksil ve hidroksil u¢ gruplarinin
olusumu ([45]'ten degistirilerek).

Cizelge 4'te NaOH modifikasyonu uygulanan ve uygulanmayan greft gruplarinin ézellikleri verilmigtir.
Modifikasyonun, bozunma hizi ve su tutma ylzdesi gibi degerleri Snemli dlgtide degistirdigi géralmustur.
Kemik ECM’si, temelde caplari 50-500 nm arasinda degisen nanofiber formda, yapisiyla hicre
davraniglarini kontrol eden kolajen proteininden olusur ve kolajen nanofiberlerin arasina amorf formda
HAp nanoparcaciklar yerlesmistir [30]. PLLA icerikli farkli greft gruplara ait sonuglar Cizelge 4'te
verilmistir ve bu sonuglarla kemik ECM’sini taklit edebilen fiber yapilarin tretildigi dogrulanmistir.
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Cizelge 4. NaOH modifikasyonu uygulanan ve uygulanmayan greft gruplarinin karakteristik 6zellikleri
[26].

Malzemeler Ortalama cap Su temas agisi Kutlece Su tutma
(nm) °) bozunma (%) kapasitesi (%)

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

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

PLLA-HAp 425 + 127 128.2+25 5.0+ 0.9 431 + 188

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

ilk 10 giinde tim gruplarin su tutma kapasitelerinde ¢ok hizli bir artis olmus, sonrasinda dengeye
ulasiimistir. Yirmi sekiz gin sonunda yukaridaki cizelgede verildigi Gzere modifiye edilmis doku
iskelelerinin modifiye edilmemis olanlara kiyasla su tutma kapasitesi degerleri daha yiksek
bulunmustur. Bu veriler, alkali muamelesinin, iskelelerin hidrofilisitesini arttirdigini dogrulamaktadir.
Poli(L-laktik asit) yari kristalin ve hidrofobik bir polimerdir ve biyobozunurlugu in vitro’da 1-2 yil arasinda
degismekle birlikte yapilan bir galismada yiksek molekul agirligina sahip PLA'nin tamamen emiliminin
in vivo surecte 2 ile 6 yil arasinda gergeklestigi rapor edilmistir [32]. Cizelge 4'ten gorildigiu tzere 58
gunlik bir biyobozunma siirecinde PLLA ve PLLA-HAp doku iskelelerindeki kiitle kaybi yaklasik %4-5
seviyelerinde gergeklesirken, modifiye edilen PLLA-HAp/M gruplarinda bu oran %10 olarak
bulunmustur. Modifiye grubunun 2 aylik sire sonunda %10 bozunmasiyla, orta ddnemde iyilesmesi
beklenen kemik hasarlarinin tedavisinde kullanilabilecedi disunulmektedir. Tim bu sonugclar g6z 6ntine
alindiginda, PRP uygulamasi ve diger calismalar igin uygun malzeme grubu olarak 0.1 M NaOH
icerisinde 6 saat muamele edilen kompozit PLLA-HAp/M secilmistir.

Bundan sonraki baslklarda, segilen kompozit malzeme grubu PLLA-HAp olarak isimlendirilmis, PRP
destekli olan gruplar ise PRP+PLLA-HAp olarak ifade edilmigtir.

4.2. PRP Uygulamasi

Trombosit¢ce zengin plazmanin (PRP), trombosit aktivasyonunu saglayan kalsiyum ile muamelesinin
fibrin ag olusumuna yol actigi bilinmektedir [46-49]. Trombositlerin boyutlari 2-4 ym olup Sekil 10’da
gOsterilen yapi buyklikge ve fibrin ag yapisi bakimindan literattirle uyumludur. Trombositlerin dinlenme
durumlarindaki kiresel tipik morfolojide degil, aktivasyona ydnelik oval morfolojide oldugu goéralmuastur
[50]. Trombosit aktivasyonunun belirlenmesinde kullanilan diger bir ydntem ise akig sitometrisidir. Akis
sitometrisi, granullerin trombosit membranina yapisarak hicre yuzeyinde ortaya cikan P-selektin
(CD62) ve glikoprotein-lIb/llla (CD41/61) gibi proteinlerin fibrinojene baglanmasi sonucu olusturdugu
yeni epitoplarin antikor kullanimiyla belirlenmesi ilkesine dayanir [51]. Aktivasyonun en odnemli
belirteclerinden olan CD62 ve CD41/61 yizdesi, PRP drneklerine kiyasla, CaCl: ile karistirimis PRP
orneklerinde yaklasik 4 kat fazla bulunmustur (Sekil 10b ve c).
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Sekil 10. (a) PRP+PLLA-HAp doku iskelesinin CaClz aktivasyonu sonrasi SEM goruntuleri. Kirmizi
daireler trombositleri, oklar ise fibrin ad yaplyr gostermektedir. (b) ve (c) aktive edilmis ve
aktiflestiriimemis trombositlerin P-selektin ve GP lIb/lla ifadelerinin akis sitometrisi sonuglari (n=3). PRP
(inaktive) grubu kontrol grubu oldugunda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001. [26].
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4.3. in Vivo Galismalar
4.3.1. Klinik Gézlem

