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OZET

Kaybedilmis doku ve organlarin rejenerasyonu amaciyla kullanilan biyomalzemeler
doku miihendisligi ve rejeneratif tipta dnemli bir role sahiptir. Dogal ve sentetik polimerlerden
iiretilen biyolojik iskeleler in vivo ve in vitro kosullarda doku veya organ olusumuna destek
olabilirler. Bu calismada kemik doku miihendisligi uygulamasi kapsaminda; Ayva ¢ekirdegi
miisilajt  (QSM) ve nanohidroksiapatit (nHA)’ten olusturulan biyoiskelelerin tavsan
mandibulalarinda olusturulan kritik boyuttaki defektlerde etkinligi degerlendirildi. Caligmaya
36 erkek tavsan dahil edildi. Deneklerde 10 mm ¢apinda ve 4 mm derinliinde bilateral
mandibular defektler hazirlandi. QSM/nHAp tabanli iskeleler sol mandibular corpus bolgesine
yerlestirildi ve sag taraf bos birakildu.

Calismada sakrifiye sonrasi deneklerden alinan spesmenler belirlenen 4 ayri1 zaman
araliginda (10., 21., 45. ve 90. giinler) histolojik olarak Hemotoksilen-Eozin boyamalar1 ve
Alizarin kirmizist boyama teknigi ile degerlendirildi. Real-Time PCR ve Taramali elektron
mikroskop ile analizleri yapildi.

Deney grubunda 10. giinde greft materyali gozlendi. 21. giinde, greft kavitenin
tabaninda kismen rezorpsiyona ugradigi ve yerine yeni kemik dokusu olustugu gdézlendi.
Histolojik degerlendirmede defekt alaninda yeni kemik olusumunun, deney grubunda kontrol
grubuna gore daha iyi oldugunu goézlendi. Carpict bir sekilde, 21. glinden sonra tim
QSM/nHAp gruplarinda dis ve kemik rejenerasyonunun birlikte gelisimi gozlemlendi. Buna
karsilik, 90. gilinde kontrol grubundan yalnizca iki ornekte dis olusumu goézlendi. Ayrica,
QSM/nHAp yap1 iskeleleri, greftlenmis alanda kemik ve disle ilgili gen ve protein
ekspresyonunu (>2 kat) indiikledi.

Sonug olarak bitki bazli QSM-nHAp biyoiskelelerin biyouyumlu, hidrofilik, esnek,
gozenekli ve dayanikli yapisi, QSM-nHAp kompozitleri, 6zellikle kraniyomaksillofasiyal
bolgede kemik ve dis dokusunun rejenerasyonunda kullanilmasi asamasinda gelecekte

insanlarda klinik kullanim i¢in umut vadetmektedir.

Anahtar Kelimeler: Nanohidroksiapatit, Ayva (Cydonia oblonga Miller) Cekirdegi

Miisilaji, Tavsan Mandibulasi, Kemik Rejenerasyonu



ABSTRACT

Biomaterials used to regenerate lost tissues and organs are essential in tissue engineering
and regenerative medicine. Biological scaffolds from natural and synthetic polymers can
support tissue or organ formation in vivo and in vitro. This study evaluated the effectiveness of
quince seed mucilage (QSM) and nanohydroxyapatite (nHA) bioscaffolds on critical size
defects created in rabbit mandibles within the scope of bone tissue engineering.

Thirty-six male rabbits were included in the study. Bilateral mandibular defects (10 mm
in diameter and 4 mm in depth) were created. QSM/nHAp-based scaffolds were placed in the
left mandibular corpus region, and the right side was left empty. In the study, the specimens
taken from the subjects after sacrifice were evaluated histologically with Hematoxylin-Eosin
staining and the Alizarin red staining technique at four different time intervals (10th, 21st, 45th,
and 90th days) and analyzed with Real-Time PCR and a Scanning electron microscope.

Graft material was observed in the experimental group on the 10th day. On the 21st day,
it was observed that the graft partially resorbed at the bottom of the cavity, and new bone tissue
formed in its place. In histological evaluation, it was observed that new bone formation in the
defect area was better in the experimental group than in the control group. Strikingly,
concomitant development of tooth and bone regeneration was observed in all QSM/nHAp
groups after day 21. In contrast, tooth formation was observed in only two samples from the
control group on day 90. Furthermore, QSM/nHAp scaffolds induced bone and tooth-related
gene and protein expression (>2-fold) in the grafted area.

As a result, the biocompatible, hydrophilic, flexible, porous, and durable structure of
plant-based QSM-nHAp bioscaffolds makes QSM-nHAp composites promising for clinical use
in humans in the future, mainly when used in the regeneration of bone and dental tissue in the

craniomaxillofacial region.

Key Words: Nano Hydroxyapatite, Quince (Cydonia oblonga Miller) Seed Mucilage,
Rabbit Mandible, Bone Regeneration



1.GIRiS

Kemik greftleme gerek kraniofasiyal bolgede, gerekse ekstremitelerdeki travma,
patolojik defektlerin onarimi ve iskelet rekonstriiksiyonunda ¢ene cerrahisinde ¢ok sik ihtiyag
duyulan ve kullanilan tedavi asamalarindan biridir. Giiniimiizde, ¢ene kemiklerinin
rekonstrilkksiyonunda otojen, dogal ve sentetik yollardan elde edilen kemik greftleri
kullanilmaktadir.

Doku miihendisligi, organ yenilenmesi veya hasar gérmiis organlarin tamiri i¢in yeni
tedavi alternatifleri sunabilen rejeneratif tibbin baglica yaklasimlarindan biridir. Doku
mihendisliginin  ana  yaklasimlarindan  biri,  fonksiyonel = doku  olusturularak
transplantasyon/implantasyon i¢in {izerinde hiicrelerin Kkiiltlirlenebilecegi biyomalzeme
iskelesidir olusturmaktir. Iskele terimi, 1893’te ilk kez Barth tarafindan hiicrelerin icine
girmesine izin vererek hiicrelerin bolgesel dokuyu tamir edebilecegi gdzenekli matriks veya
implant olarak kullanilmistir!. Iskele icin dogal ve sentetik substrat, nano kompozit malzemeler
ve hiicrelerinden arindirilmis hiicre dis1 matriks kullanilir.

Giilgiller ailesinden bir agac olan ayva (Cydonia oblonga Miller) Anadolu ve Iran’da
yerel bir bitkidir. Orta Dogu, Avrupa ve Giiney Afrika’da medikal ve besin bitkisi olarak
yetistirilir. iran ve Anadolu’da pek ¢ok hastaligin tedavisi i¢in geleneksel ilaglar olarak
kullanilmistir?. Bu projede, kemik doku miihendisligi uygulamasi kapsaminda; Ayva gekirdegi
miisilajina (ACM-Quince Seed Musilage-QSM) nanohidroksiapatit kemik (nHAp) grefti
emdirilerek yeni bir iskele olusturulmustur.

Proje kapsaminda biyomiihendisligi yapilmis biyobozunur ve biyouyumlu greft
materyalinin kritik boyuttaki tavsan kemik defektlerindeki etkinlik ve biyoyararliligini

karsilagtirmali olarak gostermek amacglanmistir.

2.GENEL BILGILER

Enfeksiyon, patolojiler, travma, gelisimsel deformiteler, konjenital anomaller, metabolik
hastaliklar ve bazi ilaglarin kullanimi nedeniyle olusabilen ¢ene ve yiiz bolgesindeki kemik
defektlerinin tedavisi ile ilgili bir¢ok arastirma yapilmis olup, konu iizerinde ¢alismalar halen
devam etmektedir!-2.

Bunun yaninda toplumun refah seviyesinin artmasina parelel olarak, biyoteknoloji ve
biyomiihendislik alanindaki gelismeler, kemik rejenerasyonu i¢in yeni ve ileri biyomedikal
teknolojik yaklasimi zorunlu kilmustir.>> Gegmisten giiniimiize kadar bu bolgedeki defektlerin

rekonstriiksiyonu i¢in greftleme, flep teknikleri ve distraksiyon gibi birgok yontem kullanilmis



ve bu alanda birg¢ok ¢alisma yiiriitiilmiistiir®. Ancak bu yaklasimlar doku donérlerinin eksikligi,
ekstra invazyonlu ¢ok sayida invaziv ameliyatlar ve yiiksek maliyetlerle ilgili sosyoekonomik
zorluklar1 da beraberinde getirmektedir.’

Kemik doku miihendisligi yaklasimlar1 maksillofasiyal boélgede travmatik
yaralanmalarda, rekonstriiktif cerrahide, alveoler kemik ve siniis augmentasyonunda, kronik
periodontal tedavilerde, peri-implantitis gibi klinik prosediirlerde kullanilmaktadir. Kritik
boyuttaki kemik defektlerinin tedavisi, siirlt iyilesme kapasiteleri sebebiyle rekonstriiktif
cerrahi igin hala bir zorluk olmaya devam etmektedir®.

