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OZET

KONTROLLU MELATONIN SALIMI YAPAN NANOLIF YAPIDA
BiYOMATERYAL UYGULAMASININ OTOGREFT TAMIRI YAPILAN KRIiTiK
KALVARYAL KEMIiK DEFEKTLERININ IYILESMESI UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Damla AYKORA
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigman: Prof. Dr. Metehan UZUN
16/01/2025, 188

Kemik kayiplarinin hizli onarimini ve hizli kaynamasini saglayacak osteoindiiktif,
osteokonduktif, biyouyumlu ve biyobozunur kompozit bir biyomateryal gelistirilmesi son
yillarda 6nemi artan bir konudur. Bu amagla ¢alismamizda biyouyumlu ve biyobozunur
ozellikleri bilinen PLGA yapisinda in vivo ortamda yaklasgitk olarak 28 giinde
biyobozunumunu tamamlayacak sekilde nanolifler iiretilerek karakterizasyonu yapilmistir.
Nanolif yapisindaki bu biyomateryal igerisine osteoindiiktif etkileri bilinen melatonin
yerlestirilerek in vitro ortamda biyomateryalin 28 giinliik ilag salim profili ortaya
konulmustur. Uretilen, karakterizasyonu yapilan ve melatonin salim profili ortaya konulan
bu biyomateryal daha sonra kritik kalvaryal kemik defekti olusturularak otogreft ile tamir
edilen sicanlarda otogreftin ana kemik ile kaynagmasi iizerine etkileri degerlendirilmistir. Bu
amacla sicanlardan 7, 14 ve 28. giinlerde alinan kalvaryal kemik doku Orneklerinde
Hematoksilen-Eozin boyama ile yeni kemik olusumu, Masson Trikrom boyama ile kolajen
birikimi, Periyodik Asit Schiff boyama ile anjiyogenez ve Von Kossa boyama ile
mineralizasyon diizeyleri belirlendi. Immiinohistokimyasal olarak Alkalen fosfataz, tartarat
rezistans asit fosfataz, runt iliskili transkripsiyon faktorii 2, kemik morfojenik protein 2 ve
vaskiiler endotelyal biiylime faktorli immiinoreaktiviteleri dl¢iildii. Serum drneklerinden ise

biyokimaysal analizler ile ALP diizeyleri belirlendi.



Calismamiz PLGA/MEL nanoliflerinin otogreft ile tamir edilen kritik boyutlu
kalvaryal defektlerinin erken donemde kaynamasi tizerine etkilerini inceleyen ilk ¢alismadir.
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar irettigimiz PLGA/MEL nanoliflerinin otogreft
uygulanan kemik kiriklarida, otogreftin ana kemik ile erken kaynamasini saglamak iizere

umut vadedici oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kemik kaynamasi, otogreft, nanolif, polimer, melatonin



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE IMPROVEMENT EFFECTS OF SUSTAINED
RELEASE OF MELATONIN LOADED NANOFIBERS ON
AUTOGRAFTED CRITICAL CALVARIAL DEFECTS

Damla AYKORA
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Physiology
Supervisor: Prof. Dr. Metehan UZUN
16/01/2025, 188

The development of an osteoinductive, osteoconductive, biocompatible, and
biodegradable composite biomaterial that will provide rapid repair and rapid union of bone
loss is a subject of increasing importance in recent years. For this purpose, in our study, a
biomaterial in the structure of poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA), which has known
biocompatible and biodegradable properties, was produced and characterized in a nanofiber
structure to complete its biodegradation in approximately 28 days in vivo environment.
Melatonin, which is known to have osteoinductive effects, was placed into this nanofiber
biomaterial, and the 28-day melatonin release profile of the biomaterial was revealed in vitro.
This biomaterial, which was produced, characterized and melatonin release profile were then
evaluated for its possible effects on fusion in rats with critical calvarial bone defects treated
with autograft. The efficacy of the biomaterial produced for this purpose was evaluated
histopathological, immunohistochemically and biochemically in calvarial bone tissue
samples taken from rats on the 7th, 14th and 28th days. New bone formation (NBF) was
determined by Hematoxylin-Eosin (H-E) staining, collagen deposition by Masson
Trichrome (MT) staining, angiogenesis by Periodic Acid Schiff (PAS) staining and
mineralization levels by Von Kossa staining. Immunohistochemically Alkaline phosphatase
(ALP), tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP1), runt-related transcription factor 2
(Runx2), bone morphogenic protein 2 (BMP2) and vascular endothelial growth factor

(VEGF) immunoreactivities were measured. ALP levels were determined in serum samples.

Vi



Our study is the first to investigate the effects of PLGA/MEL biomaterial on early
union and bone regeneration of critical calvarial defects repaired with autograft. The results
of our study show that our PLGA/MEL material is promising for early union of bone fracture
repair with autograft.

Keywords: Autograft, bone union, melatonin, nanofiber, polymer.
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

Kemik kiriklari; travma, is kazalari, cerrahiler, osteomiyelit, kemik tiimérleri ve
osteoporoz gibi bircok farkli nedene bagli olarak meydana gelmektedir. ilerleyen teknikler
ve gelistirilen tedavi yontemlerine ragmen kemik kiriklarinin onariminda halen ¢esitli
komplikasyonlar gelisebilmekte ve her zaman tam bir iyilesme saglanamamaktadir (Ghiasi
vd., 2017). Kirik kii¢iik bir alanda meydana gelmisse, iki kirik ug arasindaki kirik alan1 ¢ok
genis degilse veya kirik fragmanlar karsilikli olarak birbirinden ayrilmamissa kemik
kiriklart ¢ogu zaman kendiliginden iyilesebilir ve karsilikli kaynama meydana gelebilir.
Kendiliginden iyilesmeyecek diizeyde olusan kemik kiriklarinda ise tek ¢oziim cerrahi
miidahaledir (Kammerer vd., 2024). Cerrahi miidahalede ilk se¢enek internal veya eksternal
fiksasyon uygulamasidir. Ancak bazi durumlarda kirik bolgesi veya defekt alani internal
veya eksternal fiksasyona izin vermeyecek diizeyde genistir. Kritik defekt olarak
adlandirilan bu tip kemik kirik veya kayiplarinda ise greft uygulamasi kaginilmaz hale gelir

(Roberts ve Rosenbaum, 2012).

Amerika Birlesik Devletleri’nde bir hastada olusan kemik defekti tedavisinin, bakim
ve iyilesme donemi dahil yillik ortalama 100 bin dolara kadar ¢ikabilen bir maddi yiike
neden oldugu hesaplanmistir. Bununla beraber kemik kirig1 sikayeti ile acil servise bagvuran
bireylerin en az % 25’inde cerrahi miidahaleye ihtiya¢ duyuldugu ve bunun maliyetinin ise
yillik 25 milyar dolara ulastigi belirtilmektedir (Cauley, 2021). Yapilan calismalar tiim
diinyada kiriklarin en az % 5-10’unun kaynamadigimi ve tam iyilesme olusmadigini
gostermektedir (Wildemann vd., 2021). Olusan bu hasarlar genellikle cerrahi yontemlerle
tedavi edilmektedir. Cerrahi miidahaleye ragmen post-operatif donemde ise kaynamama
oraninin en az % 1,9 oldugu bildirilmistir (Flores vd., 2024). Ayrica, cerrahi miidahalede
yaygin olarak kullanilan eksternal ve internal fiksasyon ydntemlerinin tiim vakalarin %
5’inde enfeksiyona neden oldugu da bildirilmektedir (Alt vd., 2024). Sonug olarak 6zellikle
iyilesmeyen kemik kiriklar hasta konforunu ve yasam kalitesini azaltmakta ve ekonomiye

onemli bir yiik olusturmaktadir.



Kemik kiriklarinin  tamirinde kullanilan  greft uygulamasi, kendiliginden
iyilesemeyecek kadar genis kemik kayiplart oldugu durumlarda, yeni kemik olusumunu,
kemik kaynamasini ve hizli iyilesmesini saglamak amaciyla yapilmaktadir (Shah ve Kamal,
2024). Giincel veriler diinyada kemik kiriklarinin onariminda yillik 2,2 milyon adet kemik
grefti uygulamasi yapildigini géstermektedir. Greft olarak otogreft, allogreft, ksenogreft ve
sentetik greftler kullanilabilir. Greft uygulamalarinin kirik onarimindaki basar1 oranlar altin
standart metot olarak bilinen otogreft ve allogreft kullanimini isaret etmektedir. Bunlardan
ksenogreft uygulamasinin ise osteoindiiktif etkilerinin olmamasi nedeniyle en az uygulanan
yontem oldugu bildirilmistir (Miron, 2024). Bununla birlikte otogreft veya allogreft
uygulamasi sonrasinda greftin kaynamamasi, inflamatuar ve oksidatif komplikasyonlarin
ortaya ¢ikmasi ve hasar alanin genisliginden dolay1 greft yetersizligi iyilesme doneminin
uzun siirmesi veya beklenen iyilesmenin olmamasi ile sonuclanmaktadir (Migliorini vd.,

2021).

Uygulanan greft ana kemikle yeterince kaynagmamigsa (non-union), doku reddi
ortaya ¢ikmigsa veya iki ucu sabitlenmis kemikler istenilen diizeyde kaynasmamigsa sonug
basarisizlik olarak kabul edilir. Basarisiz kirik onariminda veya greftlerde tedavi yonetimi
kaynamama tiirtine, kemik ve yumusak doku biitiinliigiiniin olup olmamasina, enfeksiyon
varligina, bireyin yasam tarzina, beslenme ve obezite gibi durumlara gore yeniden gozden
gecirilir (Gomez-Barrena ve Ehrnthaller, 2024). Kemik kiriklar1 sonrasi meydana gelen
kaynamama kronik bir tibbi problem haline gelir. Yani sira, bireylerin psikososyal ve
ekonomik olarak da olumsuz etkilenmesi de s6z konusudur. Ilave olarak, kemik defektleri
gerek tedavi masraflar gerekse bu siireglerde kisilerin sosyal ve 1§ hayatindan uzaklagsmasina
bagli olarak iilkemizde ve diinyada ciddi bir ekonomik yiik de olusturmaktadir. Tiim bu
bilgiler kemik defektlerinin hizli, ekonomik ve kolay uygulanabilir yontem veya araglarla

tedavi edilmesi gerektigini gostermektedir.

Kemik kiriklarina ister fiksasyon isterse greft uygulamasi yapilsin basar1 orani her
zaman % 100 degildir. Basar1 oranini etkileyen bir¢ok faktdr bulunmaktadir. Bunlar arasinda
yetersiz immobilizasyon, basarisiz cerrahi girisim, yetersiz biyolojik yanit veya
enfeksiyonlarin varligi gosterilebilir. Otogreft uygulamalarindaki basarisizligin nedenleri

arasinda donorden yanlis teknik ile greft elde edilmesi ve bu nedenle otogreftin zarar gorerek



yeterli iyilesme saglayamamasi, elde edilen greftin yanlis implantasyonu, hastanin genel
durumu ve greft yapilacak kemik defekti alaninin kirik siddetine bagli doku canliligini
yitirmis olmasi sayilabilir (Dreyer vd., 2020). Sebep ne olursa olsun kaynamayan bir kirik
veya ana kemige tutunmayan bir otogreft uygulamasi yeniden bir operasyonu gerektirebilir,
yasam konforunu azaltir veya ciddi ekonomik kayiplara yol acar (Nashi ve Kagda, 2023).
Otogreft uygulamalarindaki basarisizliklar ayn1 zamanda ilave bagka riskler de tagimaktadir.
Bazi1 durumlarda hastadan yeniden greft alinmasi gerekmekte ve bu durum gereksiz kemik
doku kayiplarina yol agmaktadir. Bazen ise greft yapilacak alanin biiytlikliigline bagli olarak
ikinci bir otogreft alinacak bolge bulunamamakta, hasta ya allogreft tedavisine mecbur
kalmakta ya da kritik defektle hayatini siirdirmek zorunda kalmaktadir. Allogreft
uygulamalarinda ise doku reddi veya immiin reaksiyon gelismesi gibi riskler kemik

kaynamasi ve iyilesmesinin 6niinde bulunan ciddi engellerdendir (Schmidt, 2021).

Tim bu veriler kemik kiriklarinin yeniden onariminin hizli saglanabilmesi ve
greftlerin hizla ana kemige kaynasmasini saglayacak yeni yontemlerin gelistirilmesini konu
alan calismalara ihtiya¢c oldugunu gostermektedir. Elde edilecek veriler ve iirline
doniistiiriilecek arastirma bulgular1 kemik kiriklarina bagli saglik giderlerinin azaltilmasina
ve hastalarin yasam konforunun artirilmasina katki saglayacaktir (Ganse, 2024). Bu nedenle
kirik 1yilesmesine yonelik arastirmalar gliniimiizde olduk¢a yogun bir sekilde devam

etmektedir (Ganse, 2024).

Kirik iyilesmesine yonelik yenilik¢i c¢alismalarin 6nemli bir kisminin doku
miihendisligi alaninda oldugu goriilmektedir. Ciinkii, doku miihendisligi, kemik defekti
tedavilerinin de dahil oldugu bir¢ok hastalik i¢in umut vadeden bir arastirma alanidir. Kemik
doku miithendisligi alaninda kemik defektlerinin hizli ve etkili rejenerasyonunun saglanmasi
i¢cin dogal veya sentetik kaynakli birgok greft materyali iiretilmis ve deneysel olarak etkileri
ortaya konulmustur. Bununla birlikte bu ¢alismalar kemik grefti olarak {iretilen bu tiirden
biyomateryallerin kemik rejenerasyonuna katkisinin otogreftin etkilerini  heniiz
yakalayamadigin1 gostermektedir (Garimella vd., 2024). Bu tezin konusu da otogreft
uygulamasi ile doldurulan genis defektli deneysel bir ¢alismada, kemik kayiplariin hizli
onarimini ve hizli kaynamasini saglayacak osteoindiiktif, osteokonduktif, biyouyumlu ve

biyobozunur kompozit bir biyomateryal gelistirilmesidir.