Makroskobik incelemede kontrol grubunda 8. ve 20. haftalik gruplarin her ikisinde de defekt bdlgesinin
doldugu, ancak kemiklesme yerine sadece ince bir membran yapisinin olustugu gézlemlenmistir (Sekil
11). Altin standart olarak kabul edilen otogreft yonteminde, 8. hafta sonunda defektlerin kapanip
kemiklesmenin basladigi goériimistir. Yirminci hafta sonunda elde edilen goérintilerde de
kemiklesmenin devam ettigi ancak fibréz tabakalarin da olustugu tespit edilmistir. Herhangi bir kimyasal
veya biyolojik ajanin yukli olmadigi greft (PLLA-HAp) ve PRP yiklenmis greft grubu (PRP+PLLA-HAp)
incelendiginde 8. ve 20. hafta 6rneklerinde herhangi bir yabanci cisim reaksiyonu ya da enfeksiyon
g6zlenmemistir. Sekizinci hafta sonunda elde edilen érneklerde greft malzemelerinin bozunmadigi ve
Uzerinde fibréz bir membran tabakasinin olustugu goérilmastir. Yirminci hafta sonunda elde edilen PRP
yUkli 6rnek gruplarinda ise greftlerin buyik bir cogunlugunun bozunmaya basladigi ve PLLA-HAp
gruplarinin aksine fibréz bag dokusundan ziyade kemik benzeri dokularin gelistigi gézlemlenmistir.
Klinik gézlem sonucunda, 20. hafta érneklerinde greft gruplarinda malzemenin biyiik boliminin
bozundugu ayrica PRP yuklenmis greft gruplarinda, otogrefttekiler gibi kemik benzeri dokularin gelistigi
tespit edilmistir.

Kontrol

Otogreft PLLA-HA

8.hafta

20.hafta

Sekil 11. Tim gruplarda 8. ve 20. hafta sonundaki kemiklesme.
4.3.2. Bilgisayarl Tomografi (u-CT) Goruntilemesi

Doku orneklerine p-CT analizi yapilmig ve analiz gorintileri Sekil 12'de verilmistir. Mikro-CT
gorintilerinde, 8. haftanin sonunda tim gruplarda defekt bolgesinin blyik bolimdnin iyilesmedigi ve
kemik rejenerasyonu igin bu sirenin yeterli olmadigi goériimdistir. Yirminci haftanin sonunda ise klinik
g6zlemdeki sonuglara benzer olarak otogreftlerde defekt bdlgesinin neredeyse tamamen doldugu ve
PRP yuklenmis greft gruplarinda, otogrefttekiler gibi kemik benzeri dokularin gelistigi tespit edilmistir
(Sekil 12A). Kantitatif analiz i¢in ise CTVox ve CTAn (Skyscan, Bruker, ingiltere) yazilimlariyla sadece
defekt bolgesinde olusan yeni kemik hacmi élglilmustir ve bu degerler 5 mm gapindaki defekt hacmine
oranlanmistir. Boylece yeni olusan kemik ytzdesi kemik hacmi/defekt hacmi (BV/TV) orani kullanilarak
hesaplanmistir. Sekizinci haftada gruplar arasinda kontrol grubuna gére sadece otogrefteki iyilesme
anlamli derecede yuksek bulunurken (p<0.001), 20. haftanin sonunda kemik rejenerasyonunun her
grupta arttigi ve gruplar arasinda anlamh bir fark oldugu goérilmustir (Sekil 12B). Calisma sonunda, en
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yuksek kemik rejenerasyonu %76 olup, beklenildigi gibi altin standart olan otogreft grubunda gorulurken;
en yuksek BV/TV oranina sahip ikinci grup PRP igerikli PLLA-HAp grefti (%59) olarak belirlenmistir. En
dusuik BV/TV orani ise ~%25 ile kontrol (sam) grubundadir. Bu sonuglar gelistirilen PRP+PLLA-HAp
greft malzemesinin altin standarda alternatif olarak kullanilabilecegini ve sam grubu ve bos PLLA-HAp
grubu dustnuldiginde PRP’nin kemik rejenerasyonunu destekledidini gostermistir.