Diinya c¢apinda her y1l iki milyondan fazla kemik grefti prosediirii ger¢eklestirilmektedir
ve kan transfiizyonundan hemen sonra ikinci en sik nakledilen dokulardan biridir®!°, Kemik
doku rekonstriiksiyonunda, anatomik bdlgelerin cesitliligini, defektin boyutlari, mekanik
stresleri ve mevcut yumusak doku varligi cok c¢esitli klinik zorluklarida beraberinde
getirmektedir!!., Klinik olarak kullanilan mevcut greftler arasinda otojen kemik,
osteokondiiksiyon, osteoindiiksiyon ve osteogenez agisindan kemik rejenerasyonunda gerekli
tim Ozellikler birlestirilmis olmas1 sebebiyle iskelet defektlerinin rekonstriiksiyonunda altin
standart olmaya devam etmektedir’. Otolog kemik greftleri basarilarini, greft ve ¢evreleyen
mikro ortamdaki sinyallere yanit verebilen endojen biyoaktif molekiillerin ve hiicrelerin
varligina bor¢ludur. Bununla birlikte, bu teknikte dondr sahanin kisitlilii, alinan greft
materyalinin sinirlilig, operasyon sonrasi kemik grefti kayb1 / rezorpsiyonu, genis defektlerde
kisa donemde stabilizasyon problemleri, ikinci bir cerrahi bolge olusturulmasi, defekt alani ve
dondr sahada komplikasyonlar gibi bazi dezavantajlari vardir'?. Bu sinirliliklarin bir sonucu
olarak, defekt alaninin rejenerasyonu icin alternatif tedavi yaklasimlar1 zorunluluk halini
almaya baslamis, allojenik, xenojenik ve alloplastik greft tipleri birbirinden farkli 6zellikleri
sebebiyle tercih edilir hale gelmistir'®. Ancak mevcut sentetik biyomalzemelerin konak¢1 doku
ile iyi entegre olmayip, olas1 enfeksiyon, yabanci cisim reaksiyonlar1 ve implante edilen greft
materyalinin 6nce ekspoze olmasi ve kaybiyla sonuglanmasi karsilasilabilen dezavantajlar
arasinda siralanmaktadir®!314,

Kemik doku miihendisligi osteojenik progenitor hiicreler, osteokondiiktif iskeleler ve
osteoindiiktif faktdrleri igerisinde barindirmasi sebebiyle umut verici bir yontem olarak kabul
edilmektedir’>. Kemik grefti; yeni kemik olusumu igin bir iskele saglayarak genis kemik
defektlerinin tamirinde kritik rol oynar. Kemik kendi kendini tamir etme sistemine sahip oldugu
icin, insan viicudu kolayca kii¢lik kemik yaralanmalarini tamir edebilir. Kritik boyuttaki kemik

yaralanmalarinda ilgili bolgede kemik kaybi olur. Bu agamada defekt alaninin kendini onarma
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dongiistinii hizlandirmak igin genellikle doku iskelesi gereklidir'®. Aragtirmacilar uzun yillar,
biiyiik ¢apli kemik defektlerinde rekonstriiksiyon amaciyla kullanilabilecek maddelerin daha
hizl1 ve daha az komplikasyonla kemikle biitiinlesmesine yardimci olacak yontemler iizerinde
calismiglardir. Otogreft ve allogreftlerin uygulanma sinirlhiliklar: sebebiyle, onarilmasi gii¢ olan
kemik dokusu kaybinda, bazen tek basina veya klinik alanda kombinasyon halinde sentetik
greftler veya biyomiihendislii yapilmis greftler kullanilir. Bu greftler ya da substratlar,
osteointegrasyon, osteokondiiktif veya osteoindiiktiflik 6zelliklerinden en az birine sahip
olmalidir. Mekanik dayanimin istenilen diizeyde olmasi ve bolgenin damarlanmasi kemik
rejenerasyonunda oldukga onemli kriterlerdir.!”-1°

Doku miihendisligi, biyolojik fonksiyonlari iyilestirmek veya degistirmek i¢in hiicre,
miihendislik ve malzeme kombinasyonunu, uygun biyokimyasal ve fizikokimyasal faktorleri
kullanmaktir. Doku miihendisliginin ana yaklagimlarindan biri olan biyomalzeme, bir biyolojik
sistem ile malzeme arasindaki ara yiiz olarak tanimlanabilir. Biyomalzemeler, herhangi bir
dokuyu, organi veya fonksiyonu, tedavi etmek, arttirmak veya degistirmek i¢in kullanilirlar®.
3-boyutlu iskeleler, transplante edilen hiicrelerin yapisabilecegi bir yiizey ve yeni doku veya
organ olusumuna rehberlik eden fiziksel bir destek olarak gorev yaptigindan gereklidir. Kemik
doku miihendisligi kapsaminda iskelelerin; biyolojik gereksinimler yapisal 6zellikler, ham
madde ve igerikleri, liretim teknikleri gibi sahip oldugu baz1 6zellikler ve bu 6zelliklere gore
gelistirdigi hiicresel yanitlar vardir. Biyomiihendisligi yapilmis kemik dokusu yeni dokularin
yasamasina imkan saglamali ve osteokondiiktivite desteklemelidir. Bu ana 6zellikler hiicre
gdO¢linii stimiile eder ve osteogenez ile yeni kemik olusumunu saglar.?! Biyoiskeleler hiicre
bliylimesi, proliferasyonu, besinlerin ve metabolik atiklarin taginmasi i¢in birbirine bagl
gozenekli ve Ozel ylizey kimyasina sahip gozenekli bir matris saglamalidir. Biyomalzeme
kontrollii osteojenik aktivite ile ongoriilebilir bir sekilde resorbe olmali, hiicre farklilagmasini
yonlendirmek ve doku rejenerasyonunu desteklemek icin sinyal olusturabilmeli; biyomalzeme
resorpsiyon siireci boyunca devam eden giiclii, stabil mekanik 6zellikler barindirmali; yabanci
cisim reaksiyonu olugturmamali ve implante edilen sahaya adapte olabilmelidir!2. Ayrica biyo-
rezorbe olan iskeleleri i¢in mekanik tasarim gereksinimleri, yerini aldigi kemigin fonksiyonel
gereksinimlerine bagli olarak biiyiik 6l¢iide degismektedir'2.

Dogal polimerik biyomalzemeler binlerce yildir biyomedikal alaninda ve saglikla iliskili
diger alanlarda kullanilmaktadir. Dogal biyopolimerler, biyoiskele olusturulmasinda tek basina
kullanilabilecegi gibi kendi aralarinda, sentetik polimerler ile birlikte veya inorganik katki

materyalleri ile beraber hibrit materyaller olusturularak daha fonksiyonel hale getirilebilir.
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Literatiirde, kolajen, jelatin, hyaluronik asit, ipek fibroin, kitosan gibi biyolojik olarak rezorbe
olabilen polimerler ve bu dogal polimerlerin kombinasyonu, biyolojik olarak aktif ve uyumlu
ozellikleri nedeniyle kemik yeniden modelleme uygulamalart i¢in genis Olgiide

degerlendirilmigtir.?22?

Bununla birlikte bitki polimerlerinden immiinojenik yanit ve hastalik
bulagsma riski olmamasi, biyomedikal iirlinler iiretmek i¢in kolay erisim ve diisiik maliyetli
hammaddeler olmasi sebebiyle giiniimiizde 6ne ¢ikmaya baglamigtir.?*

Giilgiller ailesinden bir aga¢ olan (Ayva meyvesinin-Cydonia oblonga Miller) sagliga
faydali ozellikleri eski zamanlardan beri bilinmektedir. Bilinen bu &zellikleri antioksidan,
hipoglisemik, antimikrobiyal, anti-alerjik, anti-inflamatuar ve antikarsinojenik olmasidir.
Cesitli kullanimlara sahip ayvanin, meyvesi dizanteri tedavisi i¢in, yapragi sakinlestirici olarak
ve ¢ekirdegi farinjiyal yatistirict kullamilmigtir.?> Ayva g¢ekirdegi miisilajinin eczacilik, tip,
kozmetik, gida paketleme, gida katki maddesi gibi alanlarda kullamldigi bilinmektedir.?®
Geleneksel tip uygulamalarinda ayva meyvesi antiseptik, anti-enflamatuar olarak; ishal,
dizanteri, karaciger bozukluklari, uterus kanamalar1 ve yaralarin tedavisinde, tohumlar ise
kabizlik, dizanteri, Oksiiriik, bogaz agrisi, bronsit ve bagirsak koliklerinin tedavisinde
kullanilmistir. Geleneksel tip uygulamalarinda ayva g¢ekirdeginden elde edilen bu miisilajin
yaralarda kanamayi1 durdurucu, deriyi nemlendirici, acik yaralarin tedavisinde, sindirim
sistemini etkileyen rahatsizliklarda (ishal, dizanteri, kabizlik), bogaz agris1 bronsit gibi
rahatsizlarin tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir.?’