Bu amagla ¢alismamizda biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikleri bilinen Poli-laktik-
ko-glikolik asit (PLGA) yapisinda in vivo ortamda yaklasik olarak 28 giinde
biyobozunumunu tamamlayacak sekilde nanolif yapisinda bir biyomateryal tiretilmis ve
karakterizasyonu yapilmistir. Nanolif yapisindaki bu biyomateryal igerisine osteoindiiktif
etkileri bilinen melatonin yerlestirilmis (PLGA/MEL) ve in vitro ortamda biyomateryalin 28
giinliik melatonin salim profili ortaya konulmustur. Uretilen, karakterizasyonu yapilan ve
melatonin salim profili ortaya konulan bu biyomateryalin daha sonra kritik kalvaryal kemik
defekti olusturulan otogreft ile tedavi edilen siganlarda kaynasma iizerine olasi etkileri
degerlendirilmistir. Bu amagla iiretilen biyomateryalin etkinligi siganlardan 7., 14. ve 28.
giinlerde alinan kalvaryal kemik doku 6rneklerinde histopatolojik, immiinohistokimyasal ve
biyokimyasal analizlerle belirlenmistir. Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama ile yeni kemik
olusumu (YKO), Masson Trikrom (MT) boyama ile kolajen birikimi, Periyodik Asit Schiff
(PAS) boyama ile anjiyogenez ve Von Kossa boyama ile mineralizasyon diizeyleri
gdzlenmistir. Immiinohistokimyasal olarak Alkalen fosfataz (ALP), Tartarat rezistans asit
fosfataz (TRAP1), Runt iliskili transkripsiyon faktorii 2 (Runx2), Kemik morfojenik protein
2 (BMP2) ve Vaskiiler endotelyal biiyime faktorii (VEGF) immiinoreaktiviteleri

Olciilmiistiir. Serum 6rneklerinden ise ALP diizeyleri belirlenmistir.

Calismamiz PLGA/MEL biyomateryalinin otogreft ile tamir edilen kritik boyutlu
kalvaryal defektlerin erken donemde kaynamasi ve kemik rejenerasyonu iizerine etkilerini
inceleyen ilk ¢alismadir. Elde ettigimiz sonuclar iirettigimiz PLGA/MEL materyalinin
otogreft uygulanan kemik kiriklar1 tamirinin erken kaynamasimi saglamak tizere umut

vadedici oldugunu gostermektedir.

1.1. Kemik Yapisi ve Organizasyonu

Kemik, bilesimi ve yapisi itibar1 ile karmasik, ancak hiyerarsik (anatomik ve
histolojik) olarak iyi organize olmus bir dokudur. Kemik dokusu, hidroksiapatit kristallerini,
proteinli hiicre dis1 matriksi ve ¢esitli kemik doku hiicrelerini barindiran kompozit bir yapidir

(Sekil 1).



Kollajen liflerin yerlesimi

Sekil 1. Kemigin lamellar yapisi ve organizasyonu (Cinici vd., 2024).

Kemikler olusum 6zelliklerine gore iki grupta incelenir;

1. Primer kemik; embriyonik gelisim doneminde ve kirik onariminda ilk olusan
yumusak (woven) kemik tiiriidiir. Mineralize olmamis osteoid adi verilen ekstraselliiler
matriks (ECM) ve diizensiz dagilim gosteren kolajen liflerden olusur. Gegici bir kemik
yapidir ve ilerleyen donemlerde matiir lamellar kemik ile yer degistirir (Tatli ve Belge,

2016).

2. Sekonder kemik; yetiskin iskelet kemikleri lamellar yani sekonder kemik
tiiriindedir. Sekonder kemik primer kemige gore ¢ok fazla mineralize osteoid i¢eren organize
bir yapiya sahiptir. Bu organize yap1 sekonder kemigin daha dayanikli olmasini saglar

(Elhawary vd., 2021).

Her iki kemik tiirtinde de dis katman periosteum ad1 verilen bir bag doku tabakasi ile

¢evrelenmistir. Endosteum adi verilen benzer bir katman ise kemik dokunun i¢ kavitesini



sarar. Endosteum kemigin mediillar kanallarini, Volkmann kanalin1 ve kemigin gézenekli

yapisini adeta bir ortii sekline kaplar (Clarke, 2008).

Kemik tiplerinden sekonder yani lamellar kemik iki ayr1 alt grupta incelenir.
Bunlar, sert ve yogun bir yapida olan kompakt kemik ile kemigin i¢ katmanlarini olusturan

ve gbézenekli bir yapida olan slingerimsi kemiktir (Sekil 2).

1.1.1 Kompakt Kemik

Kemigin dis katmanini olusturan yapr kompakt kemiktir. Kompakt kemik i¢ ige
gecen lamella adi verilen halkalardan olusur ve etrafi vertikal olarak Haversian kanallarinca
sartlidir. Haversian kanallar1 ndrovaskiiler ve lenfatik damarlarin gecisini saglayan
yapilardir. Lamellar katmanlar, vaskiiler, noral ve lenfatik yapilardan olusan bu total yapiya
ayni zamanda kemigin en kiiciik fonksiyonel birimi de olan osteon adi verilir. Haversian
kanallar1 horizontal olarak Volkmann kanallar1 ile baglantilidir. Bu kavsak kii¢iik Haversian
kanallar1 i¢erisindeki kii¢iik damarlarin arterlerle baglanti yaptig1 yerdir. Volkmann kanallari

ayrica kan damarlarini periosteuma ileten bir baglant1 saglar (Clarke, 2008).

1.1.2. Siingerimsi Kemik

Stingerimsi kemik bir¢ok kemigin i¢ dokusunu sekillendirir ve kompakt kemigin
derinliklerinde yerlesimlidir. Stingerimsi yap1 kemige ar1 kovani seklini verir genis bir yiizey
alan1 saglar. Siingerimsi yap1 kemige esneklik ve yiik kaldirma 6zelligi kazandirarak hareket
kabiliyetini artirir. Stingerimsi kemik dokuda Volkmann veya Haversian kanallari bulunur

(Clarke, 2008).
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Sekil 2. Stingerimsi ve kompakt kemik yapilarinin sematik gdriiniimii (Amirazad vd., 2022).

1.2. Kemik Doku ve Hiicreleri

Kemik, organik ve inorganik elementlerin birlesmesinden olusur ve agirlik¢a
yaklasik % 20’si sudan olusan bir dokudur. Kemigin osteoid ad1 verilen organik bolimii Tip
I kolajen (% 90), glikoproteinler, proteoglikanlar, peptitler, karbonhidratlar ve lipitlerden
olusur. Inorganik kismu ise kalsiyum fosfat kristalleri (% 65-70) ve az miktarda magnezyum,
floriir ve sodyumdan olusur (Florencio-Silva vd., 2015). Sekil 1’de goriildiigii iizere kolajen
lifler matiir kemikte tabakadan tabakaya dontisimlii olarak karakteristik lameller yap1
saglarlar. Osteoidin inorganik mineral tuzlar ile mineralizasyonu kemige saglamlik ve sertlik
kazandirir. Kemik hiicreleri toplam kemik dokusunun %10’unu olusturur (Clarke, 2008).
Sekil 3°te kemik dokuda bulunan spesifik hiicreler ve kemik dokunun bilesenleri

gosterilmektedir.
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Sekil 3. Kemik doku hiicreleri ve kemikte lokalize oldugu alanlar (Salhotra vd., 2020).

Osteoklast

1.2.1.0steoprogenitor Hiicreler

Osteoprogenitor kok hiicreler preosteoblastlar olarak bilinen ve osteoblastlara
diferansiye olan hiicrelerdir (Sekil 4). Bu hiicreler kemik kanalikiillerinde, endosteumda,
periosteumda ve kemik iliginde bulunurlar. Osteoprogenitdr kok hiicreler embriyonik olarak
mezensim kokenlidir ve postnatal yasam boyunca kemik dokuda varligini siirdiirtirler. Aktif
kemik formasyonu veya remodeling gerekmedigi durumlarda osteoprogenitdr hiicreler
genellikle ipliksi uzantilar1 ile kemik yiizeyine tutunur ve inaktif olarak bulunurlar. Kemik
olgunlagsmas1 gerektigi durumlarda uzantilar ile kemik ylizeyine tutunur ve diferansiye
olurlar. Bu nedenle gelisen ve yenilenen kemik dokuda osteoprogenitdr hiicre sayilar

oldukga fazladir (Ottewell, 2016).

Kemik remodelingi veya rejenerasyonu gerektigi durumlarda BMP, Runx2 ve
doniistiirticii biiylime faktorii B (TGF-B) gibi onciil molekiiller osteoprogenitor hiicreleri
aktive eder (Ottewell, 2016). Bunlar arasinda 6zellikle preosteoblastlar olugsmaya basladik¢a
Runx2 ekspresyonunda kayda de§er bir artis olur. Runx2 aktivitesi olgunlagsmamis
osteoblastlar ortaya ¢iktiginda zirveye ulasir ve hiicreler osteoblastlara olgunlastik¢a yavas

yavas daha diisiik degerler alir. Osteoblast progenitorlerinin ¢ogalma stirecinin Runx2 ile



kolaylastirildigi gosterilmistir (Giuliani vd., 2009). Runx2 ile osteoprogenitor hiicrelerin
diferansiyasyonu olgun osteoblastlarin olusmasini saglar ve osteoblastlarin yeni kemik

olusumu i¢in aktivasyonu baslatilmis olur (Zhu vd., 2024).

Mezenkimal kék Osteoprogenitor
hiicreler hiicreler
/,,'--“ Runx2
N 5
O ] Spesifiklesme ¢
{

4
.

Runx2

BMP2
TGF

uoAselaoid

Olgun
Osteoblastlar

Preosteoblast

Sekil 4. Osteoprogenitor hiicrelerin Runx2 araciligi ile diferansiyasyon mekanizmasi (Gao
vd., 2021).

1.2.2.0steoblast Hiicreleri

Osteoblastlar kemigin esas hiicreleridir ve osteoprogenitor hiicrelerden koken alirlar
(Kim vd., 2020). Bu hiicreler tiim kemik hiicrelerinin % 4-6’sin1 olustururlar ve kemik
matriksinin organik protein bilesimi olan osteodin sentezlenmesinden sorumludurlar.
Dolayisi ile kemigin yapimdan ve osteogenezisten sorumlu esas hiicreler olarak bilinirler.
Tip 1 kolajenleri ve kemik matriksini sentezleyerek non-kalsifiye osteoid dokuyu

olustururlar (Komori vd., 2006).



Osteoblastlar, osteoid dokuyu olusturduktan sonra osteoid icine yerleserek osteosit
adin alirlar. Endoplazmik retikulum ve golgi aygit1 organellerine de sahip olan osteoblastlar

kalsiyum baglayan osteonektin, osteokalsin, glikozaminoglikanlar ve ALP salgilarlar.

Osteoblastlardan sentezlenen ALP, osteoblastik aktivitenin belirlenmesinde bir
belirte¢ olarak kullanilir. Osteoblastlar ayn1 zamanda osteoklastlarin fonksiyonlarini da
diizenlerler. Kemik yeniden sekillenmesinin, hiicre baglantilarinin kurulmasinin, parakrin
iletisim ve hiicre-kemik matriks interaksiyonunun da primer saglayicisidirlar (Yao vd.,

2024).

Kemik kiriklarinda osteoblastlar kemik iyilesmesi ve yeniden sekillenmesi sirasinda
esas olarak kemik hiicre dis1 matrisinin iiretilmesinden sorumludurlar ve birincil kemik
olusturan hiicreler olarak gorev yaparlar. Osteoblastlarin hiicre dis1 kemik matriksi i¢inde
cogalmasi, farklilagmasi ve mineralizasyonu kemik iyilesmesinin uyarilmasi igin gereklidir.
Osteoblastlarin olgunlagmas1 Runx2'nin varligina baglidir, bu da onun bu siiregte ¢ok 6nemli

bir rol oynadigini gosterir (Yao vd., 2024).

1.2.3.0steosit Hiicreleri

Osteositler, osteoblastlarin farklilasmasi ile olusan ve kemigin lagunalarinda bulunan
kalsifiye matrikste yerlesmis hiicrelerdir. Osteositler kemik metabolizmasinin ana
diizenleyicisi olarak gorev yaparlar. Osteositlerin endokrin hiicreler gibi davrandigini ve
mekanik strese yanit olarak nitrik oksit ve glutamat tasiyicilart ve insiilin benzeri biiylime
faktorleri gibi cesitli sinyal molekiillerinin ekspresyonu yoluyla diger hiicrelerle iletisim
kurarak kemigi ani kuvvet degisimlerine kars1 koruduklar: belirtilmektedir. Osteositlerin bir
diger fonksiyonu ise mineral homeostazisini saglamasidir. Osteositler bu fonksiyonunu
osteositik osteolizis olarak bilinen hizli bir sekilde kalsiyum ve fosfor salinmasi ile

gergeklestirirler (Choy vd., 2019).
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Kemik kiriklarinin iyilesmesi i¢in bir¢ok hiicre tipinin etkinligi, cesitli biiyiime
faktorlerinin ve sinyal molekiillerinin lokal ekspresyonu gerekir. Osteositler de kemik
kiriklarinin iyilesmesinde anahtar bir rol oynarlar. Kemik rejenerasyonunda ve remodeling
fazinda osteositlerden salinan gesitli faktorlerin kirik onariminda 6nemli fonksiyona sahip
oldugu goriilmektedir. Osteositler kemik hasarlarinda aktive olarak fibroblast biiylime
faktorii-23 (FGF-23), sklerostin, Tip 1 kolajen, osteokalsin ve osteopontin salgilayarak
kemik onarimi saglarlar (Tresguerres vd., 2020). Buna ek olarak kirik alanina mezenkimal
kok hiicrelerin gogiinli hizlandirarak rejenerasyona katkida bulunurlar. Yapilan ¢aligsmalar
osteositlerin Niikleer kappa B reseptor aktivator ligandi (RANKL) sentezinin de ana kaynagi
olarak gorev aldigini belirterek, kemik remodelingi i¢in osteoklastik aktiviteyi de stimiile

ettigini gostermistir (Choi vd., 2022).