Kemik rejenerasyonunu gdstermek icin defekt bdlgesindeki mineral yogunlugunun da hesaplanmasi
gerekmektedir. BV/TV hesaplariyla defekt bélgesinin kapandigi gérilmekte ancak kapanmanin implante
edilen greft malzemesinden mi yoksa yeni kemik olusumundan mi kaynaklandigi net olarak
bilinememektedir. Bu sebeple ¢alisma kapsaminda hidroksiapatit ile fantom kalibrasyonu yapilarak
BMD hesabi da yapilmistir. Sekil 12C'de gosterildidi gibi, 8. haftada en disiik BMD degerleri 0.06+0.01
g/cm? olarak kontrol gruplarinda bulunmustur. Diger taraftan, otogreft grubu icin BMD degeri 0.48+0.06
g/cm3 olarak hesaplanmistir. Bu deger, kontrol grubundan 8 kat, PLLA-HAp ve PRP+PLLA-HAp
gruplarindan ise 2 kat daha fazladir. Yirminci haftada kontrol grubu disindaki tim gruplarin BMD
degerleri 8. haftaya gore daha yliksek bulunmustur ve bu artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0.05).
Ayrica, Ug grup igin de 20. haftadaki BMD degerleri kontrol grubuna gére anlamh derecede yuksektir.
En yuksek BMD degeri BV/TV sonuglarina benzer olarak otogreft grubunda gortlmustir. PRP yikli ve
bos greft gruplari arasinda ise anlamli derecede ylksek fark olmamakla birlikte PRP+PLLA-HAp grubu
otogreftten sonraki en yuksek BMD degerine sahip gruptur. Bu sonuglar, gelistirilen PRP+PLLA-HAp
greft materyalinin altin standarda alternatif olarak kullanilabilecegini ve sam ve PLLA-HAp gruplari gz
onlne alindiginda PRP'nin kemik rejenerasyonunu destekledigini gdstermistir.
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Sekil 12. Tim gruplarda 8. ve 20. haftalarin sonunda elde edilen a) p-CT gdruntuleri, b) BV/TV oranlari
ve ¢) kemik mineral yogunlugu (n=6). Istatistiksel olarak anlamli farklar, 8. hafta kontrol (sam) grubu
kontrol grubu iken; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. 20. hafta kontrol (sam) grubu kontrol
grubu iken; e p<0.05, ee p<(0.01, eee p<(0.001, eeee p<0.0001. Gruplar kendi i¢cinde karsilastirildiginda
8. hafta kontrol grubu iken; A p<0.05, AA p<0.01, AAA p<0.001, AAAA p<0.0001.
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Kim vd., yaptigi bir caismada, PRP, trombositten zengin fibrin (PRF) ve konsantre biyiime faktorlerinin
(CGF) tavsanlarda kemik rejenerasyonuna olan etkisini kemik hacmi ve BMD ol¢ciimlerine bakarak
incelemislerdir. Parietal kemikte 10 x 15 mm? blyUkliginde acgilan defektlerde 12. hafta sonunda kontrol
grubu (bos defekt) hari¢c deney gruplari (PRP, PRF ve CGF) arasinda BMD degerleri igin anlamli bir fark
goOrilemese de en yuksek BMD (~264 mg/mL) degeri PRP grubuna ait bulunmustur [52]. Sonuclar
incelendiginde PRP’nin kemik rejenerasyonunu destekledigi ancak 12 haftalik surenin iyilesme igin
yeterli olmadigi anlasilmaktadir. Ayrica, bu ¢alismada bulunan BMD degerleri proje kapsaminda
bulunanlara kiyasla daha disuktir ve bunun sebebinin defekt alaniyla iligkili oldugu distintilmektedir.