Literatiirde saglik alaninda yapilan ¢aligmalar incelendiginde, Ayva ¢ekirdegi miisilaji
(ACM/QSM) ile yapilan bir calismada, cekirdek salgisinin dermatit bakterilerine karsi
(Pseudomonas aeruginosa, Staphylococus aureus ve Staphylococcus epidermis) antibakteriyal
etkileri oldugu gozlemlenmistir?® . 2019 yilinda yapilan bir ¢alismaya gore, ayva miisilajinin
titanyum dioksit (Ti0.) ve silisyum oksit (SiO2) nanopartikiilleriyle olusturulan hibrit filmlerin,
gida zehirlenmelerine sebep olan Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Listeria  monocytogenes, Salmonella  tyhimurium ve Escherichia coli O157:H7
mikroorganizmalari tizerinde antibakteriyel etkiler gosterdigi belirtilmistir. 2

Literatiirii incelendiginde doku miihendisli§i veya rejeneratif tipta, ayva c¢ekirdegi
misilaji ile ilgili Simsek ve ark.’min 2020 yilinda yayimladigi bir c¢aligmada, ayva
cekirdeginden elde edilen miisilaj ile 3-boyutlu doku iskeleleri olusturduklari, elde edilen
yapilarin sivi tutma kapasiteleri ve gozeneklilik Sl¢limii ile malzemenin oldukga yliksek
degerlerde poroziteye ve sivi tutma kapasitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu iskelelerin

iAMKH’ler ile etkilestirerek in vitro kosullarda malzemenin biyouyumlulugunu ve
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biyobozunurlulugunu test etmislerdir. Yaptiklart ¢alismanin sonuglarina gore ayva cekirdegi
miisilajinin doku rejenerasyonu i¢in kullanilabilir degradasyon kinetigine sahip, biyouyumlu ve
hiicre proliferasyonunu arttiran bir biyomalzeme oldugunu rapor etmislerdir.*

Yilmaz ve ark. yaptig1 ¢alismada ayva cekirdegi miisilaji (ACM), silika ile modifiye
edilerek (Si-ACM) kemik doku miihendisligi (KDM) uygulamalari i¢in 3B gdzenekli yapilar
inga edilmistir. Yapilan analizlerin sonuglarina gore genel olarak Si-ACM kriyojellerinin ACM
ile olusturulan kriyojellerden daha yiiksek ylizey alanina sahip oldugu, mekanik ve termal
dayaniminin daha yiiksek oldugu, ve gerceklestirilen in vitro deneylerin sonuglaria gore, Si-
ACM kriyojellerinde osteogenez ile ilintili genlerin ACM kriyojellerine gére daha erken
donemde ve daha fazla ifade edildigi anlagilmigtir. Tiim bu sonuglara dayanarak, Si-ACM
kriyojellerinin kemik doku uygulamalar1 i¢in yeni ve dnemli bir hibrit malzeme oldugu rapor
edilmistir’!.

Pek ¢ok belirgin faydasi olmasina ragmen, kemik doku miihendisligi uygulamalarinda
bitki miisilajlari ile ilgili ¢aligmalar oldukga siirlidir?*32, Bununla birlikte, diger birgok dogal
polimer gibi, ACM'nin mekanik 6zellikleri sinirlidir ve kemik rekonstriiksiyon ¢aligmalari i¢in
giiclendirilmesi gerekir.

Nanoteknolojinin tip alaninda kullanilmasi, kemik yerine gecen substratlarin onarim
bolgesine tasinmasimna yardimci biyomalzemelerin  gelistirilmesine katki  vermistir.
Nanomalzemelerin basinda nano-hidroksiapatit (nHAp) gelmektedir. Cajo(PO4)s(OH)
molekiiler formiile sahiptir. Biyouyumlu olmasi ve osteoindiiktif etkisi sebebiyle kemik
defektlerinin iyilestirilmesinde genis ¢apli kullanilan bir biyoseramiktir.** nHAp ve insan
mineralize kemik doku arasindaki kimyasal benzerlik sebebiyle sentetik nHAp’in sert dokuya
gliclii afinite gosterir.** nHAp’in doku ile temas eden yiizey alaninin genis olmasi ve mikron
boyutundaki esdegerlerine gore diisiik doku yanit1 olusturma 6zelligi bulunmaktadir. Ancak
sinterlenmis HA(hidroksiapatit), mekanik giicii zayif oldugu i¢in tek basina kemik doku tamir
materyali olarak kullanilamaz. Literatiir incelendiginde organik/inorganik hibrit materyallerin
iretilmesi icin en sik HA kristallerinin kullanildig1 goriilecektir. nHAp yakin ge¢miste, kok
hiicrelerin yarali bolgeye taginmasinda, strontium veya boron gibi eser elementlerin kemik
hiicrelerini uyarici etkilerinin incelenmesinde® ve osteomiyeliti onlemek amaciyla kontrollii
vankomisin salimminda kullanilmistir®®, nHAp kullanimi kollojen-kompozit bazli iskeleleri
sadece mekanik olarak desteklemez ayrica osteoblast adezyonunu, proliferasyonunu ve
diferensiyasyonunu destekler. 37 Literatirde nHAp materyalleri ile gelistirilen bir ¢ok

biyokompozit materyal rapor edilmistir®8,
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Inorganik HA iskeleler, optimal morfoloji ve gdzeneklili§e sahiptir, ancak genellikle
yetersiz mekanik Ozelliklere sahiptir. Dogal polimerler ile HA tozlarinin kombinasyonunu
hedefleyen kompozit yaklasimlarin iskele yapilar1 iizerinde basarili gelismeler saglamasi ile
daha ¢ok tercih edilmeye baglanmistir. Kolajen, ipek fibrin, jelatin ve kitosan i¢inde dagilmis
HA tozu bazli kompozit iskeleler arastirmacilar tarafindan yillar igerisinde kullanilmaya devam
etmektedir®.

Nanobiyoteknoloji, kemik onarimi ve rejenerasyonu i¢in yeni yontemleri ve yaklagimlari
tesvik etme konusunda biiylik bir potansiyele sahiptir. Dogal biyominerallerin karmagik
hiyerarsik yapisin1 yeniden olusturmak zor veya hatta imkansiz olsa da, bu biyomimetik
yaklagimi kemik dokusu miihendisligi i¢in yeni malzemelerin gelistirilmesinde uygulamak son
derece 6nemlidir®®. Hibrit malzemelerin kemik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanimi
onem tagimaktadir. Dogal polimerlerin sundugu esneklik ve kolay islenebilir 6zelliklerinin ve
inorganik materyalinin sagladig1 yiiksek mekanik ve termal dayanim 6zellikleri gelistirilen
biyoiskelelere onemli avantajlar saglamaktadir.

Oral ve maksillofasiyal bolgede meydana gelen konjenital ve gelisimsel defektler, kist,
timor gibi patolojik olusumlar ve travmaya bagl olarak kemik ve yumusak dokuda kendi
kendine iyilesemeyecek boyutlarda defektler meydana gelebilmektedir. Bu noktada sert ve
yumusak dokunun geri kazanilmasi i¢in bazi biyouyumlu materyallere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Kaybedilmis doku ve organlarin rejenerasyonu amaciyla kullanilan biyomalzemeler doku
miihendisligi ve rejeneratif tipta 6nemli bir role sahiptir. Dogal ve sentetik polimerlerden
iiretilen biyolojik iskeleler in vivo ve in vitro kosullarda doku veya organ olusumuna destek
olabilirler.

Proje ekibi olarak Canakkale Onsekiz Mart Universitesi BAP projesi kapsaminda “Oral
ve maksillofasiyal bolgede kullanilma potansiyeli olan nHA/miisilaj temelli biyolojik
iskelelerin tiretilmesi ve in vitro degerlendirilmesi” (proje no: TSA-2019-2933) isimli bir proje
yirilitiilmiistir. BAP projesi sonucunda elde edilen veriler Q1 SCI dergi olan International
Journal of Biological Macromolecules’ de “Nano-hydroxyapatite incorporated quince seed
mucilage bioscaffolds for osteogenic differentiation of human adipose-derived mesenchymal
stem cells.” isimli makale olarak yayimlanmustir.