1.2.4. Osteoklast Hiicreleri

Osteoklastlar, hematopoietik kokenlidir, mononiikleer osteoklast progenitor
hiicrelerin fiizyonu ile meydana gelen genis capli, ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir. Osteoklast
progenitor hiicreler primer olarak kemik iliginde bulunurlar, ancak kemik yiizeyinde flizyon
gerceklestirirler (Wei vd., 2011). Osteoklastlarin progenitor hiicrelerden matiirasyonu ve
aktivasyonu c¢esitli interlokinler (IL-1, IL-3, IL-6 ve IL-11), tiimor nekroz faktor (TNF),
graniilosit makrofaj koloni stimiile edici faktér (GM-CSF) ve makrofaj koloni stimiile edici
faktor (M-CSF) gibi ¢esitli sitokinler tarafindan uyarilir. Bu sitokinler etkilerini osteoklast
progenitdr hiicreleri stimiile ederek veya parakrin etki ile diger kemik hiicrelerini uyararak
gerceklestirirler. Bu etkilesimin mediyatorleri ise niikleer kappa B reseptor aktivator
(RANK), RANKL ve osteoprotogerindir (OPG). Hedefi ise RANK/RANKL sinyal yolagidir.
Osteoklastlarin iiretimi, diferansiyasyonu, aktivasyonu ve yasam siireleri bu sinyal yolagi
tarafindan belirlenir. (Boyle vd., 2003). RANK, osteoblastlar tarafindan sentezlenen bir
molekiildiir, osteoklastlarin membranindaki RANKL’a tutunur ve osteoklastlarin aktive
olmasini saglar (Sekil 5). Bu etkilesim osteoblastlarin ve stromal hiicrelerin osteoklast
aktivasyonunu kontrol etmesini saglar. Boylelikle siirekli devam eden kemik formasyonu ve
rezorpsiyonu sayesinde fizyolojik sartlarda saglikli iskeletin olusumuna katkida bulunur.
OPG ise yine osteoblastlar tarafindan sentezlenen ve RANK inhibisyonu saglayan bir

molekildiir (Liu vd., 2011).
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Osteoklastlar kemik metabolizmasinda énemli bir role sahiptir. Ozellikle kemigin
rezorpsiyonundan sorumlu olan osteoklastlarin kemik {izerine etkileri iki temel baslik altinda

toplanabilir;
(a) normal plazma kalsiyum seviyesini saglamak

(b) giiclii ve saglikli kemik dokunun devamliligina katkida bulunmak (Boyce vd.,

2009).
Osteoblast
0PG
|
V[ RrankL
m_ RANK D RANKL-RANK

N ( A

Sekil 5. Osteoklast hiicrelerinin sematik gosterimi.

Osteoklastlar, bu islevlerini osteoblastlar ile siirekli denge halinde siirdiirmektedir.
Plazma kalsiyum seviyesinde degisimlere gore aktivasyon/inaktivasyon dongiisiinde etki
gosterirler. Ote yandan yeni kemik olusumu veya kemik rejenerasyonu gereken durumlarda
ise kompakt kemik olusumuna destek olmak {izere kallus rezorpsiyonu saglarlar (Bruzzaniti
ve Baron, 2006). Osteoklastlar kirik iyilesmesinin saglanmasinda orta ve uzun vadede
onemli bir role sahiptirler. Osteoklastlar bu evrelerde yumusak kallusun sert kallusa
dontismesinde, kompakt kemik olusumunda, rezorpsiyon ve remodeling siireclerinde gorev
alirlar. Osteoklastlarin kompakt kemik gelisimine katkis1i 6zellikle yumusak kallusun

rezorpsiyonudur. Bu islevi TRAP enzimi, katepsin K ve matriks metalloproteinaz 9 (MMP9)
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salgilayarak gerceklestirirler. Bunlar arasinda osteoklastlardan, makrofajlardan ve dentritik
hiicrelerden salinan bir enzim olan TRAP osteoklastik aktivitenin dnemli bir histokimyasal
belirtecidir. Kemik remodelingi fazinda kemik rezorpsiyonu saglayan asil enzim olan TRAP
enzimi aktivitesi artar ve kompakt kemik olusumu saglamak {izere yumusak kallusu rezorbe
eder (Hayman, 2008). Katepsin K ve MMP9 osteoklastlardan kemik rezorpsiyonu sirasinda
salgilanan diger iki onemli faktordiir. Tim bu faktorlerin etkisi ile kirik bolgesinde aktive
olan osteoklastlar 6ncelikle kartilajendz kallusu daha sonra da kemik kallusu rezorbe ederler.
Bu siire¢ kemik rejenerasyonunu saglarken matiir kemigin olusumuna da katkida bulunur

(Molitoris vd., 2024).

1.2.5. Kemik Matriksi

Kemik ECM’si kemik hiicrelerinin arasindaki bulunan ve kemik hiicrelerini
destekleyen kompleks bir yapidir. Kemik hiicrelerinden yoksun olan bu ii¢ boyutlu yapi,
osteoblastlardan ekstraseliiler bosluga salinan spesifik protein ve polisakkaritlerden olusur
(Zoch vd., 2015). Kemik ECM’si kemik dokuya biitiinliik ve elastikiyet saglayan dinamik
bir yapidir. Kemik ECM’si kemik doku mikrogevresinden, homeostazis ve pH
degisikliklerinden etkilenir ve siirekli olarak yeniden diizenlenir (Carvalho vd., 2021). Bu
yap1 osteoblastlar ve osteoklastlar ile siki iliski i¢indedir, yeni kemik olusumu ve kemik

gelisimine katkida bulunur (Lin vd., 2020).

Kemik matriksinin kompleks yapist organik (% 40) ve inorganik (% 60)
bilesenlerden olusur. Organik kompartman Tip 1 kolajen (% 90) ve non-kolajen proteinleri
(% 10) igerir. Kemik matriksinin inorganik komponenti non-kalsifiye apatit kristalleri ve

eser elementlerden meydana gelir. (Kernen vd., 2005).

Organik Kemik Matriksi

Kemigin organik matriksi kemik dokunun gelisimi, biiylimesi ve remodelingini

saglayan kismidir. Kemik ECM’sinin 6nemli bir kismini olusturan organik matriks zengin
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bir icerige sahip olmasi agisindan diger tim dokulardan farklidir. Kemik dokunun organik
kismi1 % 90 oraninda Tip I kolajen ve % 10 oraninda osteokalsin, osteonektin ve osteopontin
gibi non-kolajen proteinlerden olusur. Bunlar arasindan organik matrikste yiiksek oranda
bulunan Tip I kolajen kemik dokuya sertlik kazandiran ve kemik dokuda en yaygin bulunan
kolajen tipidir. Tip I kolajen ayni zamanda kemik dokuya mekanik stabilizasyon
saglanmasindan da sorumludur (Jones vd., 2008). Bununla birlikte az miktarda Tip II, III ve

IV kolajen tiirleri de bulunmaktadir (Viguet-Carrin vd., 2006).

Kemik kiriklarinda kemik dokunun diger komponentleri gibi kolajen yap1 da zarar
goriir. Kemik kiriklarinin onarim siirecinde osteoblastlardan Tip I kolajen sentezinin ve
yapiminin uyarilmasi i¢in yiiksek miktarda ilgili gen ekspresyonu gereklidir (Bruce ve
Dziewiatkowski, 1987). Sentezi ve yapimi uyarilan Tip I kolajen birikimi kemigin kirik
oncesi mekanik yiiklenme 6zelligini kazanmasi ve biitiinliiglinlin korunmasi i¢in en 6nemli

faktordiir (Amirrah vd., 2022).

Organik matrikste bulunan ve non-kolajen yapida olan diger proteinler
osteoblastlardan sentezlenir. Bunlardan osteokalsin, kemik mineralizasyonunu saglamak
tizere kemik dokuya kalsiyum baglanmasindan sorumludur. Diger bir non-kolajen protein
ise osteonektindir. Osteonektin glikoprotein yapida bir matriks proteinidir ve kemik
ECM’sinde kolajen birikimini saglar. Osteopontin ise multifonskiyonel bir proteindir,

remodeling evresinde osteoblastlarin kemige tutunmasini saglar (Marelli vd., 2013).

Inorganik Kemik Matriksi

Kemik ECM’sinin diger bileseni inorganik matrikstir. Inorganik matriks kemige
sertlik kazandirir ve kemik kuru agirligimin % 65’ini olusturur. Inorganik matriksin % 95°lik
kismini hidroksiapatit kristalleri (Caio(PO4)s(OH)2) seklinde bulunan kalsiyum ve fosfor
iyonlart olusturur. Hidroksiapatit kristalleri kolajen yapiya baglanarak kemik dokunun

sertlik kazanmasini saglar.
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Inorganik matrikste bir kayip olusmasi durumunda kemik esnek bir yapiya doniisiir
ve sertligini kaybeder. Inorganik matriks iceriginin zenginlestirilmesi kemik dokuda ALP
sentezi ve aktivitesi ile saglanir. ALP osteoblastlardan sentezlenerek, inorganik matriks
icerigindeki hidroksiapatit kristalleri oranini artirir ve mineralizasyonu kolaylastirir. Ayni
zamanda mineral olusumunun inhibitorii olan pirofosfat miktarlarini da azaltarak inorganik
matriks birikiminin artmasini saglar (Vimalraj, 2020). Bunun disinda inorganik matriks
ayrica magnezyum, potasyum, sodyum ve flor iyonlarini da igerir. Bu bilesenler de inorganik

matriksin kemik dokuya sertlik kazandirmasina ayrica katki saglarlar.

1.3. Kemik Kiriklari ve Iyilesmesi

Kemik kiriklar1 kemik biitiinliigiiniin travma, darbe, osteoporoz veya osteosarkoma
gibi nedenlerle bozulmasidir. Kemik kiriklar1 tim yasam boyunca her yas gurubundan
insanlar1 olumsuz etkileyen bir durumdur. Tiim diinyada 6zellikle 55 yas tistii insanlarin %
44’1 ve geng yetiskinlerin en az % 20’si farkli sebeplerden dolayr kemik kiriklariyla
karsilagmaktadir.

Kemik kiriklarinin iyilesmesi aylar veya yillar siiren bir siire¢ oldugundan, etkilenen
bireyler ekonomik ve sosyal hayattan uzak kalmaktadirlar. Kemik dokunun kompleks
matriks ve hiicre bilesenleri, ile vaskiiler ve noral yapis1 kemik kiriklarinin iyilesmesini
hizlica regiile edebilme yetenegine sahiptir. Bu nedenlerle kemik doku viicuttaki diger
dokularin 1iyilesmesi ile karsilastirildiginda, doku hasar1 6ncesi durumuna donmesi
bakimindan egsizdir. Kemik iyilesmesi fizyolojik olarak kompleks ve bir¢ok farkli hiicre
islevini gerektiren, biyolojik bir siirectir (Calmar ve Vinci, 2002). Kemik kiriklarinin olusma
sekline gore iyilesme siirecleri de farklilik gosterir. Kirigin siddetine, kirik uclarinin
pozisyonuna ve kirik sonucu kemik doku kaybinin durumuna gore kemik kiriklariin

tyilesme tipleri primer ve sekonder iyilesme olarak iki farkli sekilde incelenir.

Bunlardan primer iyilesme kirik hattinda kallus formasyonu olugsmaksizin dogrudan

kirik uglariin birbiri ile kaynamasidir. Sekonder iyilesme ise kirik fragmanlariin ug¢ uca

15



kaynayamadigi ve genis kemik kayiplarinin goriildiigii durumlarda eksternal kallus gelisimi

ve yeni kemik olusumu ile karakterize bir iyilesme seklidir.

1.3.1. Primer Iyilesme

Primer iyilesme, kirik fragmanlarinin arasinda genis bosluklarin olmadigi, rijit,
implant veya eksternal fiksasyon gerektirmeyen stres kirig1 gibi hasarlar sonrasinda goriilen
kemik iyilesmesi siirecidir. Dogal iyilesme siirecinde primer iyilesme az rastlanan iyilesme
tiriidiir. Bu tlirden iyilesmede kirik fragmanlari arasinda genis bosluklar bulunmaz ve
hareket yoktur (Elhawary vd., 2021). iki kemik ucu arasinda bosluk olusmadigindan bu
iyilesme tiirtinde kallus formasyonu goriilmez. Kirik fragmanlari arasindaki mesafe
genellikle 0,01 mm’den daha azdir. Bu tiirden kiriklar internal veya eksternal fiksasyonla
rediikte edilir. Her iki sekilde de anatomik olarak diizgiin ve biyomekanik olarak dayanikli

lamellar kemik olusur.

1.3.2.Sekonder Iyilesme

Sekonder iyilesme kirik fragmanlari arasinda genis bosluklarin olustugu eksternal
veya internal fiksasyon gerektiren ve i¢ ice gelisen dort fizyolojik faz ile karakterize olan bir

tyilesme tipidir. Bunlar;

a) Hematom,
b) Inflamasyon,
c) Onarim

d) Remodeling fazlaridir.

Bu iyilesme fazlar1 kemik kiriklariin iyilesme siirecinde birbirinden kesin olarak

ayrilamamakla birlikte, her faz mutlaka bir digerinin aktivasyonunu gerektirir (Sekil 6).
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Kemik kiriklarinin iyilesme siirecinde, kirik olusumunu takiben ilk olarak hasarli
alanda hematom meydana gelir. Sonrasinda saatler igerisinde hematomun absorpsiyonu
baslar. Bu donem 1-5 giinliik bir siireyi kapsar. Bu siiregte hematom ile inflamatuar hiicreler
kirik hattina girerler, boylelikle biiylime faktorlerinin, sitokinlerin ve pihtilasma faktorlerinin
kemotaksisini saglayan inflamatuar déonemi baslatirlar (Buza ve Einhorn, 2016). Hematom
olusmasi ile kirik hattina gelen bir diger 6énemli hiicre grubu trombositlerdir. Kirik hattina
gelerek degraniile olan trombositler TGF-B ve trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF)
salgilayarak anjiogenezisi, kemotaksisi ve mezenkimal kok hiicre diferansiyasyonunu
uyarirlar (Kalfas, 2001). Bu dénemde fraktiir alaninda fibroblast biiylime faktorii (FGF),
VEGF ve anjiopoietin gibi proanjiyojenik faktorler goriilmeye baslar.

Inflamasyon Onarm Remodeling

Hematom-inflamasyon

Yomusak Sert kallus Yeni kemik ohigumu
kallus olisumu

0-2 hafta 2.3 hafta 3-6 hafta 8 hafta- 2 yil

v

Sekil 6. Kemik 1yilesme donemlerinin dort fazinin sematik gosterimi (Adamopoulos, 2018).