Yapilan bir bagka ¢alismada ise 5 mm ¢apindaki tavsan kraniyal defekt bdlgesine jelatin hidrojel iceren
PRP, trombin ile aktive edilmis PRP ve bos bir hidrojel implante edilmistir. Sekiz haftanin sonunda en
ylksek BMD degeri ~700 mg/m? olarak PRP iceren hidrojel grubunda goérilmdstiir. Jelatin yapisinda
bulunan kolajenin trombosit aktivasyonunu 8 hafta boyunca sagladigi ve ayrica trombin gibi kimyasal
bir ajana gerek kalmadan biyiime fakttrlerinin saliminin yapilabilecegdi gosterilmistir [53]. Sunulan proje
kapsaminda, literatiire benzer olarak PRP’nin hidroksiapatit dolayisi ile kalsiyum iceren greftler ile
kullaniminin, 20. haftada elde edilen BMD degerleri kiyaslandijinda PRP+PLLA-HAp greftlerinde, PRP
yapisinda bulunan blytme faktérlerinin uzun streli saliminin gergeklestigi seklinde yorumlanabilir.

4.3.3. Histolojik Analiz

Dort grup arasindaki farklliklar histolojik dizeyde goézlemlemek icin H&E boyamasi yapiimis ve
ornekler 10X ve 40X biyitmelerde 1sik mikroskobu altinda incelenmistir. Sigan kafatasindaki defekt
alani Sekil 13A'da gosterilmistir. 8 haftanin sonunda, kontrol grubundaki defekt bélgesinde fibréz dokular
g6zlenmistir. Yirminci haftada, doldurulmayan defekt tamamen iyilesmemis ve defekt bolgesinde daha
fazla fibroz doku g6zlemlenmistir (Sekil 13B ve C). Defekt 8. ve 20. haftalarda greftler ile kapanmistir.
Greft ve saglam kemik arasindaki sinir bolgesi Sekil 13'te noktali gizgilerle gosterilmigtir. Yirminci
haftada bile, tim gruplarda bozunmadan kalan greftler 6nemli miktarlarda goérilmustir. Her gruptaki
defekt ¢api farkl oranlarda azalma gostermistir.
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Kontrol

PRP+PLLA-HAp Otogreft

PLLA-HAp

Sekil 13. Sekizinci ve 20. haftalarda H&E tarafindan boyanan sican kranial defekti ve cevresindeki
dokularin histolojik kesitleri. Kontrol (A-C), otogreft (D-F), PRP+PLLA-HAp (G-l), PLLA-HAp (J-L)
gruplari. Not: Sigcan kranial defekti (A-C); oklar siganin kafatasindan alinan kemigi goésterir. D, G, J'de
defektte implante edilen farkli greft tipleri gosterilmistir. NB: Yeni kemik, oklar: osteoblast, ok ucu:
osteosit, yildiz: kemik dokusuna uzanan gomuli greft.

Kesitler o©ncelikle osteoblast, fibroblast ve osteoprogenitér hicreler gibi osteojenik hicrelerin
infiltrasyonu icin puanlanmistir. Sekil 14A’da gosterildigi gibi, otogreft grubunun 20. haftanin sonundaki
ortalama hicresel aktivitesi diger gruplara kiyasla en yuksektir. Ancak, 20. haftada PRP+PLLA-HAp
grubunun medyan hiicresel aktivitesi otogreft grubuna gok yakin bulunmustur. Kemik bdlgesi yeni kemik
olusumunu goésteren greft ylizdesi olarak da skorlanmigtir (Sekil 14B). Otogreft, PLLA-HAp ve
PRP+PLLA-HAp gruplarinda, 8. haftada kemik alani %25'ten azdir ve anlamli bir kemik rejenerasyonu
g6zlenmemistir. Bununla birlikte, 20. haftada otogreft grubunda kemik alani neredeyse %50'dir. Otogreft
grubuna benzer sekilde 20. haftada kemik alaninin PRP+PLLA-HAp grubunda en yiiksek oldugu
bulunmustur. Yeni olusan kemigin olgunlugu 8. haftada tim gruplarda ¢ok az iken, 20. haftada otogreft,
PLLA-HAp ve PRP+PLLA-HAp gruplarinda bu gruplarin 8. haftasina gore anlamli olarak daha yuksek
oldugu gorilmastir. Osteoblastlar ile osteoid olusumu ve kilcal damarlarin baslangici, osteoindiiksiyonu
destekleyen otogreft grubunda 20. haftanin sonunda iyi bir sekilde gézlenmistir. Lakeoe icinde
osteositler gorilmastir ve matriksin esit asidofilik boyamasiyla yeni olugan kemik tespit edilmistir (Sekil
13F, ok basi). Kemigin yuzeyinde kibik osteoblastlar da fark edilmistir (Sekil 13F, ok).
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Sekil 14. Bitin gruplarda 8. ve 20. haftalarin sonunda elde edilen kemik hiicresel aktivitesi, kemik
olgunlugu ve kemik alani degerleri ile skorlanan kemik rejenerasyonunun histolojik analizi (n = 6). 8.
hafta kontrol defekt grubu kontrol grubu oldugunda istatistiksel olarak anlamli farklar g6ézlendi; * p <0.05,
20. haftadaki bog defekt grubu kontrol grubu oldugunda; gruplar kendi aralarinda karsilastirildidinda, ep
<0.05, ee p <0.01 ve her 6rnegdin 8. haftasi kontrol grubu olarak alindiginda; A p <0.05, AA p <0.01.
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20. hafta