(https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813021026775?via%3Dihub)

Bu proje kapsaminda kemigin dogal mikromimarisini ve ortamini taklit etmek i¢in ayva
cekirdegi miisilaji (ACM) igerisinde 3 farkli oranda nanohidroksiapatit (nHAp) kullanilarak 3-

boyutlu doku iskeleleri liretildi. Yapilan taramali elektron mikroskobu (TEM) incelemeleri
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sonucu 3 farkli orandaki ayva c¢ekirdegi miisilaji/nanohidroksiapatit (ACM/nHAp)
iskelelerinden en 1iyi yiizey morfolojisi ve gozenek boyutlarinin 1:1 oraniyla saglandigi
sonucuna ulasildi. Uretilen ACM/nHAp temelli iskeleler fizikokimyasal, mekanik ve biyolojik
olarak test edildi. Malzemenin karakterizasyonu i¢in TGA, mekanik basma testi, porozite ve
siv1 tutma testleri, FE-SEM goriintiileme ve EDX analizi, BET-BJH analizi, temas agis1 analizi,
biyobozunurluk testi, hiicre kiiltiirii ve hiicre canliligi testi, histokimyasal ve
immunohistokimyasal boyamalar1 ve gen ifade analizleri gergeklestirildi. Gelistirilen
ACM/nHAp temelli biyoiskelelerin yiiksek mekanik dayanimi, uygun hidrofilik davranistaki
gozenekli yapisi, spesifik genis yiizey alani, kemik dokuya uyumlu biodegradasyon kinetigi ve
tizerine ekilen hiicrelerin tutunma, ¢ogalma ve osteojenik farklilasma oranlar1 sayesinde kemik
doku miihendisligi kapsaminda 6nem arz ettigi sonucuna ulasildi.

Yapilan calismanin devami niteliginde olan proje ile biyomiihendisligi yapilmig
biyobozunur ve biyouyumlu greft materyalinin kritik boyuttaki kemik defektlerindeki etkinlik

ve biyoyararlilig1 karsilagtirmali olarak deneysel olarak gosterildi.

3.GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢
Calismada 3B gozenekli doku iskelelerin iiretimi i¢in ayva ¢ekirdegi miisilaji (ACM

polimeri- QSM- quince seed musilage) kullanilmistir. ACM, yerel meyve-sebze
pazarlarindaki olgun ayvalardan elde edilmistir. Taze ve olgun ayva meyvelerindeki
cekirdekler ayiklanarak yapisinda morfolojik bir bozukluk, ¢iiriime veya kiif belirtisi
gostermeyen saglam ¢ekirdekler, miisilaj {iretimi i¢in +4 °C buzdolabinda (Siemens

KG57NPW24N, Almanya) stoklanmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ayva Cekirdegi Miisilaji Uretimi ve Liyofilizasyon islemi

Ayva meyvesinden ¢ikarilan ¢ekirdekler morfolojik olarak incelendikten sonra miisilaj
iiretiminde kullanilacak cekirdekler ayiklanmistir. Ayva igerisinden ¢ikarilan ¢ekirdeklerin
saglikli olanlar1 (kiif icermeyen ve sekilsel olarak diizgiin olan ¢ekirdekler) ayrilmistir ve
cekirdekler yikama vb. gibi hicbir isleme tabi tutulmadan numune kaplarinda +4 C°’de

muhafaza edilmistir. (Resim 1).
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Resim 1: Ayva meyvesi (Cydonia Oblonga Mill) ve jel iiretilmek iizere ayiklanan ayva
cekirdekleri

Ayva Cekirdegi Miisilaji ekstraksiyonu doner buharlastiric1 cihazinda (Rotavapor R-200,
Buchi, Isvigre) gerceklestirilmistir. Bu islem icin 4 g ayva cekirdegi tartilarak (ATX224,
Shimadzu, Japonya); 75 ml ultra saf su (Milli Direct-Q 3UV, Merck-Millipore, Almanya)
icerisine konmustur ve 30 C°’de doner buharlastiricinin 6. hiz seviyesinde bir gece boyunca
ekstrakte edilerek ¢ekirdek miisilajinin saf suya gegmesi saglanmigtir. 24 saatlik ekstraksiyon
isleminin sonunda cam balon igerisinde viskoz ve seffaf ayva cekirdegi miisilaji elde
edilmistir. Miisilaj igcerisinde bulunan ¢ekirdeklerden, kalint1 ve partikiillerden ayrigsmasi i¢in
vakumlu pompa diizenegi (Vacuum Pump V-700, Buchi, Isvicre) ve 5 katl steril bez
kullanilmistir. Vakumlu pompa diizenegine bagli siizme hunisinin iizeri steril bez ile
kaplanip, ekstrakte edilen ¢ekirdek miisilaji daha sonra vakum yardimiyla bez arasindan
stiziilmiistiir. Elde edilen siizlilmiis miisilaj cam balonlara dokiilmiistiir ve bir gece boyunca
-26 C°’de dondurulmustur (Siemens KG57NPW24N, Almanya). Cam balonlar icerisindeki
donmus miisilaj gece boyunca liyofilize edilmistir (LyoQuest -55, Telstar, Ispanya) (Sekil
8). Islem sonunda elde edilen liyofilize miisilaj numune kaplarma alinarak +4 C°’de

muhafaza edilmistir. (Resim 2)

Resim 2: Ayva ¢ekirdeklerinden miisilaj ekstraksiyonu ve liyofilizasyon iglemi

3.2.2. QSM/nHAp Temelli 3B iskelelerin Uretimi

Biyoiskele yapiminda sirasiyla asagidaki islemler uygulanmistir;

1.1. 5 mg nanohidroksiapatit kemik (nHAp) hassas terazide tartildi.

1.2.  Liyofilize ACM lifleri Smg/mL konsantrasyonda saf suda homojenizator yardimi ile
cOziillmistiir.

1.3.  Iskeleri icerik ve oranlarini daha oOnceki yapilmis calismalar goz oOniinde
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bulundurularak optimize etmek amaciyla 1:1, nanohidroksiapatit (nHAp-60nm) ve Ayva

cekirdegi miisilaji (ACM)kullanildi.

1.4. 2 mililitrelik ependorf tiiplerinin igerisine dnce nHAp, sonra 1 ml Ayva cekirdegi
miisilaji (QSM) konuldu ve 1 dakika pipetlenerek partikiillerin igcerisinde dagilmasi saglandi.

1.5.  Pipetleme sonrasi kii¢iik manyetik baliklar ependorf tiipiiniin igine atild1 ve manyetik
karigtiricida her bir ependorf tiipii 15 dakika maksimum hizda karistirildi.

1.6.  Sonrasinda 5 dakika vortekslendi ve tekrar pipetlendi

1.7.  lI¢indeki manyetik balik ¢ikarilip 5 dakika daha vortekslendi.

1.8. Isik altinda ependorf tiiplerinin i¢erisinde bulunan malzemenin homojenligi goriildii ve
teflon kaliplara dokiildii (Resim 3).

Teflon kalibin igerisindeki malzemeler bir gece boyunca -26 derecede donduruldu.

1.8. Kaliplanan ve donan QSM/ nHAp, iskele formunu almasi i¢in liyofilizatorde
(LyoQuest - 55, Telstar, ispanya) gece boyu liyofilize edildi (Resim 4).

1.9. Liyofilizasyon islemi sonunda QSM/ nHAp {i¢ boyutlu gézenekli biyoiskele formunu
aldi (Resim 5).

1.10. Liyofilize QSM/ nHAp +4 °C’ da saklandi.

-

Resim 3: Ependorf Tiiplerinin igindeki homojen biyomalzeme (A), Teflon kaliplara

dokiilmiis biyomalzeme (B)
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Resim 5: Teflon kalip i¢indeki liyofilize edilmis iskele

3.2.3. QSM/nHAp Temelli 3B iskelelerin Capraz Baglamasi

Elde edilen iskeleler su ile etkilestiginde iskeleler dagilmaktadir. Iskelelerin mikro-
mimarilerinin, yapisal biitiinliigliniin korunmasi ve mekanik dayanimin arttirilmas: amaciyla
N-etilkarbodiimid hidrokloriir (EDC) ve N-Hidroksisiiksinimid (NHS) ajanlar1 kullanilarak
capraz baglama islemi yapilmigtir. Capraz baglama yontemi asagida belirtildigi sekilde

uygulanmistir;

1- Capraz baglama islemi uygulanacak her bir iskele islemden 6nce 30 dakika saf etanol
icindebekletildi.

2- %70’1ik etanol (EtOH) i¢cinde 0.05 M, pH’1 5.5 olan 2-(N-morfolino) etansiilfonik asit
(MES)¢0zeltisi hazirlandi.

3- Bir iskele i¢in 1 ml MES in EtOH iginde 6,72 mg N-hidroksi siiksinimit (NHS) ve 13,8
mg N-(3-Dimetilaminopropilin)-N’-etilkarbodiimit (EDC) ¢ozdiiriildii.
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4- Iskelelere capraz baglama islemi calkalayicida 2 saat (Incu-Shaker Mini, Benchmark,
Sayreville, New Jersey, ABD) uygulandi (Resim 6).

5- Capraz baglamadan sonra iskeleler dinamik olarak her yarim saatte bir saf su
yenileneceksekilde 2 saat yikandi.

6- Suya doygun ¢apraz baglh iskeleler -26 °C’ da donduruldu.

7- Liyofilizatorde LyoQuest -55, Telstar, Ispanya) gece boyu liyofilize edildi ve teflon
kaliplardancikarildi (Resim 7).