Kemik iyilesmesinin sekonder iyilesme tipi endokondral iyilesme seklinde devam
eder. Endokondral siiregte mezenkimal kok hiicre (MSC) diferansiyasyonu ile kirik hattina
fibroblast ve kondroblast gocii gerceklesir ve bu hiicreler yumusak kallus olusumunu
saglarlar. Yumusak kallus olusumu kirik sonrast 5. ile 11. giinlerde gergeklesir. Olusan
yumusak kallus daha sonralar1 osteoklastlar tarafindan rezorbe edilir. Yumusak kallus
osteoklastlar tarafindan rezorbe edilirken bir yandan da osteoblastik aktivite ile yeni kemik

olusumu baglar. Yeni kemik doku olusumu baslangic ile kartilaj doku mineralize olmaya
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baslar ve kondroblastlar apoptozise ugrar (Schell vd., 2017). Periosteumun kirik alanini
ortmesinin ardindan kemik iliginden osteoblastlar diferansiye olarak kirik hattina gog
etmeye baglar. Bu sirada bir taraftan osteoklastlar yumusak kallusu rezorbe etmeye devam
ederken, bir taraftan da osteoblastlar matriks sentezleyerek sert kallus olusumunu baglatirlar.

Boylelikle hasar sonrasi yaklasik 11. ile 18. glinlerde sert kallus goriliir.

Sert kallus olusumunu kemigin yeniden sekillenme basamagi olan remodeling takip
eder. Kemik iyilesme siirecinin yeniden sekillenme basamagi, hasari takiben 18. giinde
baslar ve aylar/yillar siirecek olan bu siire¢ ile iyilesme basamaklari tamamlanmis olur.
Kemik remodelingi kemigin yeniden yiik tasiyabilmesi ve islevlerini yerine getirebilmesi
icin gereklidir (Adamopoulos, 2018). Remodeling fazinda bircok farkli hiicre tipi,
mekanizma, hormon ve molekiiliin birbirleriyle iletisim ve etkilesim i¢inde olmasi kemigin

basarili bir sekilde tam iyilesme saglamasi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Tiim bu siirecler kemik 1yilesmesinin tamamlanmasi ve kirik uglarinin kaynamasinin
saglanmasi, ayrica kemigin hasar Oncesi yiik tasima kapasitesine kavusabilmesi ig¢in
gereklidir. Bununla birlikte olusan kemik hasarinin genis veya kritik boyutlu olmasi1 bu
siirecin uzun silirmesine, gec iyilesmeye, iyilesmemeye, kaynamamaya veya yanlig

kaynamaya neden oldugu bilinmektedir.

1.3.3. Kemik Iyilesmesinde Belirtecler

Kemik Tyilesmesi ve Yeni Kemik Olusumu

Fragmanlar arasinda genis kemik kayiplarinin olustugu kemik kiriklarinin onarimi
kirik hattinda bir¢ok hiicre ve faktoriin etkilesimi ile gerceklesir. Bu aktivite ile kirik
hattindaki bosluk onarim ve remodeling fazlar ile yeniden mineralize edilerek yeni kemik
olusumu saglanir. Bunun i¢in 6zellikle remodeling doneminde kirik hattina yogun olarak
osteoblast ve osteoklast migrasyonu gergeklesir. Kirik hattina go¢ eden osteoblastlar ve
osteoklastlar bir denge halinde fonksiyon gorerek yeni kemik olusumunu saglarlar.

Osteoblastlar ve osteoklastlar arasindaki bu denge, olusan yumusak kallusun rezorpsiyonu
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sonrasinda yeni kemik olusumunu saglayan temel unsurdur. Buna ek olarak, osteoblast ve
osteoklast aktivitesiyle sekillenen yeni kemik, mekanik yiiklenme ile gii¢lenerek

rejenerasyonunu tamamlar (Adamopoulos, 2018).

Yeni kemik olusumunun belirlenmesi kirik iyilesmesinin en Onemli verisidir.
Uygulama ne olursa olsun (greft veya fiksasyon) kirik hattinda kaynamanin gézlenmesi ve
uygulanan metodun etkinligi yeni kemik olusumu diizeyi ile belirlenir. Bu amagla yapilan
deneysel calismalarda elde edilen kemik doku drneklerinden histopatolojik boyamalar ile
yeni kemik olusumu ve kirik kaynama hattindaki osteoblastik aktivite degerlendirilir

(Kasuya vd., 2018; Thambyah ve Broom, 2009).

Kemik kiriklarimin iyilesmesi iizerine yapilan deneysel calismalarda yeni kemik
olusumunun belirlenmesi i¢in en yaygin olarak kullanilan yontem histolojik boyama
yontemleridir. Bunlardan H-E boyama yontemi osteoblastlarin ve yeni kemik olusumunun
belirlenmesinde ¢ok yaygin olarak kullanilir. H-E boyama yontemi, biyomateryal
uygulamasi sonrast yeni kemik olusumunun degerlendirildigi ¢aligmalarda da siklikla
kullanilmaktadir. H-E yontemi yeni kemik olusumunun belirlenmesini saglarken ayni
zamanda biyobozunur biyomateryallerin in vivo bozunum profilinin de ortaya koyulmasina

imkan saglar.

Yapilan bir caligmada siganlarda olusturulan deneysel tibia kirigr modelinde
kalsiyum-silika iceren sement greftinin kemik iyilesmesi iizerine etkileri arastirilmas,
calismanin 7. ve 30. giinlerde alinan kemik dokularindan yapilan H-E boyama sonuglarina
gore 30. giinde yeni kemik olusumunun gozlendigi ve biyomateryalin tamamen bozundugu
belirlenmistir (Bilge vd., 2024). Baska bir ¢alismada ise polikaprolakton ve biyoaktif cam
ile gelistirilen biyomateryalin siganlarda olusturulan kritik kalvaryal defekt modelinde yeni
kemik olusumu {izerine etkileri incelenmistir. Biyomateryalin 4 haftalik uygulama sonrasi
etkinliginin arastirildigi bu c¢alismada yeni kemik olusumu H-E boyama yontemi ile
belirlenmigtir. H-E boyama sonuglarina gore 4. haftada biyomateryalin biyobozunuma
ugramadigi ve diisiik diizeyde yeni kemik olustugu belirtilmistir (Janmohammadi vd., 2024).
Fazeli vd. nin (2023) yaptig1 bir ¢alismada ise 3 boyutlu iiretilen hidroksiapatit-biyoaktif

19



cam igeren bir skafoldun yeni kemik olusumu {izerine etkinligi arastirilmis ve 30 giinliik
uygulama siiresi sonunda elde edilen dokulardan H-E boyama ile yeni kemik olusumu
degerlendirilmistir. H-E boyama ile 30. giinde elde edilen verilere gore yogun osteoblastik
aktivite, yeni kemik olusumu ve diisiik diizeyde bozunmamis biyomateryal varligi

gozlenmistir (Fazeli vd., 2023).

Kemik Iyilesmesi ve Kolajen Birikimi

Kemik kiriklarinin etkin bir sekilde iyilesmesi, yapisinda bulunan ve kirik sonrasi
yogunlugu azalan kolajenin miktarinin artiritlmasima ve birikimine baghdir. Kemik
ECM’sinin organik matriksinde yliksek oranda bulunan Tip I kolajen kemik iyilesmesini
saglayan en 6nemli bilesendir. Kemik kiriklarinda kolajen miktarinda 6nemli bir azalma ve

kolajen yapisinda bozulma gozlenir (Buckwalter ve Hunziker, 1996).

Kemik kiriklarinin remodeling siirecinde kirik uclarina go¢ eden osteoblastlardan
yiiksek miktarda Tip I kolajen sentezlenir. Kolajen sentezinden sorumlu birincil molekiil
ALP’dir. ALP aktivasyonu ile Tip I kolajen yapimi ve birikimi stimiile edilir. Boylelikle kirik
hattina Tip I kolajen biriktirilerek kemik dokunun biitiinliigii saglanir (Linder vd., 2014).

Kirik hattinda kolajen miktarinin belirlenmesi kemik kiriklarinin iyilesmesinin
arastirildig1 deneysel ¢alismalarda 6nemli bir kriterdir. Kemik kiriklarinin rejenerasyonunda
Tip 1 kolajenin miktar1 osteoblastik aktiviteyi ve rejenerasyon yetenegini gosteren onemli
bir gostergedir (Selvaraj vd., 2024). Kolajen birikimi ayn1 zamanda kirik kaynama hattinda

kallus formasyonu sonras1 kompakt kemik olusumunu da gosterir (Bujda ve Klima, 2024).

Kolajen birikimi histopatolojik MT boyamasi ile rahatlikla gosterilebilir (Montarele
vd., 2022; Tu vd., 2020; Wu vd., 2020). Sicanlarda olusturulan deneysel kritik kalvaryal
kemik defektinin rejenerasyonu {izerine hidroksiapatit ve biyoaktif cam igeren
polikaprolakton kompozit biyomateryalinin etkilerinin incelendigi bir ¢alismada,

implantasyondan 30 giin sonra elde edilen kalvaryal kemik dokularinda MT boyama yontemi
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ile kolajen formasyonunun diizeyleri degerlendirilmistir. Bu ¢alismada elde edilen MT
boyama sonuglaria gore hidroksiapatit ve biyoaktif cam iceren polikaprolakton kompozit
biyomateryalinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda kolajen formasyonunu artirdigi
belirlenmistir (Fazeli vd., 2023). Baska bir ¢alismada sicanlarda olusturulan deneysel
kalvaryal kemik defektlerinin rejenerasyonu iizerine hidroksiapatit kristalleri igeren jelatin
iskelelerinin etkinligi arastirllmistir. Defektlerin hidroksiapatit kristalleri igeren jelatin
iskeleleri ile onarimindan 6 hafta sonra kalvaryal kemik dokular1 alinarak MT boyama

yontemi ile kolajen formasyonu incelenmistir.

MT boyama sonuclari, hidroksiapatit kristalleri igeren jelatin iskelelerinin kolajen
formasyonunu artirarak hizli ve etkili bir kemik iyilesmesi sagladigini ortaya koymustur
(Jaiswal vd., 2013). Shilajit re¢inesi yiiklenen aljinat kompozit iskelelerinin siganlarda
olusturulan deneysel tibia defektlerinin rejenerasyonu iizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in 2.
ve 4. haftalarda tibia doku oOrnekleri alinarak MT analizi ile kolajen formasyonu
incelenmistir. Caligma sonuglar1 uygulanan materyalin 2. ve 4. haftada Shilajit iceren aljinat
kompozit iskelelerinin kolajen formasyonunu artirarak yeni kemik olusumunu sagladigi

tespit edilmistir (Kangari vd., 2024).

Kemik Iyilesmesi ve Anjiyogenez

Kemik kiriklarinda hasara bagli olarak damarlarin zarar gérmesi ile doku kan akimi
bozulur. Kan akiminin bozulmasi ile kirik alanma oksijen, besin ve remodeling saglayan
molekiiller tagimamaz. Kanlanmanin bozulmasi ise gecikmis iyilesme/iyilesmeme veya
kaynamama ile sonuglanir. Bu nedenle kemik iyilesmesi siirecinde kirik alaninda
anjiogenezisin uyarilmasi ve yeni damar olusum siirecinin goézlenmesi Onemlidir

(Hankenson vd., 2011).

Anjiyogenez fizyolojik bir siirectir ve damarlardan tomurcuklanmalar ile yeni damar

olusumu anlamina gelir. Anjiyogenez ile kirik hattinda yeni damarlarin olusumu oksijen ve
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besin tasinimini saglayarak kemik remodelingi i¢in gereklidir (Jang ve Yoon, 2024). Kemik
kiriklarinin iyilesme siirecinde anjiyogenezisin degerlendirilmesi hasarli alanda doku

canliliginin siirdiiriilmesi ile ilgili 6nemli bilgiler elde edilmesini saglar.

Deneysel ¢alismalarda kemik kiriklarmin iyilesmesi degerlendirilirken yeni damar
olusumu hem histopatolojik hem de genetik analizler ile belirlenebilir. Yeni damar
olusumunun histopatolojik degerlendirilmesinde PAS boyamasi yaygin olarak kullanilir. Bu
yontem ile damarlarin lamina propriasindaki mukopolisakkarit yapilar boyanarak yeni

damar olusumu degerlendirilir.

Biyoaktif cam ve hidroksiapatit kristalleri igeren kompozit iskele ile onarilan kritik
kalvaryal defekt modelinde, bu biyomateryalin anjiyogenezis iizerine etkileri 12. haftada
yapilan PAS boyama verilerine gore belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore

biyomateryalin yeni damar olusumunu artirdig1 belirlenmistir (Bi vd., 2012).

Hidroksiapatit ve [-Trikalsiyum fosfat ile gelistirilen ksenogreftin kemik
rejenerasyonu iizerine etkilerinin arastirildigi bir calismada ise, 8. haftada yapilan PAS

boyamada, ksenogreftin yeni damar olusumunu sagladig1 goriilmiistiir (Brum vd., 2020).

Anjiyogenezisin genetik ve molekiiler olarak degerlendirildigi deneysel ¢caligmalarda
ise genellikle VEGF ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Bu ¢alismalardan bir tanesinde
femur fraktiirli olusturulan sicanlarda, eksozomlara ytliklenmis kemik iligi kok hiicrelerinin
kemik kaynamasi lizerine etkileri incelenmistir. Genetik analiz sonuglarina gore 20. haftada
femur dokularinda VEGF-A ekspresyon diizeylerinin anlamli bir sekilde arttig1 gézlenmistir
(Zhang vd., 2020). Kolajen iceren ksenogreftlerin anjiyogenezis {lizerine etkilerinin
arastirlldigt bir calismada, tavsanlarda olusturulan 8 mm’lik kalvaryum defektlerine
uygulanan bu materyalin 7. giinde VEGF ekspresyonunu artirdig1 belirlenmistir (An vd.,
2024). Baska bir calismada ise titanyum siilfat iceren biyoseramik iskelelerinin farelerde

olusturulan kalvaryum defektlerinin rejenerasyonu iizerine etkileri incelenmis ve 8. haftada
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yapilan genetik analizlerde VEGF-A ekspresyon seviyelerinin arttigi belirlenmistir (Won
Suh vd., 2024).