Defekt alani

Kontrol

LS
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PRP+PLLA-HAp

PLLA-HAp

Sekil 15. Kontrol (A-C), otogreft (D-F), PRP+PLLA-HAp (G-I), PLLA-HAp (J-L) gruplarinda Kolajen I'in
immunohistokimyasal boyanmasi. D, G, J'de gosterilen defekte implante edilen farkli greft tirleri
gosterilmistir. Siyah yildiz: greft malzemesi, siyah oklar: yeni kemik, ¢ift ok: kemige gémdlu greft.
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Sekil 16. Kontrol (A-B), otogreft (C-D), PRP+PLLA-HAp (E-F), PLLA-HAp (G-H) gruplarinda BMP-2'nin
immunohistokimyasal boyanmasi. C, E, G'de defektlere yerlestirilen farkl tipte greft tlrleri gdsterilmistir.
Siyah yildiz: greft malzemesi, ¢ift kenarli siyah oklar: yeni kemik, NB: yeni kemik, ok: osteosit.

Histopatolojik analize ek olarak, kontrol ve diger gruplarda Kolajen | ve BMP-2 immin boyamalari da
gerceklestiriimistir. Kemik morfogenetik proteinlerinin yeni kemik olusumunu uyardigi ve kemik
kusurlarini onardigi bilinmektedir. Ozellikle Kolajen I, kemigin mimarisinde ve iglevinde énemli bir rol
oynamaktadir. Kontrol gruplarinda, defekt alani g¢evresinde Kolajen | ve BMP-2 immiinoreaktivitesi
gOzlenmistir (Sekil 15A ve Sekil 16A). Kolajen | ve BMP-2 de osteoblast, osteosit ve i¢ matriks
cevresinde tespit edilmistir (Sekil 15B, C ve Sekil 16B). 20. haftada kemik dokularinda kolajen | ve BMP-
2 pozitif hicrelerin yogunlugu ve sayisi artmistir. Ayrica, yeni kemik olusumu ¢evresinde Kolajen | ve
BMP-2 imminoreaktivitesi 20. haftada otogreft grubunda daha belirgin bulunmustur (Sekil 15E ve F).
immiinohistokimyaya dayanarak, Hscore analizi, 8. hafta orneklerine kiyasla 20. haftada kemik
dokularindaki Kolajen | ve BMP-2 immunopozitivite sayisinda ve Kolajen | ve BMP-2 yodunlugunda
O6nemli bir artis gostermistir (Sekil 17). Kolajen | yerine izotip antikorunun kullanildigi bélimlerde immin
boyama gorilmemistir (Sekil 15L). Biitlin gruplar arasinda 8. hafta 6rneklerinde Kolajen | ve BMP-2
immiunoreaktiviteleri agisindan anlamli bir fark gérilmemistir. Bununla birlikte, Kolajen | ve BMP-2
immun boyama, 20. haftada otogreft grubunda en yiksek Hscore degerini gdstermistir. Ayrica, otogreft,
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PLLA-HAp ve PRP+PLLA HAp gruplarindaki Kolajen | ve BMP-2 imminoreaktiviteleri, 20. haftada
kontrol gruplarindan énemli élgtide farkh bulunmustur (Sekil 17).
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Sekil 17. Kontrol, otogreft, PRP+PLLA-HAp, PLLA-HAp gruplarinda Kolajen | ve BMP-2'nin Hscore
analizi. Toplam yogunluk ve boyanmis hucrelerin sayisi 20. haftadaki kemik dokularinda 8. haftadaki
kemik dokularindan daha yuksektir. 20. haftadaki bog defekt grubu kontrol grubu oldugunda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar gézlendi; Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda, e p <0.05, ee p <0.01
ve her drnegdin 8. haftasi kontrol grubu olarak alindiinda; A p <0.05, AA p <0.01, AAA p <0.001.
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5. TARTISMA VE SONUG