Resim 6: Capraz baglama yapilmis iskelelerin ¢alkalayicidaki goriintiileri

Resim 7: Liyofilize edilmis iskelelerin goriintiileri

3.2.4. Hayvan Deneyi Asamalari

Calisma icin gerekli etik kurul onayi, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan alinmistir (2021/05 toplanti sayis1 ve 2021/05-03 karar
numarall). Calismamiz Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi (COMUDAM) amaliyathanesinde yiiriitiilmiistiir. Calisma

planlanirken ARRIVE kilavuzu kontrol listesine gére planlanmistir.*® G * Power yazilimi (G

19



* Power 3.1 yazilimi; Heinrich Heine Universitesi, Diisseldorf, Almanya), t test ailesi
kullanilarak ve daha once gergeklestirilen bir ¢alismanin*! verileri referans olarak alinarak
gerekli minimum o6rneklem sayisi hesaplanmstir. 0,05 alfa-tip hata ve 0,85 gli¢ degerlerinde,
etki biiyiikligi (d); 0,7318588 olarak girildiginde toplam 6rnek sayis1 69 ¢ikmustir. (Tablo 1)
Ancak denegin bilateral mandibulas1 kullanilacagi icin sayi1 ikiye boliinmistiir. Grup basina
toplamda en az 35 denegin dahil edilmesi gerektigi belirlenmistir. Ayn1 denek {izerinde 4 ayr1
zamanda kontrol ve deney gruplari olusturulacagindan ve esit denek sayisina sahip olmak igin
1 adet tavsan daha eklenmesiyle toplam denek sayist 36 olarak hesaplanmistir. Veteriner
kontrolii ile saglikli oldugu belirlenen (5 aylik ve agirligi 3.5 kg olan), 36 adet erkek, beyaz
Yeni Zelanda tavsani calismaya alinmistir. Deneklerin sag ve sol mandibular1 kullanilmistir.
Calismada kullanilan deneklerden belirlenen 4 ayri1 zaman araliginda (10., 21., 45. Ve 90.
Giinler) histolojik degerlendirme ve immiinohistokimyasal analiz i¢in 6’sar adet toplamda 24
adet, elektron mikroskop ile degerlendirme i¢in 1’er adet toplamda 4 adet , Real-Time PZR igin
2’ser adet toplamda 8 adet kullanilmistir.

Veteriner kontrolii ile saglikli oldugu belirlenen (5 aylik ve agirligr 3.5 kg olan), 36
adet erkek, beyaz Yeni Zelanda tavsani g¢alismaya alinmistir. Deneklerin sag ve sol

mandibulalar1 kullanilmistir.

Tavsanlarin laboratuvar ortamina uyum saglayabilmeleri i¢in, deneyden bir hafta dnce
kafeslerine yerlestirilip, sagliklar1 yoniinden gézlemlenmistir. Tavsanlarin her biri 65 x 65 x
45 cm ebatlarindaki paslanmaz ¢elik kafeslerde, ortalama olarak 21+£2 C®lik oda 1s1sinda ve
%45-65'lik nem kosullarindaki kontrollii odada barindirilmistir. Odanin aydinlatmasi 12 saat
giindiiz 12 saat gece olacak sekilde ayarlanacak, odanin temizligi giinliik, kafeslerin temizligi
hafta bir yapilmaktadir. Tavsanlara normal sehir suyu ve pelet yem istenildigi kadar
tilketilecek sekilde (ad libitum) verilmistir. Operasyondan bir hafta 6nce operasyon bdlgesini
travmatize etmemesi icin yeme aliskanligin1 degistirme amagli normal sehir suyu ile
yumusatilmis ve protein iceren hazir 6zel pelet yem ile beslenmislerdir. Operasyondan bir
hafta sonra standart diyetlerine geri donmiislerdir. Calismada kullanilan tiim tavsanlar nem
ve 1s1 kontrolii olan hayvan bakim odalarinda, her tavsan bir kafeste olacak sekilde
barmdirilmistir. Glinliik kontrollerle tavsanlarin genel saglik durumlari, beslenmeleri ve

tavsanlarin barindig1 odalarla ilgili kosullar kontrol edilmistir.

Arastirmada kullanilan deneklere 25mg/kg ketamin HCI (Ketalar®, Pfizer) ve 5 mg/kg

Xylazin HCI (Rompun®, Bayer) kas i¢i verilerek anestezi saglanmistir. Gerekli asepsi-
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antisepsi kurallarina bagli kalinarak steril ortam hazirlanmistir. Cerrahi isleme baglamadan
once tavsanin bilateral mandibula alt sinir1 polivinilpirolidon iyot ile dezenfekte edilip tras
edilmistir (Resim 8A). Cerrahi alan dezenfeksiyonu sonrasinda, deney hayvani, operasyon
bolgesi agikta kalacak sekilde steril ortii ile Ortiilmiistiir. Lokal anestezi amaciyla her hayvan
icin 0.2ml adrenalin iceren lidokain (Jetocaine, Adeka, TURKIYE) operasyon alania

uygulanmistir.

Deneklerde mandibuler tabaninin alt sinir1 boyunca 15 nolu bistiiri ile bilateral 3-4
cm'lik bir cilt insizyonu yapilmis, sonrasinda mandibulanin bazisi, kesici disler ve premolar
arasindaki bolgeye ulasim i¢in deri, deri alti dokular ve mandibular fasiyanin kiint
diseksiyonu yapilmigtir (Resim 8B). Sonrasinda nervus mentalis'in korunmasina 6zen
gosterilerek mukoperiostal flep kaldirilarak serum fizyolojik irrigasyonu altinda, tur motoru
yardimiyla trephan frez kullanilarak kritik boyutlarda (10mm x 4mm- ¢ap x derinlik) bilateral
silindirik kemik kavitesi monokortikal olarak ¢ikarilmigtir (Resim 8C, 8D).*?

Resim 8: Deneyin operasyon asamalari

Gelistirdigimiz biyomiihendisligi yapilmis ACM/nHAp temelli iskeleleri denegin
kendi kani ile 1slatilip sol ¢enedeki defekt alanina yerlestirilirken (deney grubu) (Resim 9B),
mandibulanin sag tarafindaki defekt alani bos birakilmistir (kontrol grubu) (Resim 9A)
Olusturulan defekte bagli patolojik fraktiir olusumunu engellemek i¢in deneklerin
mandibulasina mini plak fiksasyonu uygulanmistir. Bolgede hemostaz saglandiktan sonra
periost, cilt alt1 dokular ve cilt sik1 bir sekilde 4.0 rezorbe olabilen 4/0, 19mm, 3/8 ters keskin
igneli rezorbe olabilen sutur materyali kullanilarak kapatilmistir (Resim 9C). Yara yiizeyi
antiseptik soliisyonla temizlendikten sonra hayvanlar uyanmaya birakilmigtir. Operasyon
sonras1 deneklerin bakimi ve enfeksiyondan korunmalar1 amaciyla tiim deneklere bes giin
boyunca giinde 1 kez enrofloksasin (Baytril-K® 2,5 mg/kg IM) ve meloksikam (Maxicam®
0.2 mg/kg IM) enjeksiyonu yapilmustir.
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Resim 9: Deneyin greftleme ve sutiirasyon asamalari

Operasyon sonrasinda tavsanlarin her biri 65 x 65 x 45 cm ebatlarindaki paslanmaz
celik kafeslerde tek basina olacak sekilde, ortalama olarak 21+2 C®lik oda 1sisinda ve % 45-
65'lik nem kosullarindaki kontrollii odada barindirilmistir. Odanin aydinlatmasi 12 saat
giindiiz 12 saat gece olacak sekilde ayarlanmig, odanin temizligi giinliik, kafeslerin temizligi
hafta bir yapilmistir. Tavsanlara normal sehir suyu ve pelet yem istenildigi kadar tiiketilecek
sekilde (ad libitum) verilmistir. Operasyondan bir hafta 6nce operasyon bdlgesini travmatize
etmemesi i¢cin yeme aligkanligini degistirme amagli normal sehir suyu ile yumusatilmis ve
protein igeren hazir 6zel pelet yem ile beslenmislerdir. Operasyondan bir hafta sonra standart
diyetlerine geri donmiislerdir. Caligmada kullanilan tiim tavsanlar nem ve 1s1 kontrolii olan
hayvan bakim odalarinda, her tavsan bir kafeste olacak sekilde barindirilmislardir. Giinliik
kontrollerle tavsanlarin genel saglik durumlari, beslenmeleri ve tavsanlarin barindig1 odalarla

ilgili kosullar kontrol edilmistir.