Kemik Iyilesmesi ve Mineralizasyon

Kemik kiriklarinin iyilesmesinde kirik uglarinin kaynamasi i¢in kirik hattinda
hidroksiapatit kristallerinin birikimi yani kaynama bdlgesinin mineralizasyonu gerekir.
Kemik mineralizasyonu, yeni olusan kemik matriksinde kalsiyum, fosfor ve diger inorganik
maddelerin birikimidir. Kemik mineralizasyonunun olmamasi ise kemik matriksinin ve

osteoidin yetersizligini gosterir.

Bu durumda yeni kemik formasyonu goriilmez. Bu nedenle kemik kiriklarinin
rejenerasyonu degerlendirilirken kirik kaynama hattinin mineralizasyonu oldukca degerli

bilgiler sunmaktadir (Bourne vd., 2021).

Kemik kiriklarinda rejenerasyonun degerlendirilmesinde mineralizasyon miktari
hidroksiapatit kristallerinin kirik kaynama hattindaki yogunlugu ile belirlenir. Bu amagla en
sik kullanilan yontemlerden biri histolojik boyamalardir. Histolojik boyama yontemlerinden
mineralizasyonun belirlenmesi i¢in genellikle Von Kossa boyama teknigi kullanilir (Sa vd.,
2016; Schneider, 2021). Theranakron’un femur kiriklarinda kemik rejenerasyonu ve kirik
kaynama alanindaki mineralizasyon diizeyi lizerine etkilerinin arastirildig: bir ¢caligmada, 6.
haftada alinan femur dokularinda yapilan Von Kossa boyama ile kirik kaynama hattinda
yogun bir sekilde mineralizasyon gelistigi belirlenmistir (Gliven vd., 2022). Sicanlarda
olusturulan kritik tibia defektlerinin iyilesmesi lizerine yapilan bir baska ¢aligmada ise
kuersetin iceren biyomateryal uygulamasinin etkileri arastirilarak 4. ve 8. haftada
mineralizasyon diizeyleri belirlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen verilere gore 8. haftada
mineralizasyon dilizeyinin 4. haftadaki mineralizasyon diizeyinin kuersetin iceren
biyomateryal uygulanan grupta anlamli sekilde arttigim1 gostermistir (Ren vd., 2022).
Deneysel osteotomi yapilan femur kiriklart modelinde, eksternal fiksator uygulamasinin
kaynama tizerine etkileri arastirilmis ve ¢calismanin 3. haftasinda mineralizasyon miktarimin

travma gurubuna gore anlamli sekilde yiiksek oldugu gézlenmistir (Zhang vd., 2024).
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Kemik Tyilesmesi ve ALP

Kemik kiriklarinin etkili bir sekilde iyilesmesi i¢in kirik hattinda mineralizasyon
birikimi ile birlikte kolajen birikimi de gerekmektedir. Kemik dokuda kolajen birikimi ve
mineralizasyonun esas modiilatorii osteoblastlardan salinan bir enzim olan ALP’dir (Chen

vd., 2021).

ALP kemik rejenerasyonunda oOzellikle mineralizasyondan sorumludur. ALP
mineralize doku hiicrelerinden yiiksek miktarda salgilanir, inorganik fosfat seviyesini
artirarak mineralizasyonu kolaylastirir, fosfat icerikli bilesikleri hidrolize eder ve kemikte
kalsiyum ¢okmesini saglar. Buna ek olarak ALP’nin Tip I kolajene afinitesinin yiiksekligi,
kemik dokuda kolajen birikimini de saglar. Yapilan calismalar serum ALP seviyelerinin
kemik onarimi ve yeni kemik olusumu ile korele olarak artis gosterdigini ortaya koymustur
(Rasoulian vd., 2024; Vimalraj, 2020; Yao vd., 2024). ALP ekspresyonlarinin diizeyi ve
serum ALP diizeyi analizleri deneysel kemik kiriklar1 ¢aligmalarinda kemik

rejenerasyonunun belirlenmesi i¢in siklikla kullanilmaktadir.

Kemik kiriklarini takiben osteoblastlarda ALP’nin mRNA ekspresyonu artmaya
baglar. ALP artis1 defekt alaninda mineral birikimini saglar. Yapilan deneysel ¢aligmalar ALP
mRNA seviyelerinin kemik kiriklarinin iyilesme siirecinde in vitro 5. ve 14. giinlerinde; in
vivo ise 14. giiniinde artigin1 gostermektedir. Serum ALP seviyeleri ise ancak 15. glinden
itibaren Ol¢iilebilir bir diizeye ulasir (Komnenou vd., 2005; Ponzano vd., 2023).
Antihipertansif bir ilag olan Amplodipin ve trombositten zengin plazmanin (PRP) kemik
kiriklarinin iyilesmesi iizerine etkilerinin arastirildigi deneysel kemik defekti ¢calismasinda,
Amplodipin/PRP uygulamasimnin kemik mineralizasyonunu ve ALP ekspresyonlarint 21.
giinde anlamli diizeyde artirdig1 belirlenmistir (Atalay vd., 2015). Allojenik osteoblastlar
kullanilarak yapilan bir diger ¢caligmada ise, siganlarda olusturulan kalvaryal defekt alanina
lokal olarak osteoblast uygulamasi gergeklestirilmis ve 4. haftada doku 6rnekleri alinarak
kemik rejenerasyonu diizeyi belirlenmistir. Buna gore 4. haftada ALP gen ekspresyonlarinin

allojenik osteoblast uygulanan grupta anlamli olarak arttig1 saptanmistir (Souza vd., 2018).
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Bitkisel 6zlerden olusan bir karisimin lokal uygulamasimin yapildigr bir kritik
kalvaryal defekt modelinde, sicanlarin 4. ve 6. haftalarda mineralizasyon ve kolajen
seviyelerinin anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir (Lee vd., 2018). Sicanlarda olusturulan
kalvaryal kemik defekti modelinde ALP seviyelerinin arastirildigi bir baska c¢alismada ise,
lokal paratiroid hormon uygulamasinin, ALP ekspresyonunu 15. giinde anlamli diizeyde

artirdigi bildirilmistir (Auersvald vd., 2017).

Beta-trikalsiyum fosfat ve beta-kalsiyum silikatin kombine lokal uygulamasinin
sicanlarda olusturulan kalvaryal kemik defekti modelinde, materyalin 6. haftada ALP
ekspresyon seviyelerini artirarak kemik mineralizasyonunu ve bunun yami sira kolajen

birikimini hizlandirdig1 belirlenmistir (Xu vd., 2018).

Deve dikeni bitkisi ekstraktinin 15 giinlik uygulamasinin kemik defektlerinin
iyilesmesinde ALP seviyelerini 21. giinde anlaml diizeyde artirdig1 goriilmiistiir (Kim vd.,
2012). Yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler kirik sonrasi erken donemde ALP artisinin

kemik remodelingi ve rejenerasyonu i¢in kritik oldugunu gdstermektedir.

Kemik Iyilesmesi ve TRAP

Kemik kiriklarinin iyilesme siirecindeki 6nemli basamaklardan biri onarim fazinda
olusan yumusak kallusun, kompakt kemik olusabilmesi i¢in remodeling evresinde rezorbe
edilmesidir. Remodeling evresinde bu rezorpsiyon osteoklast aktivitesiyle gergeklesir.
Osteoklastlar rezorpsiyonu salgiladiklar1 TRAP enzimi ile gerceklestirir. TRAP lizozomal
kaynakli bir enzimdir, osteoklastik aktivitenin ve kemik rezorpsiyonun en Onemli

gostergesidir (Ballanti vd., 1997).

Rezorpsiyon ve TRAP aktivitesi yeni kemik olusumunu ve yeni kemigin mekanik

yuklenme yetenegini yeniden kazanmasi i¢in énemlidir. TRAP enzimi yogunlugu, kemigin
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remodeling etkinliginin belirlenmesi ve mekanik rejenerasyon diizeyinin Sl¢lilmesinde
kullanilir (Y1lmaz vd., 2024). Kemik remodelingi basladiginda dokuda TRAP seviyeleri
artmaya baslar ve osteoklastlarin diferansiyasyonu gerceklesir (Blumer vd., 2012).
Boylelikle yeni kemik olusumu osteoblast aktivitesini de igeren dengeli bir siire¢ halinde

devam eder.

Osteoklastik aktivitenin énemli bir belirteci olan TRAP enzim aktivitesi deneysel
calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Sicanlarda olusturulan deneysel tibia fraktiirlerinin
iyilesmesinde, Psoralen’in etkileri arastirilmig ve ¢alismanin 3. ve 7. giinlerinde elde edilen
tibia dokularinda TRAP pozitif hiicrelerin sayisinin arttigr belirlenmistir. Bu calismada
Psoralen’in osteoklast aktivitesini artirict etki gosterdigi belirtilmistir (Zhang vd., 2019).
Elektromanyetik rezonans uygulamasinin kemik rejenerasyonu iizerine etkilerinin
arastirildigi farelerde tibia fraktiirii modelinde, 14. ve 28. giinde elde edilen dokularda TRAP
pozitif hiicrelerin yogunlugu arastirilmistir. Buna gore elektromanyetik rezonans
uygulamasinin 28. giinde TRAP pozitif hiicre sayisini anlamli diizeyde azalttigi
belirlenmistir. Bu c¢aligmada elektromanyetik rezonans uygulamasmnin TRAP enzimi
seviyelerini azaltarak, yeni kemik olusumunu hizlandirdig: belirtilmistir (Wang vd., 2023).
Hidroksiapatit kristalleri ve fosfotidil serin i¢eren lipozomlarin kalvaryal defekt modelinde
4. ve 8. haftalarda TRAP enzim aktivitesi {izerine etkileri arastirilmis, 4. haftada TRAP
enzim aktivitesinin arttigin1 ve 8. haftada ise azaldig1 goriilmiistiir (Hatakeyama vd., 2019).
Rekombinant Tip I kolajen tedavisi yapilan kritik kalvaryal defekt modeli iyilesmesinde,
TRAP pozitif hiicre sayisinin 4. ve 8. haftalarda arttig1 ve 12. haftada ise anlamli olarak
azaldig1 goézlenmistir. Bu durum 12. haftada yeni kemik olusumunun tamamlanmis oldugunu

diistindiirmektedir (Chimedtseren vd., 2023).

Kemik lyilesmesi ve BMP2

Kemik kiriklarini takiben hizlica intramembrandz veya endokondral kemiklesme
siirecleri baslar. Bu siireclerde bircok molekiilin (ALP, OPG, COL1 ve BMP2/4)

ekspresyonunda artis gergeklesir. Bunlardan birisi olan BMP2, 1-2 giin i¢inde periosteumda
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ekspresyonu artan bir molekiildiir. Bu artis BMSC’lerin hizlica osteoblastlara
diferansiyasyonunu kolaylastirarak, kirtk onarimi ve yeni kemik olusumunu baslatir
(Dumic-Cule vd., 2018). TGF-p ailesinin bir liyesi olan BMP2, kemik dokuda kok hiicre
diferansiyasyonunu indiikleyen énemli bir proteindir ve 2002 y1linda Amerikan Gida ve Ilag
Idaresi (FDA) tarafindan kemik kiriklarmin tedavisinde terapdtik ajan olarak kullanimi

onaylanmistir (Fuchs vd., 2021).

Kemik kiriklarinin rejenerasyonunun arastirildigi deneysel ¢alismalarda BMP2 hem
tedavi edici ajan olarak kullanilmis hem de kullanilan biyomateryallerin osteoindiiktif
etkileri dokudaki BMP2 seviyeleri olgiilerek incelenmistir. Sigcanlarda mandibula defekti
sonrast ergosterosid ve risedronat’in kombine uygulamasinin 2. ve 4. haftalarda BMP2

ekspresyonlarinda artiga sebep oldugu belirlenmistir (Xu vd., 2021).

Bagka bir caligmada ise, seftali ¢ekirdegi Oziliniin si¢anlarda olusturulan femur
fraktiirlerinin 1iyilesmesi lizerine olan etkileri arastirllmis ve 4. haftada alinan doku
orneklerinde BMP2 ekspresyon seviyesinin arttigi ve kirik kaynamasinin olustugu
saptanmistir. BMP2’nin bu etkilerini kemik hiicresi membranindaki reseptoriine baglanarak

niikleustan Runx?2 ekspresyonunu artirarak gergeklestirdigi ileri stiriilmiistiir (Jun vd., 2023).

Kritik kalvaryal defekt modelinde magnezyumla zenginlestirilmis ksenogreft
uygulamasinda, 21. giinde kalvaryal kemik orneklerinde immiinohistokimyasal analizler
yapilmis ve ksenogreft uygulanan gruplarda BMP2 pozitif hiicre sayisinin anlamli diizeyde
arttig1, greftin yeni kemik olusumunu hizlandirdig: belirlenmistir (Candrli¢ vd., 2024).
Periodontal ligament kok hiicrelerinden elde edilen eksozomlarin kritik kalvaryal defekt
modelinde osteoindiiktif etkilerinin arastirildigi bir calismada ise 6 haftalik tedavi sonrasinda
kalvaryal kemikte BMP2 ekspresyon seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (Albougha vd.,
2024). Resveratrolden elde edilen karbon dotlarin kemik iyilesmesi iizerine etkilerinin
arastirildigr kritik kalvaryal defekt modelinde, 21. giinde elde edilen kalvaryal kemik
orneklerinde BMP2 seviyelerinin artti8i, kritik defektin kontrol grubuna gore daha 1yi bir
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iyilesme gosterdigi belirlenmistir (Somasundaram vd., 2024). Tim bu veriler kemik
iyilesmesinde BMP2’nin hem iyi bir rejenerasyon belirteci oldugunu hem de kemik

defektlerini tedavi edici bir ajan olarak kullanilabilecegine isaret etmektedir.

Kemik Iyilesmesi ve Runx2

Kemik kiriklarinin rejenerasyonu igin osteoprogenitdr hiicrelerin osteoblastlara
proliferasyonu ve kirik hattina migrasyonu, yeni kemik olugumunun saglanmasindaki en
kritik basamaklardan bir tanesidir. Bu evrede osteoprogenitor hiicrelerin diferansiye olmast
kemik dokudan salgilanan bazi faktorlere baglidir (Liu vd., 2011). Bunlardan bir tanesi olan
ve multipotent kok hiicrelerinde, osteoblastlarda ve kondrositlerde sentezlenen Runx2
iskelet gelisimi icin O6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Runx2 ekspresyonunun artisi
BMSC’deki Tip 1 kolajen, ALP ve osteokalsin gibi osteoblastik belirte¢lerin ekspresyonunu
indiikler (Carbonare vd., 2012). Runx2 kondrositlerin osteoprogenitdr hiicrelere ve
osteoblastlara diferansiyasyonunu stimiile eder ve bdylelikle trabekiiler kemik gelisimine

katkida bulunur (McGee-Lawrence vd., 2014).