Cok sayida blyime faktorl iceren, kolay ve disik maliyetli bir siiregte hastanin kendi kanindan izole
edilen trombositten zengin plazma, polimerik greft materyallerinin biyoaktivitesini arttirmak icin umut
verici bir yaklasim sunmaktadir. Bu ¢calismada, FDA onayli sentetik polimer olan PLLA, 3D elektroegirme
yontemi ile HAp partikdllerinin varliginda uretilmigtir. Gelistirilen malzemelerin osteojenik etkinligi PRP
olan ve olmayan bu greftler ile in vivo hayvan ¢alismalariyla dederlendirilmistir. Bu amacla Wistar Albino
sicanlarinda olusturulan 5 mm kranial defekt modeli olusturulmustur. Cerrahi islem sirasinda greft
materyallerinin kolayca sikistirilabilir oldugu ve dizensiz geometriye sahip hasar bélgesinin seklini
alabildigi kanitlanmistir. Mikro-CT sonuglari, PRP yukli PLLA greftlerine ait BV/TV ve BMD degerlerinin
altin standart olan otogreft ile kargilastirilabilir oldugunu goéstermistir. Ayrica histolojik ve
immunohistokimyasal boyamalar, bos defekt disindaki tim greft gruplarinda yeni kemik olusumunun
g6zlendigini dogrulamistir. Turler arasinda PRP kullanim etkinligi hala tartisiimaktadir ve otogreft
gruptaki kemik rejenerasyonunun gelistirilen greft malzemesinden ylksek olmasinin insan kaynakl
PRP’nin siganlarda kullaniimis olmasindan kaynaklanabilecegi distnilmektedir [23, 24]. Sonug olarak,
bu calismada polimerik greftlerin PRP varliginda biyoaktivitesi ve osteojenisitesi arttirilarak yeni bir
tedavi yontemi sunulmustur ve bu materyallerin diizensiz kemik defektleri icin otogrefte alternatif
polimerik greftlerin kullanilabilecegi gosterilmistir.

Proje 6nerisinde doku rejenerasyonu histolojik ve immunohistokimyasal olarak incelemek igin ayrica
Mallory Trikrom ve Osteokalsin antikoru ile boyama yapilmasi hedeflenmistir. Ancak Mallory Trikrom
istenen sekilde boyanmamis ve gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (Ek 1). Osteokalsin ise
farkli seyreltme oranlarinda denenmesine ragmen calismamis ve higbir sonu¢ vermediginden rapora
eklenmemistir (Ek 2). Bu problemin boyalardan kaynakl oldugu disiniimektedir.

Proje kapsaminda bitiriimesi tamamlanmasi planlanan is paketleri asagida sunulmustur;

1) Greft malzemelerinin retimi ve ylizey modifikasyon igleminin gergeklestiriimesi
2) Kandan PRP eldesi, aktivasyon islemleri ve PRP’nin doku iskelelerine yuklenmesi
3) Uretilen greftlerin siganlara implante edilmesi

4) Mikro-CT goruntulerinin alinmasi ve yorumlanmasi

5) Histolojik ve immunohistokimyasal boyamalarin gergeklestiriimesi

ve tum is paketleri basariyla tamamlanmigtir.

Proje ciktilari, ‘Three Dimensional Nanofibrous and Compressible Poly(L-Lactic Acid) Bone Grafts
Loaded with Platelet-Rich Plasma’ adiyla Doku Muhendisligi alaninda 6nemli dergilerden biri olan
Materials Science and Engineering C dergisine 23 Nisan 2020 tarihinde yayinlanmak amaciyla
sunulmustur. ilk degerlendirmede, hakemler tarafindan dizeltme veriimistir ve dulzeltmeler
tamamlandiktan sonra yayina kabul edilmesi beklenmektedir.
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7. EKLER

Otogreft PLLA-HAp PRP+PLLA-HAp

2

8. hafta

20. hafta

Ek 1. Kontrol, otogreft, PRP+PLLA-HAp, PLLA-HAp gruplarinda Mallory trikrom ile histolojik boyama.

Kontrol Otogreft PLLA-HAp PRP+PLLA-HAp

B

8. hafta

20. hafta

Ek 2. Kontrol, otogreft, PRP+PLLA-HAp, PLLA-HAp gruplarinda osteokalsinin immunohistokimyasal
boyanmasi.
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