Denekler yara yeri iyilesmesi, osteogenezis ve anjiogenezisin olusumu, yabanci doku
reaksiyonu, erken donem, 1l.ara donem, 2. Ara donem ve ge¢ donem sonuglarinin
degerlendirilmesi amaciyla 4 ayr1 zamanda (10., 21.,45. ve 90) yiiksek dozda (200 mg/kg
i.v.)Sodyum Pentotal enjeksiyonu (Petothal, Ekipental, Tiimekip Ila¢ Sanayi , Istanbul,
Tiirkiye) ile sakrifiye edilmistir. Sonrasinda deneklerin defekt olusturulan bolgedeki
mandibular kemikleri rezeke edilerek ¢evre yumusak dokular temizlendikten sonra, steril
biyopsi kaplar ile igerisindeki %10’luk formalin ile fikse edilip spesmenlerin histolojik

degerlendirmesi yapilmaya baslanmistir.
3.2.5. Real-time PCR Analizi

gRT-PCR analizi i¢in deney setindeki her bir 6rnekten trizol reaktifi ve ticari RNA

izolasyon spin kolonlar1 kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmistir. Dokulari ilk olarak ince
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parcalara Ogiitiilmiis, ardindan Bio-Rad RNA izolasyon kiti kullanilarak RNA izolasyonu
yapimistir. RNA nin pg/pL degeri 260 nm dalga boyunda nanodrop spektrofotometre cihazi
ile olgiilerek izole edilen RNA molekiiliinden 1 pg kullamlarak ticari bir kit ile cDNA

sentezlenmistir. cDNA izolasyonu sirasinda uygulanan asamalar kisaca soyledir:

RNA sekonder yapisinin agilmasi primer ile 70°C’da inkiibe edilecek ve hizlica buz
icerisine konularak primer baglanmasi saglanmistir. (2) Ters transkripsiyonun baglamasi i¢in
dNTP, RNaz inhibitorii, ters transkriptaz ve tampon ¢ozelti buz icerisindeki tiiplere eklenmistir.
(3) Ters transkripsiyon reaksiyonu i¢in 1 saat inkiibasyon saglanmistir. (4) Siire sonunda
sicaklik 70°C’a yiikseltilerek ters transkriptaz enzimi inhibe edilmistir. (5) RNAaz H ile kalip
RNA molekiilii yikilmistir. cDNA’larin ¢ogaltilmasi i¢in real time PCR reaksiyonu, son hacim
10 pl olacak sekilde cDNA, her bir hedef gen ifadesi icin mRNA'ya 6zgii primer, enzim ile
reaksiyon ortamini saglayacak master mix ve bidistile su (ddH20) ile yapilmigtir. PCR
reaksiyonu 1 dongii 15 dakika 95°C’da template ayrilma ve enzim aktivasyonu asamasi ile
baslatilmistir. Primer baglanmasi ve uzama agsamasi 40 dongii tekrarli olarak 15 saniye 95°C’da
denatiirasyon, 15 saniye (hedef gen bdlgesine 6zgii sicaklikta) 60°C de primer baglanmasi ve
20 saniye 72 °C’de zincir uzama reaksiyonu seklinde gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu 10
dakika 72°C’da son primer uzamasi ile gerceklestirilmistir. Oncelikle referans gen (GAPDH)
ve hedef genler (Runx2, ALP, Osteopontin, Osteoprotegrin) seri dillisyonlar1 yapilmis test
orneklerinin kullanimi ile ¢ogaltilarak PCR etkinliginin hem hedef genler hem de referans gen
icin benzer oldugu dogrulanmistir. Daha sonra referans gen ve her bir hedef gen i¢in spesifik

primerler kullanilarak qPCR {i¢ tekrarli olarak uygulanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. qRT PCR i¢in kullanilan primer dizileri.

Hedef Tleri 5°/3 Geri 5°/3’
Gen
RunX2 GCCTTCAAGGTGGTAGCCC CGTTACCCGCCATGACAGTA
ALP ATGTCATCATGTTCCTGGGAGAT TGGAGCTGACCCTTGAGGAT
OPN TTCCAAGTAAGTCCAACGAAAG GTGACCAGTTCATCAGATTCAT
OPG GGTCTCCTGCTAACTCAGAAAGG CAGCAAACCTGAAGAATGCCTCC
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3.2.6. Taramah Elekron Mikroskopu (SEM) Goriintiileme

Numunelerin ylizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) (JEOL JSM-7100F,
Japonya) araciligiyla analiz edildi. Toplanan 6rnekler %2,5 glutaraldehit ¢ozeltisi (PBS i¢inde)
ile sabitlendi, 90 saniye boyunca Au/Pt (80:20) ile kapland1 ve 10 kV prob akimi altinda farkli

biiylitmelerle goriintiilendi.

3.2.7. Histolojik Analiz

Toplanan 6rnekler histolojik degerlendirmeler i¢in %10'luk nétr formalin soliisyonunda fikse
edildi, dehidre edildi ve dekalsifiye edildi. Daha sonra parafine gémiildii ve li¢ mikronluk
dilimler halinde kesildi. Hematoksilen-eozin (H&E) ve Alizarin Red S boyama standart
prosediirii uygulandi[23,24]. Orneklerdeki mineralizasyon asamalar1 ve osteojenik gelisim,
dijital 151k mikroskobu (Zeiss, Primostar, Axiocam 105 renkli kamera ile entegre, Almanya)

araciliiyla goriintiilendi ve iyilesmenin histolojik degerlendirmesi puanlandi.*

3.2.8. Istatistiksel Analizler

Histolojik incelemelere yonelik istatistiksel analizler, IBM SPSS for Windows, siirlim 25.0
(SPSS Inc. Chicago, IL, ABD) kullanilarak yapildi. Tanimlayic istatistiksel deger medyan
(max-min) olarak verilmistir. Normallik Shapiro-Wilk testi ile test edildi (P<0.05). Grup
karsilagtirmalar1 Wilcoxon testi ile, gruplar arasi karsilastirmalar Kruskal-Wallis testi ile, ikili
karsilagtirmalar ise Dunn-Bonferroni testi ile yapildi. qRT-PCR istatistiksel analizleri en az {i¢
tekrarli olarak yapildi ve sonuglar standart ortalama sapma (%) olarak rapor edildi. Deneysel
veriler i¢in, tek yonli ANOVA analizleri ve ardindan Tukey'in posthoc testleri, Origin Pro
yazilimi (Origin Lab Corporation, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Tim testlerde
istatistiksel anlamlilik P<0.05 olarak belirlendi.

4.BULGULAR

4.1.Makroskopik degerlendirme

Makroskobik olarak operasyondan on giin sonra QSM/nHAp iskelelerinin konak kaniyla sistigi
ve defekt boslugunu doldurdugu goriildii (Sekill). Kontrol grubunda makroskopik olarak
bakildiginda 10. giinde defekt bolgesinde fibroz bag dokusu iyilesmesi gozlendi. Deney
grubunda ise malzemenin hidrofilik yapisi nedeniyle defekt alaninda biyomateryalde bir miktar
sisme gozlendi. 21., 45. ve 90. giinlerde kontrol gruplarinda defekt yiizeyinin ince kemik

dokusuyla kaplandigi gozlendi. Trephan frezle numune alinmaya calisildiginda, iyilesme
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stirecinde yiizeysel ince kemik dokusu tabakasinin altinda fibrotik ve adipoz dokudan zengin
defekt alan1 oldugu makroskopik olarak izlendi. Deney grubunda ise 21. Giinde defekt yiizeyi

daha diizensiz iken 45 ve 90. Giinlerde benzer makroskobik goriiniime sahipti.

QSM/nHAp CONTROL

DAY 10

DAY 21

DAY 45

DAY 90

Sekil 1. Eksize edilen doku 6rneklerinin makroskobik goriintiileri.

4.2. Taramah Elekron mikroskopu (SEM) analizi

Sekil 2'de QSM/nHAp ve kontrol grubu o6rneklerinin SEM goriintiileri gosterilmektedir.
Fotograflar1 ¢ekilen 6rneklerde goriildiigii gibi, 10. giinde her iki grupta da ¢evre dokulardan
hiicre infiltrasyonunun oldugu goézlendi. Kritik boyuttaki defektlerin, belirlenmis zaman
noktalarinda ektraseluler matriks ve hiicresel yapilarla dolu oldugu gézlendi. Kontrol grubunda
fibrotik yapilar goriiniirken, QSM/nHAp uygulanan deney grubunda 21. ve 45. giinlerde
nispeten daha kompakt bir yap1 gozlendi. Genel olarak, her iki grup da kritik boyutlardaki
defekt yeni olusan kemik dokusuyla doldugu goézlendi. QSM/nHAp orneklerinde kemik
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rejenerasyonu ile es zamanli olarak dis rejenerasyonu gozlendi. Dentin tiibiillerinin varligit SEM

goriintiilerinden de gozlendi (Sekil 3).

DENEY GRUBU KONTROL GRUBU
T % P 7

2

10.glin fae

21.gin ¥

45.gln

90.glin

Sekil 2: QSM/nHAp ve kontrol grubu 6rneklerinin SEM goriintiilerini farkli biiyiitmelerde
(750, 1500 ve 5000X) ve zaman noktalarinda goriintiileri (6l¢ek ¢ubuklar: 750 ve 1500X igin
10 um'yi ve 5000X biiyiitme i¢in 1 pm'yi temsil eder).