Runx2 kemik kiriklarinin remodeling evresinde yeni kemik olusumu i¢in gerekli olan
proteinlerin sentezini uyarict etki gosterdiginden yeni kemik olusumu ve rezorbsiyonu
arasindaki dengenin belirlenmesinde 6nemlidir (Kim vd., 2020). Umblikal kord koék hiicre
tedavisinin, kritik kalvaryal defekt modelinde iyilestirici etkilerinin 4. haftada goriildiigii ve
elde edilen dokularda Runx2 seviyelerinin arttig1 belirlenmistir. Ek olarak tedavi gruplarinda
gerceklestirilen mikro bilgisayarli tomografi goriintiillemesinde onarilmis kritik defekt
alaniin kontrol grubuna gore daha biiyilik oldugu gozlenmistir (Stanton vd., 2024). Kemik
kiriklarinda tedavi edici ajan olarak BMP2 kullanimmin kritik kalvaryal defekt modeli
olusturulan sicanlarda 6. haftada Runx2 ekspresyon seviyelerini artirdigi belirlenmistir.
BMP2 bu etkisini kemik hiicrelerinde Runx2 ekspresyonlarmin artigini stimiile ederek
gostermistir (He vd., 2024). Umblikal korddan elde edilen Wharton jo6lesinin siganlarda

olusturulan kalvaryal defektlerin iyilesmesi lizerine etkileri ve Runx2 ekspresyon seviyeleri
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incelenmis ve Wharton jolesinin lokal uygulamasindan sonraki 21. giinde yapilan
immiinohistokimya analizi ile Runx2 pozitif hiicrelerin sayisini arttirdig1 belirtilmistir (Fu
vd., 2024). Yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde Runx2’nin kemik rejenerasyonu

diizeyini gosteren onemli bir belirteg oldugu goriilmektedir.

Kemik Iyilesmesi ve VEGF

Kemik kiriklarinda hasarli alanin yeniden kanlanmasi, oksijen ve besin tasimasi
rejenerasyon siireci i¢in onemlidir. Anjiyogenez kemik iyilesmesinin inflamatuar fazinda
baslar ve remodeling siirecine kadar devam eder. Anjiyogenezis bir¢ok biiylime faktori
tarafindan aktive edilse de en 6nemli stimulan faktér VEGF dir (Komori, 2022). VEGF yeni
damar olusumunu saglamak iizere inflamatuar ve stromal hiicrelerden sentezlenir, fakat

VEGF’in asil kaynag1 osteoblastlardir.

VEGF seviyesi kemik remodelinginin etkinliginin dnemli bir bulgusudur. VEGF
ayrica osteoklast iizerindeki VEGF reseptorine (VEGFR1) de baglanarak, osteoklastik

diferansiyasyonu ve aktivitesini de diizenler (Hu ve Olsen, 2016).

Mir26a’nin osteoindiiktif etkilerini arastirmak iizere kritik kalvaryal defekt modeli
olusturulan siganlarda, 4 ve 8§ hafta siire ile mir26a igeren biyomateryal uygulanmistir. Elde
edilen sonuglar 4. ve 8. haftada kalvaryum dokularinda VEGF ekspresyonlarinin ve yeni
damar olusumunun 4. haftada daha fazla olmak iizere her iki haftadaki dl¢iimlerde anlamli
olarak yiiksek oldugunu gostermistir (Sadowska vd., 2023). Hiperbarik oksijen tedavisinin
kalvaryal defekt rejenerasyonunda VEGF ekspresyon seviyelerini 6. haftada anlamli olarak
arttirdig1 ve normobarik oksijen uygulamasina oranla kemik rejenerasyonunda daha etkili
oldugu gosterilmistir (Fok vd., 2008). Antiinflamatuar bir ajan olan Resolvin D-1’in kritik
kalvaryal defektlerin iyilesmesi iizerine etkileri 4 haftalik uygulama ile arastirilmig, 8.
haftada elde edilen kalvaryal kemik dokularinda VEGF seviyelerinin kontrol grubuna gore

anlamli diizeyde artt1g1 belirlenmistir (Jiang vd., 2022). Overektomize siganlarda olusturulan
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kritik kalvaryal defekt modelinde, Catalpol’un STAT3 yolagi inhibisyonu ile kemik
rejenerasyonu saglayarak, 8. haftada VEGF ekspresyonlarint anlamli diizeyde artig sagladigt
gosterilmis ve STAT3 inhibiyonunun osteoporotik kiriklarda etkili bir yolak oldugunu
belirlenmistir (Chen vd., 2021). VEGF diizeyinin belirlenmesi kemik kiriklarinin
rejenerasyonunun belirlenmesi agisindan oldukea kritiktir. VEGF ile indiiklenen yeni damar
olusumu ile kirik alanina yeniden oksijen ve besin tasinmasmin saglanmasi kemik

remodelingi i¢in 6nemlidir.

1.3.4.Kemik Iyilesmesinde Giincel Klinik Uygulamalar

Kemik rejenerasyonu molekiiler, hiicresel, biyomekanik faktorler, immiin hiicreler ve
bliylime faktorlerinin entegrasyonunu igeren kompleks patofizyolojik bir siirectir. Bu
stirecler kapsaminda kemik kiriklarinin iyilesmesi haftalardan aylara hatta yillara varan uzun
bir siire gerektirir. Bu siire boyunca hastalar immobilize olurlar, sosyal ve is hayatindan izole
olmak zorunda kalirlar. Immobilizasyonun siiresinin negatif sosyo-ekonomik etkilerinden
dolay1, kemik kiriklarinin kaynasmasint ve iyilesmesini hizlandiracak yontemlerin

gelistirilmesi olduk¢a 6nemli hale gelmistir.

Kemik kiriklarinin eksternal uygulamalarla onariminin tarihi M.O 2500-3000
yillarina dayanmaktadir. Bilinen en eski kirik stabilizasyon uygulamasi Misirhilarin
kullandig1 agag lifleri ve sopalarla yapilan atel uygulamasidir. Genis capli kemik
defektlerinin onarimi i¢in ise ilk otogreft 1821 yilinda bir Alman ortopedist olan Philipp
Franz von Walther tarafindan kranyum kemigi tamirinde kullanilmistir (Donati vd., 2007).
Gilinlimiizde ise kemik defektlerinin veya kiriklarinin tedavisinde genellikle defekt alam
kiiciik ve kirik fragmanlar1 birbirinden ¢ok ayrilmamigsa, anatomik dizilimin tekrar
saglanmas1 icin cerrahi fiksasyon yapilmakta, fakat defekt alami genis ise greftleme

yontemleri (otogreft, allogreft, ksenogreft veya sentetik greftler) uygulanmaktadir.

Giincel greft uygulamalari arasinda bir¢ok yontem bulunmasina ragmen, otogreft

yontemi altin standart bir metot olarak genis kemik defektlerinin tamirinde kullanilmaktadir.
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Bununla birlikte, greft materyalinin yetersizligi veya uygulandiktan sonra otogreftin ana
kemige kaynamama riskine bagli komplikasyonlarin varlig1 bu yontemin optimize edilmesi

gerekliligini isaret etmektedir.

1.4. Kemik Greftleri

Kendiliginden iyilesemeyen kritik boyutlu kemik defektlerin tedavisinde hasarl
alana implant veya greft uygulamasi yapilir. Greft olarak uygulamalarinda allogreft,
kesnogreft gibi dogal greftler veya sentetik greftler kullanilir. Bunlar arasinda otogreft

uygulamasi “altin standart” uygulama olarak tanimlanir. (Baldwin vd., 2019).

Bir insandan digerine bir kemik parcasinin nakledilmesi veya bir uzvun nakledilmesi
binlerce yildir uygulanan bir yontemdir. ilk otolog greft uygulamasi 1820 yilinda
trepanasyondan sonra kafatasimin bir pargasini degistiren cerrah Philips Von Walter
tarafindan Almanya'da gergeklestirilmistir. Giinlimiize kadar otolog greft uygulamasi tiim
diger greft uygulamalarindan (allogreft, ksenogreft, sentetik greftler) her zaman daha iyi
sonuglar vermistir ve halen yaygin olarak kullanilmaktadir (Donati vd., 2007). Otogreft
olarak kanselloz, vaskiilarize olmayan kortikal veya vaskiilerize kortikal kemikler
kullanilabilecegi gibi kemik iliginin kendisi de kullanilabilir. Otogreftin osteojenik,

osteokondiiktif ve osteoindiiktif etkileri kullanilan otogreft ¢esidine bagl olarak degisir.

Kanselloz kemik otogreftlerinin osteoindiiktif etkilerinin iyi bilinmesine ragmen,
proteinlerin ve sitokinlerin otolog kanselloz greftte aktif olup olmadig: bilinmemektedir.
Kortikal kemik greftleri ise mekanik olarak dayamiklilik gosterme ve biyiik kemik
kayiplarinin greftlenmesinde miktar olarak yeterli olma gibi avantajlara sahiptirler. Bu
nedenlerle insanlarda otolog kemik grefti 5-6 cm ve {lizeri kemik kayiplarinda tercih
edilmektedir. Bununla birlikte 12 cm ve tizeri genislikte kemik kaybi oldugu durumlarda,
damarli olmayan greftler % 25-50 oraninda basarisiz olmaktadir (Wang ve Yeung, 2017). Bu
tirden kritik kemik kayiplarinda damarsiz greftler yeni kemik olusumunu saglamada

yetersiz kalir. Bu sebeple kritik boyutlu kemik defektlerinin tamirinde damarli greftlerin

31



kullanilmas1 6nerilirken, greft transplantasyonu sirasinda damarli greftlerin vaskiiler yapiya

zarar verilmeden alinmasi neredeyse imkansizdir.

Otogreft uygulamasi icin greft alinan viicut bolgeleri genellikle uzun kemikler ve
iliak kanattir, fakat en sik tercih edilen vaskiilerize fibula greftidir. Greft alinan bolgelerde
donor saha problemleri ortak bir sorundur. Buna ek olarak dondrde uzun siireli agrni,
operasyon sirasinda kan kaybi, greft alinan bolgede agr1 ve yetersiz greft materyali elde

edilmesi gibi komplikasyonlarla yaygin olarak karsilasilir (Jakoi vd., 2015).

Klinik uygulamada kullanilan otogreftler 2 tiptedir. Bunlar;

1. Kanseloz otogreftler, otolog kemik grefti yontemleri arasinda en yaygin
olarak kullanilan greft tiiriidiir. Bu greft tiiriinde az miktarda osteoblast ve osteosit elde
edilirken bol miktarda MSC elde edilir. Bu sayede yeni kemik olusumu icin gereken
osteojenik potansiyel ve osteoindiiktif etki orani artar. Greft uygulamasini takiben kemik
tyilesme siireclerinden hematom ve inflamasyon fazlar1 baslar. Bu siiregte greft, makrofajlar
tarafindan elimine edilir ve neovaskiilarizasyon goriiliir. Otogreftin de etkisiyle
osteoblastlardan osteoid iiretilir. Yeni kemik doku ile greft doku zamanla yer degistirir ve 6-

12 aylik bir siire zarfinda kemige yeni sekli verilir (Schmidt, 2021).

2. Kortikal otogreftler diisiik miktarda osteoprogenitor hiicreler igermesine
ragmen Ustlin dayaniklilik ve mekanik destek saglarlar. Kanseloz greftin aksine, kortikal
greftlerin sert yapisi nedeni ile remodeling ve revaskiilarizasyon evreleri sekillenmez ve yeni
kemik olusumu 6zellikle osteoklastlarin aktivasyonuyla hematom ve inflamasyon evrelerini
takiben baglatilir. Kortikal otogreftleme yonteminde greftin biiyilikligli ve hasar alaninin
genisligine bagli olarak yeni kemik olusumu yillar siirebilmektedir (Roberts ve Rosenbaum,

2012).

Otogreft disinda kullanilan greft materyallerinden allogreftler, insan kadavralarindan
elde edilen ve sterilize edilerek alictya uygulanan bir greft tiirlidiir. Allogreftler dondrden

aliciya ulastirilma siirecinde osteoindiiktif etkilerini kaybedebilmektedir. Dondr kaynakli
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patojen tasima riski ve uygulanma kosullarinin zorlugu nedeniyle klinik kullanimi kisithdir

(Bray vd., 2017).

Ksenogreft, genetik olarak farkli bir tiirden doku transferidir. Ksenogreftler asir1 bag
doku gelisimine ve gecikmis vaskiilarizasyona neden olabilmektedir (Flanagan vd., 1994).
Allogreftler ve ksenogreftler donér bulma agisindan kolaylik saglasa da osteojenik, immiin
reakisyon ve patojen tagima risklerinden dolay1 greft uygulamalarinda otogreftler kadar

tercih edilmemektedir.

Sentetik greftler ise non-ossedz materyallerden hazirlanan kemik greftleridir.
Sentetik greftler bir patojen veya hastalik tasima riski gostermemelerinin yani sira greft
uygulanacak alan i¢in istenilen sekilde iiretilebilme gibi avantajlara da sahiptirler. Fakat
sentetik greftlerin osteoindiiktif veya osteokondiiktif etki olusturma kapasitesi oldukca
stnirhidir. Bu nedenle sentetik greftlerin osteointegratif iceriklerle kombine edilmeleri

gerekir (Cook ve Cook, 2009).

1.5. Kiriklarda Kaynamama

Kemik kiriklarinda kaynamama durumu igin literatiirde bircok tanimlama
bulunmaktadir. FDA’nin tanimima goére kaynamama, kirigin gerceklesmesinden 9 ay
gegmesine ragmen art arda 3 ay boyunca iyilesme ile ilgili radyolojik veya biyolojik hicbir

kanit olmamasi durumudur.