Enamel

Enamel
fold

Dentine

Dentine tubule

Intertubular

Pulp cavity dentine

Peritubular

dentine

-

Sekil 3: Tavsan dis dokusunun yapisal illiistrasyonu (BioRender'da olusturulmustur) ve dentin

olusumunu ortaya ¢ikaran QSM/nHAp 6rneklerinden SEM goriintiileri (61¢ek cubuklari: 10 ve
1 pm).
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4.3. Real-Time PCR

Implantasyonunun 10., 21., 45. ve 90. giiniinii takiben eksplante edilen dokular ile
gergeklestirilen gen ekspresyon calismast sonuglart Sekil 4’ de sunulmustur. Sonuglarin
degerlendirilmesinde ve gruplarin karsilastirilmasinda tek-yonlit ANOVA ve Tukey’s posthoc
testleri kullanilmistir. Erken osteojenik farklilagsma belirteci olan RUNX2 ifadelenmesi
incelendiginde implantasyonun 21. giiniinde 10. giine oranla deney grubunda yaklasik 2 katlik

bir gen ifadesi artig1 goriilmiistiir.

Runx2 ALP
— 4 — 3=
2 dad e 10.Gin 8 ns * e 10.Gin
-l > -
2 3- ns = 21.Gln 2 = 21.Gln
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Sekil 4: 10., 21., 45. ve 90. giiniinii takiben eksplante edilen dokular ile gergeklestirilen gen

ekspresyon ¢alismasi sonuglari

RUNX2 ifadesindeki bu artis ilerleyen zamanlarda stabil kalmistir ve bu durum bu genin
erken osteojenik farklilasma ile ilgili olmasi bakimindan rasyoneldir. Bununla birlikte higbir
zaman noktasinda kontrol ve deney gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmamistir. Bu durum
kontrol grubunda sinirli yeni doku olugumu ya da spikiillerden sinirlt yeni doku olusumundan

kaynaklantyor olabilir. Olgunlagsmis kemik doku olusumu hakkinda bilgi veren ALP
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ifadelenmesi incelendiginde bu genin ifadelenmesi 45. giine kadar stabilken 90. giinde 10. giine
oranla yaklagik 3-katlik bir artis goriilmiistiir ve ayrica kontrol grubuyla deney grubu arasinda
90. giinde istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir fark vardir. Bir bagka osteojenik belirte¢ olan
osteopontin ifadelenmesi incelendiginde ise deney grubunda post-implantasyon siiresince bir
artis goriilmiistiir. Bu artis deney grubunda 90. Giinde 10. giine oranla yaklagik 3-kat fazla
bulunmus ve ayrica 90. giinde istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir fark vardir. Son olarak
bir baska olgunlasmis kemik doku belirteci olan osteoprotegrin ifadelenmesi incelendiginde ise
post-implantasyon siiresince gen ifadelenmesinde bir artig goriilmiistiir. Bu artis deney
grubunda 90. giinde 10. giline oranla yaklasik 10-kat fazla bulunmus ve ayrica 45. ve 90. giinde
istatistiksel olarak anlamli (p<0.0l) bir fark vardir. Sonuglar, implantasyonun erken
sathalarinda erken ostejenik farklilagma belirteci olan RUNX2’nun; implantasyonun ileri
sathalarinda ise olgunlagmis kemik doku belirtegleri olan ALP, osteopontin ve osteoprotegrin
ifadelerinin ileri yonde diizenlendigini ve istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin bulundugu

gostermektedir. Bu sonuclar kemik-dis doku gelisimsel siirecleri ile uyum igerisindedir.

4.4. Histolojik Degerlendirme

QSM/nHAp iskeleleri iizerinden doku tepkisini degerlendirmek ve kritik olarak kusurlu alan
icindeki doku rejenerasyonu ile kemik-iskele arayiiziinii analiz etmek i¢in histokimyasal (HC)
boyama yapildi. Tavsan ¢enelerinden toplanan numuneler (n=6) {izerinde 10, 21, 45 ve 90.
giinlerde H&E, ve AR boyamasi (Sekil 5-6) kullanilarak HC boyama yapildi.

Deneklerin sakrifikasyon giinlerinde spesmenler elde edildi. 10. Giinde defekt alanindaki
enflamatuar yanit degerlendirildi. 21.giinde ¢alisma grubunda iyilesme ve yeni kemik olusumu
incelenirken deney grubunda biyomateryalin yeni kemik olusumu iizerine etkisi degerlendirildi.
45. ve giin. 90. Giinlerde greft materyallerinin yeni olusan kemik dokusu {lizerindeki etkilerinin
yanisira tim zaman araliklarinda biyomateryalin rezorpsiyon siireci de degerlendirildi.
Histolojik degerlendirmelerde 10. Ve 21. glinlerde greft materyali defekt alaninda izlenirken
45 ve 90. Giinlerde rezorbe oldugu gozlendi.

10. giinde Deney grubunda defekt alaninda Inflamatuar yanit olmasina ragmen yabanci cisim
reaksiyonu ve rezorpsiyon gozlenmedi, kontrol grubunda ise defekt alaninin fibrotik bag
dokusu varlig1 gozlendi.

21. giinde deney grubunda biyomateryalin 21. giinde fibrotik doku migrasyonunu 6nledigi ve
kademeli olarak defekt tabaninda rezorpsiyona ugradigi ve bunun yerine yeni kemik dokusunun

ve dis jermlerinin olugsmaya basladig1 izlendi. Kontrol grubunda ise defekt tabaninda yeni
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kemik olusumu baglamis ancak kavitenin yogunluklu olarak bag dokusu ile kapli oldugu
histolojik olarak gozlendi. Defekt alaninda herhangi bir dis jermi varli§1 veya odontogenez
baslangic1 gozlenmedi.

45. giinlerde deney grubunda biyomateryalin tamamen rezorbe oldugu ve defekt alaninin
yogunluklu yeni kemik olustugu, kontrol grubunda ise yeni kemik olusumunun yaninda adipoz
dokularin varligmin deney grubuna gore daha fazla oldugu goézlendi. Bunun yaninda deney
grubunda yeni dis jermlerinin varlig1 izlenmesine ragmen kontrol grubunda defekt alaninda
sadece trabekiiler kemik ve adipoz doku varlig1 saptandi.

90. giinde Deney ve Kontrol grubunda defektteki bag dokusunun kemik ve yag dokusuna
farklilagtigr gortildii. Histolojik veriler makroskobik bulgular1 destekler nitelikteydi. Kemik
doku degerlendirildiginde 45.glinde 90.giline gore istatistiksel olarak daha iyi olustugu gozlendi.
Deney gruplarinda 21., 45. ve 90. giinlerde defekt bolgesinde yeni dis jermleri varligi tim
deneklerde gozlenirken, Kontrol grubunda 90. giinde sadece iki denekte yeni dis jermi gozlendi.
Sakrifikasyon giinlerine gore kontrol ve deney gruplarinin grup ici karsilastirmalarinda anlamli
bir farklilik g6zlendi (p<0.001). Gruplar aras1 karsilastirmalarda 10 ve 90. Giinlerde kontrol ve
deney gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik gézlenmezken (p=1.00) 21 ve 45. Giinlerde deney
grubunda meydana gelen iyilesmeninin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha anlaml

oldugu sonucu elde edildi (p=0.046 ; p=0.025).(Tablo 2)

Tablo 2: QSM/nHAp ve Deney grubu skorlamalarinin 6rneklerinin puanlama sonuglarin

istatistiksel analizi.

10th day 21st day 45th day 90th day
Median Median Median Median
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)
Control Group 2 (1-2)A 2 (2-3)AB 3 (3-4)8¢ 5 (4-5)¢ p<0.001
QSM/nHAp Group 2(1-2)* 3 (-4 4 (4)*B 5(4-5)B p<0.001
p=1.000 p=0.046 p=0.025 p=1.000

Farkli iist simge harfler (ABC), satirdaki istatistiksel olarak anlaml farkliliklar1 gostermektedir.
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Sekil 5 : Kemik rejenerasyonunu takiben QSM/nHAp ve kontrol gruplarindan alinan kesitlerin 10, 21,
45 ve 90. giinlerde HC boyamas1 yapildi. (Hematoksilin Eozin (H&E), Alizarin Kirmizisinin (AR)
histoloji fotograflari; 10X; dlgek cubugu: 200 um). Kisaltmalar: S, Iskele; V, Damar; A, Yag dokusu;
F, Kolajen lifleri; TB-Trabekiiler Kemik; O, Osteoblast; CB, Kompakt Kemik; NB, Yeni kemik).

|TOOTH-1 | | 10.DAY | | 21.DAY |

Sekil 6: QSM/nHAp'tan HC boyamasi ve 10, 21, 45 ve 90. giinlerde dis rejenerasyonunu gosteren
kontrol boliimleri. (Hematoksilin Eozin (H&E), Alizarin Kirmizisinin (AR); 10X; 6lgek ¢ubugu: 200
pm). Kisaltmalar: S, Iskele; V, Damar; A, Yag dokusu; F, Kolajen lifleri; T, Dis tomurcugu; E, Mine;
D, Dentin; od, osteodentin; P, Pulpa; TB-Trabekiiler Kemik; O, Osteoblast; CB, Kompakt Kemik; NB,
Yeni kemik; MC, Mandibular kanal; Siyah {iggen disin morfogenezinin baslangici).
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S.TARTISMA

Gelistirilen biyomateryallerin in vitro ¢aligsmalar klinik ortami ve insan ¢aligmalarini yeterince
kopyalayamaz. Arastirma ile klinik kullanima/ticarilestirmeye doniistiiriilmesi arasindaki bu boslugu
doldurmak i¢in biyomateryalleri degerlendirmeye yonelik "ideal" klinik 6ncesi modellere biiyiik 6l¢iide
ihtiya¢ duyulmaktadir. Klinik kullanimi Oncesi in vivo hayvan deneyleri ile desteklenmesi
gerekmektedir.**

Bildigimiz kadariyla, osteojenik potansiyeli artiran QSM polimerinin nHAp ile
kombinasyonu literatiirde ilk kez in vivo kemik rejenerasyonu i¢in iskele olarak kullanilmistir.
Calismada QSM/nHAp iskelelerinin rejeneratif potansiyeli, uygun kemik rejenerasyonunu
tetiklemek amaciyla tavsanlarda kritik boyuttaki mandibular defekt i¢in degerlendirilmistir.

Gelistirilen QSM/nHAp temelli biyomateryalin defekt alaninda uzun dénemde kemik
doku yapimia pozitif etkisi oldugu gozlenmistir. Sasirtict bir sekilde, 45. giine kiyasla 90.
giinde kemik onariminin miktarmin kontrol grubunda biraz daha diisiik oldugu gozlenmistir.
Bunun nedenin, yeni kemigin greftlenmemis defekt boslugunda 45 giinde hizla gelismesi ve 90
giinde rezorbe oldugunu diistindiirmiistiir. Campillo ve ark. yaptiklar1 ¢alismada da benzer
sonuglar elde etmiglerdir. *

Mevcut literatiirde bu biyopolimerin iskele tabanli uygulamalar1 incelenirken, memeli
hiicrelerinde tutarli bir model ortaya ¢ikmistir: gelismis canlilik ile birlikte sferoide benzeyen
bir yap1 olusumu sergilemislerdir. QSM ve nanokompozitleri, bu tekrarlayan sferoid olusturma
sonuclarina dayanarak in vivo caligmalarda spontan sferoid olusumu i¢in uygun bir nis
olusturmugtur,30-3245:46

Literatiirde tavsan in vivo mandibular rejenerasyonu i¢in ¢esitli calismalar
bulunmaktadir,38:47-50:52-55

Hidroksiapatit ve poliamid***°, vaskiiler endotel hiicreleri ve (EC'ler) ve mezenkimal kok
hiicrelerin (MSC'ler) bir kiiltiir plakasi tizerinde veya bir polilaktit glikolik asit (PLGA) iskelesi
lizerinde kombinasyonun uygulanmasi®®, polikaprolakton trikalsiyum fosfat iceren®® veya
polikaprolakton/hidroksiapatit/beta  kalsiyum fosfat>!, gibi iskeleler kemik defekti
rejenerasyonu i¢in kullanilmislardir.

Calismadaki ilgi ¢ekici konulardan bir tanesi de kontrol grubu ile karsilastirildiginda
deney grubunda defekt alaninda yeni dis jermlerinin olusmasidir. Ayrintili literatiir taramasi
yaptigimiz ¢alismamizda bir¢ok arastirmaci tavsan mandibulasinda biyomateryal ¢alismalari
yapmigtir.*3-5260 Ancak elde ettikleri sonuglar degerlendirildiginde kemik rejenerasyonuna

yonelik basarili sonuglar bildirilmis olmasina ragmen higbiri dis ve kemik rejenerasyonunun
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birlikte gelistigini gdstermemistir. Bu nedenle, QSM/nHAp ile yiiriitiilen ¢alisma, kemik ve dis
rejenerasyonu i¢in uygun bir nig gérevi gérme konusunda iistiin bir yetenege sahip olan bitki
bazli dogal ve biyouyumlu formiilasyonu nedeniyle degerli ve yeni oldugu diistiniilmektedir.

Biyomateryal uygulanmis olan defektlerde bos birakilan defektlere gore dikkate deger
oOl¢iide dis jermi varlig1 olusmasi, bos birakilan defektlerde hi¢ jerm olusmamasi veya en erken
90. Giinde olusmaya baslamasi, biyomateryalin hidrofilik olmas1 ve 3D biyoiskele icerisinde
hiicrelerin spherik form alarak defekt alanindaki kok hiicrelerin farklilasmasina destek olmasina
ve belki de organogenezise izin vermesine sebep oldugu fikrini olusturmustur.

Gelistirilen biyomateryalin yeni dis germleri olusturdugunu iddia etmek oldukca iddiali
bir yaklasim olacaktir. Ancak, QSM/nHAp'm defekt bolgesine uygulanmasinin, kontrol
grubunun tersine, dis germi gelismesiyle sonuglandigi bir gergektir. Calismanin siiresi ve denek
sayisina bakildiginda, gelistirilen biyomateryalin defekt alaninda kontrol grubuna gére nispeten
daha etkili farklilasma ve organogenezi kolaylastirdig1 diigiincesine yol agmustir.

Grubumuzun daha 6nce yaptigi bir in vitro ¢alisma, kok hiicrelerin QSM/nHAp iskelesi
icerisinde kiiresel yapilar olusturmaya egilimli oldugunu ve daha sonra yiiksek konsantrasyon
nedeniyle kemikle ilgili hiicrelere farklhilastigini kanitlanmigtir.>2

Tavsanlarin dis kokleri acik oldugu i¢in normal sartlarda dis yenilenme siireci oldukca
hizhidir ve koklerin apikal kisimlarinda ¢ok sayida kok hiicrenin oldugu varsayilmaktadir.
Ancak tiim tavsan disleri hipsodontdur, yani disin ger¢ek kokii yoktur, uzun ta¢ yapisina
sahiptir.®® Ote yandan, dis gelisimi fenomeni, dis progenitdr hiicrelerinin hidrofilik iskele
materyali i¢inde birikmesi benzer davranis kinetigi bu in vivo c¢alisma i¢in gecerli olabilir.
Histolojik boyama, QRT-PCR ve SEM analizlerine gore, sismis QSM/nHAp iskelesi icerisinde
hafif yag dokusu birikimi ile olugsan dogal fibrilasyon siirecinin, dis progenitdr hiicrelerinin
agregasyonu i¢in uygun bir ortam yaratabilecegi ve dis jermlerini tetikleyebilecegi
diisiiniilmektedir.

Yilmaz ve arkadaslar1 da yaptiklari calismada genel olarak, QSM bazh
nanokompozitlerin diisiik maliyeti, kolay kullanimi ve in vitro biyouyumlu dogasi ile igsel
hidrasyon tabakasi1 olusturma kapasitesi nedeniyle 3D hiicre kiiltlirtinde kullanilabilecek i1yi bir
alternatif materyal olabilecegini bildirmislerdir.*®

Kullanilan biyomalzemenin hibrit yapis1 iskelenin esnek olmasini saglamaktadir. Bu
ozelligi ile klinik kullanimda kemik greftlerinde karsilagtigimiz kirilma ve iskele yapisini

kaybetme problemini ortadan kaldirmasi, mevcut gozeneklilik ve iskele yapisini koruyarak
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defekt alanini seklini almasi, hidrofilik 6zelliklerine bagl olarak hiicrelerin spherik formda

kalabilmesi ile alanda kullanilan greftler arasinda yenilik ve farklilik olusturmaktadir.

6.SONUC

ACM/nHAp biyoiskelelerin kolay ve ucuz yontemlerle temin edilmesi, biyolojik olarak
insan hiicrelerinde immiin reaksiyon olusturmamasi ve hiicresel yenilenmede uyarici etkilere
sahip olmasi biyomedikal malzeme olarak gelistirilmesi i¢in Onemli bir alternatif olarak
diistintilebilir. Bu yoniiyle bitkisel kokenli polisakkarit yapida bir malzemenin in vivo
caligmasiin yapilmasinin literatiire bilimsel anlamda yenilik ve farklilik katmistir. Sonug
olarak, QSM-nHAp biyoiskelelerinin hidrofilik, esnek ve dayanikli 6zellikleri nedeniyle
ozellikle kraniyomaksillofasiyal bdlgede tercih edilebilir bir biyomateryal oldugu

diisiinilmektedir.
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