Farkli kaynaklarca kaynamama, ileri bir girisim yapilmaksizin kesinlikle
iyilesmeyecek kirik olarak tanimlanmistir (Bray vd., 2017). Bununla birlikte kaynamama
durumu ileri miidahalelere ragmen de goriilebilmektedir. Ornegin genis kemik defektlerinin
onariminda altin standart metot olarak kullanilan otogreft uygulamalarimin en 6nemli
komplikasyonlarindan biri de yine kaynamama sorunudur. Greft uygulanan bolgede defekt
alaninda kaynama olmadiginin belirlenmesi i¢in bir tanim heniiz bulunmamaktadir. Greft
uygulamasi lizerinden yirmi {i¢ ay ge¢mis olmasina ragmen klinikte agr1 semptomunun

devam etmesi ve radyolojik incelemede iyilesme goriilmemesi kaynamama olarak
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tanimlanmaktadir (Gomez-Barrena ve Ehrnthaller, 2024). Kaynamama komplikasyonlari
uzamig farmakoterapi ve immobilizasyona, morbiditeye ve sosyo-ekonomik hayattan uzak

kalmaya neden olmaktadir.

Greft uygulamalarindan sonra ortaya c¢ikan kaynamama riskinin en Onemli
sebeplerinden biri yetersiz greft materyalinden dolay1 greftin ana kemik ile yetersiz temas
saglamasidir. Bu durum tekrar cerrahi prosediirler gerektiginden hastanin yasam kalitesini
oldukca olumsuz etkiler. Ozellikle genis ¢apli defektler i¢in gerceklestirilen otogreft
uygulamalarinda, yetersiz greft materyalinden dolay1r ana kemikten gelismesi beklenen
osteoindiiktivite, osteokonduktivite ve anjiyogenezisin yetersizligi kaynamama ve rejenere

olamama ile sonuglanmaktadir (Jain vd., 2015).

Bir greftin kaynama sagladigini gosteren klinik bulgular greftlenmis defekt alanina
agrisiz mekanik yliklenmedir. Radyolojik olarak ise kirik hattinda kallus goriintiilenmesi
kaynamanin gerceklestigini gosterir (Davulcu vd., 2024). Greft uygulamasinda basaril
sonuclar alabilmek i¢in kaynama bolgesinde anjiyogenezisin ve osteoblast migrasyonunun
saglanmas1 gerekir. Bunu saglamak i¢in greft uygulanirken avaskiiler kisimlarin
uzaklastirilmasi gerekir. Mekanik dayanikliligin saglanmasi i¢in ek bir doku hasarina neden
olmayan uygun bir cerrahi teknik kullanilmasi olduk¢a degerlidir. Mekanik saglamlig:
saglayabilecek gelismis cerrahi teknikler, vaskiileriteyi saglayabilecek otolog kanselloz
greftler olsa da greftlerde halen osteoindiiktivite oranlar1 diisiiktiir ve yeterince greft
materyali bulunamama gibi dezavantajlar bulunmaktadir (Sheikh vd., 2015). Tiim bu
nedenlerle kemik doku miihendisligi alaninda bu sorunlara ¢éziim getirecek yenilik¢i

tirlinlere yonelik ¢aligmalar giiniimiizde halen devam etmektedir.

1.6. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi miihendislik metot ve prensiplerinin tip ve fizyoloji

uygulamalarina uyarlanarak, insan viicudundaki dokulara benzer yapilar iiretilmesine veya
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hasarl1 dokunun rejenerasyonuna olanak saglayacak materyallerin gelistirilmesine

odaklanmis bir biyomedikal miihendislik alanidir (Olson vd., 2011).

Doku miihendisligi uygulamalari son yirmi yilda hizli bir gelisme gostermistir. Bu
alanda yapilan c¢aligmalarda farkli doku ve organlar igin cesitli yapt ve igeriklerde
biyomateryaller iiretilmis ve etkinligi degerlendirilmistir (Catalano vd., 2013). Doku
miithendisligi alaninda kullanilan materyaller insan, hayvan veya insan/hayvan doku
kombinasyonu igerecek sekilde olabilecegi gibi tamamen sentetik materyalleri igerek sekilde
de hazirlanabilir. Bununla birlikte sentetik materyallere molekiil, ilag veya kok hiicre
yiiklenerek insan veya hayvandan elde edilen yapilara oranla daha yiiksek verim ve olumlu
sonu¢ elde edilebilen materyaller de iiretilebilmektedir (He ve Olsen, 2016). Doku
mithendisligi alan1 bu tiirden ¢esitli materyallerin iiretimini saglayarak organ kaybi, doku

hasar1 veya farkli klinik patolojilerde hastalara umut vadetmektedir (Olson vd., 2011).

Doku miihendisligi yapay doku miihendisligi, tendon doku miihendisligi, deri doku
miithendisligi, okiiler doku miihendisligi gibi cok genis bir yelpazede klinik uygulamaya
hitap etmektedir. Son yillarda 6nemi hizla artan alanlardan bir tanesi Kemik Doku

Miihendisligidir.

1.6.1. Kemik Doku Miihendisligi

Kemik doku miihendisligi, doku miihendisligi yontemleri ile yapay kemik olusturma
ve kemik rejenerasyonunu saglamak amaci ile hiicre veya osteoindiiktif bir molekiil
tasiyabilen ve doku destegi saglayan materyallerin {iretimini ve etkinligini inceleyen bir
doku miihendisligi dalidir (Aykora ve Uzun, 2024). Bu alanda gelistirilen biyomateryaller
kemik rejenerasyonunu hizlandirarak, kemik kiriklarinda veya kayiplarinda hastalarin uzun
yatis siiresini veya medikal tedavi alma siirelerini kisaltarak hizli iyilesme saglayabilecek

materyallerdir.
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Kemik doku essiz bir iyilesme yetenegine sahiptir. Fakat iyilesme siirelerinin aylar
veya yillar siirmektedir. Ayrica genis ¢apli kemik kayiplarinda ise yeniden kemik olusumunu
saglayabilecek bir greft materyaline ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenlerle greftlerin ana
kemikle kaynasmasmi hizlandiracak ve yeni kemik olusumunu uyaracak tedavi
yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Kemik doku miihendisligi bu alanda yeni {iriinler
gelistirilmesine yonelik ¢aligsmalar yapmaktadir. Bu alanda gelistirilecek tirlinlerin tagimasi

gereken temel 6zellikler agsagida verilmistir.

(a) Kullanilan biyomateryal biyouyumlu ve kemik ECM’sine benzer yapida olmalidir

(b) Uygulanan greft materyali dogal kemik doku olusumundaki siire¢lerde oldugu

gibi rezorbe edilebilmeli ve yeni kemik olusumuna izin vermelidir (biyobozunurluk)

(c) Osteojenik hiicrelerin yerlesebilecegi bir iskele karakteristigine sahip olmalidir

(osteokonduktivite),

(d) Osteojenik hiicrelerin proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu saglama yetenegi

gostermelidir (osteoindiiktivite),

(e) Vaskiilarizasyonu saglayacak 6zellikler tagimalidir (Amini vd., 2012).

Yukarida belirtilen O6zellikler kemik doku miihendisligi alaninda iiretilecek bir
biyomateryalin kemik rejenerasyonunu saglayabilmesi i¢in tagimasi gereken optimal
ozelliklerdir. Bununla birlikte kullanilacak olan greft materyalinin cesitli hiicre veya
molekiiller ile zenginlestirilerek osteointegratif katkis1 artirilabilir (Qu vd., 2019). Bu amacla
tiretilen ve kayba ugramis bir organ ve dokunun yerini alabilecek veya hasarli dokunun
rejenerasyonunu saglayabilecek dogal veya sentetik temelli, bir veya birden fazla maddeden
olusan yapilar biyomateryaller olarak tanimlanirlar. Ilgili organ veya doku hasarina/kaybina
uygun, tiim 1deal oOzellikleri iceren bir materyal mevcut olmadigindan kullanilan

biyomateryallerin olumlu 6zellikleri birlestirilerek ¢esitli biyomateryaller iiretilebilmektedir.

Kemik doku miihendisligi alaninda gelistirilen biyomateryaller yukarida belirtilen

ozellikler cercevesinde hem bir iskele 6zelligi tagiyabilen hem de rejeneratif etki gosteren
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kombinasyonlardan seg¢ilir. Bu amagla iiretilecek olan biyomateryalin dncelikle hiicrelerin
tutunabilecegi ve kemik ECM’sine benzer nitelikte olmas1 gerekir. Bu sayede kemik doku
mikrogevresine uygun ve dokunun primer ihtiyacina yonelik bir uygulama segilerek doku

rejenerasyonu hizli bir sekilde saglanabilir (Lee vd., 2014).

Kemik doku miihendisligi alaninda iskele olarak kullanilabilme veya biyobozunum
Ozelligi sayesinde kontrollii ilag salimina imkan verebilen hidrojel, kitosan ve aljinat gibi
dogal polimerik materyaller ile PLGA, poli-kaprolaktone (PCL), polilaktik asit (PLA),
PMMA ve PVA gibi sentetik polimerik materyaller olmak {izere bircok farkli malzeme
kullanilmaktadir (Trucillo, 2024). PLGA bunlar arasinda en yaygin kullanilanlardan bir

tanesidir.

1.6.2. PLGA

PLGA alifatik polyester polimer yapisinda bir polimer olarak ¢ok yonlii kimyasal
tastyicilar seklinde kullanilmaktadir. PLGA matriksinin biyouyumluluk, biyobozunurluk ve
milkemmel fizikokimyasal ve mekanik oOzellikleri ile ila¢ uygulamasi ve doku
miihendisliginde kullanimi 6ne ¢ikmaktadir (Martins vd., 2017; Mirza-Aghazadeh-Attari
vd., 2022). PLGA matriksinin biyobozunurlulugunun ve biyoemilirliginin siire bazinda
thtiyaca bagl olarak tasarlanarak iiretilebilmesi ise bu matriksin 6nemli bir baska 6zelligidir
(Sekil 7). Bu agidan PLGA ¢ok yonlii kullanim1 ve islenebilirligi ile farmasotik teknolojide
kendine 6nemli bir yer bulmustur (Vlachou vd., 2022).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile PLGA matriksinin ¢esitli kimyasal varyasyonlarla
kombine olarak kullanimi ile hedef dokuda ¢6ziinme siiresinin ayarlanabilecegini
gostermistir. Kontrollii biyoemilim ve biyosalima izin veren bu 6zelligi PLGA nin doku
miihendisligi alaninda kullanimini yayginlastirmistir (Lee vd., 2023). Bu 6zelliklerinden
faydalanilarak kemik doku miihendisligi alaninda hiicre infiltrasyonunu saglayici PLGA
yapida matriks iiretimleri gergeklesmistir (Jin vd., 2021). Kombine kullanilan kimyasallar

arasinda ¢esitli ilaglar, biyoseramikler, hidrojeller ve biyoaktif cam yer almaktadir. Kemik
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hasarlarinin onariminda PLGA matriksinin ¢esitli ilaclar ile kombine kullaniminin kemik
hasarlar1 tedavisinin etkinligini artirdig1 belirlenmistir. Yapilan in vitro ¢alismalar PLGA ve
melatonin bilesiminin kemik fraktiirlerinin onariminda umut vadedici oldugunu ortaya

koymustur (Dziadek vd., 2023).
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Sekil 7. PLGA’nin kemik doku miihendisliginde kullanim alanlar1.

PLGA vb. polimerlerden iiretilen biyomateryaller nanolif matriksler olarak da
bilinirler ve hedeflenen aralikta lif dagilimi, yiliksek gozeneklilik, etkili mekanik dayanim ve
spesifik biyokimyasal 6zelliklere sahiptirler. Gozenekli yapilarina bagli olarak nanoliflerde
ortaya c¢ikan genis ylizey alani/hacim orani, hiicre yapismasini, ¢ogalmasini, gociinii ve
farklilasmasint destekler. Tiim bunlar doku mihendisligi c¢aligsmalar1 i¢in istenen
ozelliklerdir. Gozeneklerin birbirine baglanabilirliginin, in vitro ve in vivo kemik birikme

hizin1 ve infiltrasyon derinligini olumlu yonde etkiledigi goriilmiistiir (Venugopal vd., 2008).
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1.6.3. Elektroegirme Yontemi ve Nanolif Uretimi

Elektroegirme yontemi bir elektrik kaynagindan polimer eriyigine veya ¢ozeltisine
yiiksek voltajli akim uygulanarak, kimyasalin belli bir polariteye sahip karsit elektrota dogru
hizlandirilmasi esasina dayanan bir yontemdir. Stvida bulunan benzer yiiklerin birbirlerini
itmesi ile zit yukli ¢ozelti ve toplayicit plaka arasindaki elektrostatik ¢ekim artarak,
¢Ozeltinin ucundaki meniskiis Taylor Konisi halini alir. Elektrik alaninin giicli ¢6zeltinin
ylizey geriliminin iistiine ¢iktig1 andan itibaren ise lif jeti Taylor Koni’sinden hizla toplayict
plakaya dogru hareket eder. Bu sirada ¢ozeltideki ¢oziicli hizla buharlasarak ¢ozeltideki
polimer toplayici plakada birikir. Elektroegirme ile caplart mikrometre ile nanometre

arasinda degisen lifler iiretilir (Kailasa vd., 2021).
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Sekil 8. Elektroegirme yontemi ile ¢esitli bilesenlerden nanolif iiretimi (Stojanov ve Berlec,

2020).

Elektroegirme mikro ve nanolifli yapilarin iiretimi i¢in biyomalzemeler ve doku
miihendisligi dahil bircok alanda aktif kullanilan ve siirekli gelisim gosteren bir tekniktir
(Sekil 8; Stojanov ve Berlec, 2020). Bu yontem ile gelistirilen biyomalzemeler doku

miihendisligi alaninda siklikla tercih edilmektedir. Kemik doku miihendisligi alaninda ise
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elektroegirme yontemi hiicre proliferasyonu ve adezyonunu saglayan kompozit iskelelerin
tiretilmesi i¢in kullanilir. Bu alanda elektroegirme ile tiretilen liflerin kemik doku ECM’sini
taklit edebilme yetenegi, kemik doku miihendisligi alaninda elektroegirme yonteminin
Ozellikle tercih edilme sebebi oldugu soylenebilir. Ayrica, elektroegirme yontemi ile iretilen
nanolifler, kemik dokunun biyolojik 6zelliklerini taklit etmesini saglamak i¢in es zamanl
olarak biyo-makromolekiilleri kapsiilleyebilir (Afsharian vd., 2023; Maji ve Pramanik,
2022).

Hangi yontemle {iretilirse {iretilsin tiim biyomateryallerin kullanim amacina uygun
tretilip tretilmediginin belirlenmesi gerekir. Nanoliflerin morfolojik karakterizasyonu

olarak bilinen bu 6l¢iimler materyalin in vitro veya in vivo test uygulamasindan 6nce yapilir.

1.6.4. Nanoliflerin Morfolojik Karakterizasyonu

Nanomateryaller farkli boyut ve yiizey 6zelliklerine sahip bilesenlerden olusurlar. Bu
nedenle farkli karakteristik 6zellikler gosterirler. Doku miihendisliginde nanomateryaller
tercih edilirken fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin iyi analiz edilmesi, son iiriiniin etkin
kullaniminin belirlenmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir (Kaliva ve Vamvakaki, 2020).
Analizi yapilacak fiziksel ve kimyasal 6zellikler olarak materyalin gézenekliligi, yiizey
reaktivitesi, partikiil boyutu ve ¢oziiniirlik gibi o6zellikleri sayilabilir. Kemik doku
miihendisligi alaninda iiretilen polimerik materyaller genel olarak yiiksek biyobozunurluk
ve ¢ozliniirliik, kullanim amacina uygun gozeneklilik ile lif dagilimi gibi 6zellikleri yonii ile

degerlendirilirler (Carbajal-De la Torre vd., 2022).

Materyallerin bu Ozelliklerinin karakterize edilmesi en yaygin olarak taramali
elektron mikroskobu (SEM), gecirimli elektron mikroskobu (TEM), X-1s1n1 kirinimi (XRD)
ve fourier kizilotesi spektrometresi (FTIR) yontemleri kullanilir. Bu tekniklerden XRD ve
FTIR, materyalin kimyasal yapist hakkinda bilgi verirken, SEM ve TEM ise morfolojik
karakterizasyonu hakkinda bilgi saglar (Jayawardena vd., 2021).
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XRD, malzemelerdeki kristal yapmin karakterizasyonunun belirlenmesi igin
kullanilir. Malzemelerin yapilari, tane boyutlari, kristalinitesi, gerinim gibi 6zellikleri bu
teknik ile incelenir. Polimerik nanokompozitlerin yapisinin belirlenmesinde ve proses

kinetigi uygulamalarinda XRD’den faydalanilir (Skakle, 2005).

FTIR, polimerik materyallerin karakterizasyonu i¢in uygulanir. FTIR analizi ile
biyomalzemenin, farkli dalga boylarindaki 15181 absorbe etme yetenegi dlgiiliir (Kowalczuk
ve Pitucha, 2019).

SEM, nanomalzemelerin yapilariin morfolojisinin ve kimyasal
karakterizasyonlarinin analizi i¢in kullanilan yontemlerin basinda gelir. SEM analizi ilk
olarak 1960 yilinda ticari amacli malzeme ve ilaglarin tiretiminde kullanilirken, sonralar1 ve
giniimiizde yiiksek ¢oOziiniirlik 06zelligi ve nano boyutlu materyallerin ylizey
karakterizasyonu ve islevlerinin tanimlanmasi uygulamalarinda da kullanilmaya baglamistir.
SEM analizinde elektronlarin materyal igerigindeki atomlarla etkilesime girmesi sonucunda

numuneyi olusturan bilesenler ile ilgili her tiirlii bilgi elde edilir (Valdre vd., 1995).

1.6.5. Kemik Doku Miihendisligi ve Kemik Iyilesmesi

Kemik doku miihendisligi alaninda bugiine kadar kemik rejenerasyonunu saglamak
tizere bircok farkli yapisal Ozellikte ve icerikte biyomateryal iiretilmistir. Bu
biyomateryallerin 6ncelikle osteokondiiktif ve osteoindiiktif ozellikleri tasimasi beklenir.
Bu o6zellikleri saglamak tizere kullanilan materyaller arasinda tasiyict ve iskele olarak

iiretilen biyoseramikler, sentetik veya dogal polimerler gosterilebilir (Koons vd., 2020).

Biyoseramikler, inorganik biyomateryaller grubunda bulunur ve kemik doku
miihendisligi alaninda genis bir kullanim alanina sahiptirler. Bu materyaller seramik, amorf
cam ve cam seramikler olarak smiflandirilmaktadir ve kemik doku miihendisliginde

ozellikle iskele olusturma 6zellikleri ile dikkat cekmektedir. Biyoseramik materyallerin baz
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tiirleri biyobozunurluk 6zelligine de sahiptir. Yapilan caligmalar bu tiir biyomateryallerin
kemik dokunun inorganik matriksine uygun iyonlar salimlamasina ragmen, osteogenezis ve
anjiyogenez iizerine etkilerinin sinirli oldugu, biyobozunurlugunun hizli ve mekanik destek

yeteneginin ise yetersiz oldugunu gostermistir (Gathani ve Raghavendra, 2016).

Polimerler kovalent baglar ile birbirine baglanan uzun atom zincirlerinden olusan
organik materyallerdir (Fraile-Martinez vd., 2021). Polimerler sentetik ve dogal polimerler
olarak iki grupta incelenir. Her iki polimer tiirii de kemik doku miihendisliginde siklikla

tercih edilen polimerlerdir.

Dogal polimerler kitosan, aljinat, hidrojel, ipek, jelatin veya fibrinojen yapisinda
nanolif proteinlerdir. Doku miihendisliginde kullanilacak olan malzemelerin biyouyumlu
olmasi1 gerekliliginden dolayi, dogal polimerler sentetik polimerlere oranla daha yiiksek
avantajina  sahiptir  Ek  olarak  hiicre  proliferasyonunu  ve  adezyonunu
kolaylastirabilmektedirler. Fakat dogal polimerler kaynaklarinin az olmasi ve yliksek
maliyet oranlar1 nedeniyle doku miihendisligi alaninda kullanimlar kisithidir. Ayrica doku
iskelesi olarak zayif mekanik 6zellikler gostermeleri kemik doku miihendisligi alaninda
tercih edilmelerini azaltan bir diger faktordiir. Diger taraftan dogal polimerlerden
biyomateryal iiretilmesi asamalarinda birden fazla kimyasala maruz kalmas: etkinliklerinde
bir zayiflamaya neden olur (Guo vd., 2021). Tiim bu dezavantajlar nedeni ile son yillarda

dogal polimerler yerine sentetik polimer kullanim oraninin arttig1 goriilmektedir.

Sentetik polimerler biyouyumlu alifatik polyesterlerdir. Sentetik polimerler ¢ok
cesitli bilesimler ile hazirlanabilme ve genis bir yelpazede kullanima uygun hale getirilme
secenegi sunarlar. Genellikle biyolojik olarak inert Ozellik tasidiklarindan kimyasal
modifikasyonlara uyum saglarlar. Bu avantajlarinin yani sira sentetik polimerler kimyasal
ve morfolojik olarak istenilen O6zellikte iiretilebilir olma yetenegine sahip olduklarindan

dogal polimerlere gore daha ¢ok tercih edilirler (Yu vd., 2023).
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Doku miihendisliginde iskele olarak en sik kullanilan sentetik polimerler glikolid,
laktid ve kaprolakton monomerlerinden tiiretilir. Sentetik polimerler biyouyumlu ve
biyobozunur 6&zellikler igerir. Sentetik polimerler viicut sivisinda igerisindeki ester
baglarinin hidrolize olmasi sonucu bozuldugundan son {iriinleri viicut i¢in toksik degildir
(Gunatillake vd., 2003). Dahas1 sentetik polimerler hidrofobik ve hidrofilik 6zellikleri ile
osteoindiiktif ve osteokonduktif etkilerini kolay bir sekilde gosterebilirler. Hidrofobik
Ozellikleri sayesinde immiinojenik 6zellik gostermedikleri i¢in biyouyumluluklar yiiksektir.
Her ne kadar mekanik Ozellikleri dogal polimerlere oranla daha fazla olsa da sentetik
polimerlerin kemik doku rejenerasyonunda biyolojik fonksiyonlarinin potansiyelize
edilmesi gerekliligi bulunmaktadir. Bu amagla sentetik polimerlerle yapilmis ve polimerin
ilag, bliylime faktorii veya cesitli hiicreler icin tasiyict olarak kullanildig1 bir¢ok arastirma
yapilmistir. Elde edilen sonuglar sentetik polimerlerin farkli bir molekiil veya hiicre i¢in ideal

bir tasiyici oldugunu gostermektedir.

Kemik doku miihendisligi alaninda en ¢ok kullanilan sentetik polimerler PLA, PCL
ve PLGA’dir (Yu vd., 2023). Bu polimerler in vivo non-enzimatik hidroliz ile bozunduklar1
i¢in son iirtinleri toksik degildir. Sentetik polimerler materyallerin kemik doku miithendisligi
caligmalarinda tercih edilmelerinin 6nemli avantajlarindan biri de kimyasal yapilarinin,
kristalinitesinin, molekiiler agirliginin ve lif dagiliminin istenilen odlciilerde iiretilebilme
yetenegine sahip olmalaridir. Bu polimerlerden PLA biyouyumlu, termal stabilite ve toksik
son iirlin olugturmamasi acisindan kemik doku rejenerasyonuna katkida bulunma gibi
avantajlara sahiptir. Ancak, hiicre adezyonu o6zelliginin yetersiz olmasi, yavas
biyobozunurluk gostermesi ve biyobozunum sonrasi yapisindaki asit bilesiminden dolay1
ortamm pH’mi degistirerek inflamasyona neden olmasi gibi Ozellikleri yoni ile de

dezavantajlara sahiptir (Castafieda-Rodriguez vd., 2023).

PCL, FDA tarafindan onayli bir sentetik polimerdir, hidrofobik ve mekanik
desteginin yiiksek olmas1 dolayistyla kemik doku miihendisliginde tercih edilmektedir. Fakat
PCL’nin hidrofobik o6zelligi hiicrelerin afinitesini azaltmaktadir. Hiicre ve greft
interaksiyonun diisiik olmasi dolayli olarak hiicrelerin migrasyonunu, proliferasyon ve

adezyonunu sinirlandirarak optimal iyilesmeye izin vermemektedir (Phutane vd., 2023).
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Sentetik polimerler arasinda kemik dokunun mikrogevresine en uygun oOzellikte ECM
simiilasyonu saglayan, hiicre adezyon ve proliferasyonunu destekleyen bir polimer matriks

olarak PLGA, kemik doku miihendisligi alaninda 6ne ¢ikmaktadir (Yu vd., 2023).

1.7. Melatonin Hormonu

1.7.1.Melatoninin Biyokimyasal Yapis1 ve Sentezi

Melatonin ~ (N-asetil-5-metoksitriptamin) ~ omurgalilarda ve  memelilerin
cogunlugunda bir¢ok doku tarafindan sentezlenmesinin yaninda esas olarak pineal bezde
sentezlenir ve kana salinir. Pineal bez, epitalamik néroendokrin bir bez 6zelligi gosterir ve

ticiincii ventrikiilden kdken alir. Pineal bez melatonin iireten pinealositleri igerir.

Melatonin viicudun 6énemli bir homeostaz mekanizmasi olan sirkadiyen ritmin ana
diizenleyicisidir. Bir indolamin olan melatonin, amfifilik yapisindan dolay1 organizmalarin
her kompartmanina kolayca difiize olabilmektedir ve hiicrede etkilerini G protein iliskili
transmembran reseptorler araciligi ile gerceklestirir. MT1 ve MT2 reseptorleri organizmada
neredeyse biitliin hiicre membranlarinda eksprese edilmektedir ve melatonin bu iki reseptor

araciligi ile hiicrede etkilerini gostermektedir (Uzun, 2017).
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Sekil 9. Melatoninin kimyasal yapis1 ve sentezi.
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Melatonin sentezi hipotalamik paraventrikiiler ¢ekirdekten alinan 1sik bilgisinin
pregangliyonik sempatik noéronlara dogrudan veya indirekt olarak iletilmesi ile baslar.
Superior servikal gangliyonlarin bir dali olan postgangliyonik sempatik néronun
projeksiyonu ile konik sinirleri olusturan sinir lifleri pineal beze ulasir. Bu asamadan sonra
norepinefrin salgilanarak pinealosit membranindaki o ve B adrenerjik reseptorleriyle
baglanarak ve hiicre iginde cAMP-PKA-CREB ve PLC-Ca"™"-PKC sinyal yolagini uyararak

melatonin sentezini baslatir (Amaral ve Cipolla-Neto, 2018).

Melatonin sentezi, Oncii maddesi olan triptofanin pineal bez tarafindan pinealositlere
alinarak, triptofan hidroksilaz ile hidroksillenmesi ile basar. Hidroksillenen triptofan 5-
hidroksitriptofani olusturur. 5- hidroksitriptofandir kan-beyin bariyerini kolayca gegebilen
bir ara metabolittir. 5- hidroksitriptofan, 5-hidroksitriptofan dekarboksilaz enzimi ile
karboksil grubunu koparilir ve serotonine doniistiiriiliir. Serotonin daha sonra NAT (N-
asetiltransferaz) enzimi ile asetillenir ve N-asetilserotonine doniisiir. N-asetilserotonin ise
Hidroksiindol-o-Metiltransferaz (HIOMT) ile melatonine doniisiir ve kana salinir. Melatonin
sentezlendikten sonra dogrudan kana salmir ve albumine baglanir. insanlarda melatoninin
yartlanma omrii 40 dakikadir ve esas olarak karacigerde CYP1A2 enzim sistemi tarafindan
6-hidroksimelatonin’e doniistiiriiliir ve 6-sulfatoksimelatonine konjuge edilerek iiriner

atilimi1 saglanir (Claustrat ve Leston, 2015).

1.7.2. Melatoninin Fizyolojik Etkileri

Melatonin sirkadiyen ritmin ana diizenleyicisi olmasinin yaninda, biyokimyasal
yapist sayesinde canli organizmadaki her hiicre kompartmanini kolaylikla gecerek hiicre
icinde etkilerini gosterir (Uzun vd., 2017). Sadece karanlikta salgilanmasindan dolay1
melatonin  “Hormonlarin  Drakulasi” olarak bilinmektedir ve retinadan aldig1
aydinlik/karanlik bilgisi ile uyku/uyaniklik dongiisiinii saglamaktadir (Masters vd., 2014).
Bir¢ok iistlin 6zelliklere sahip olan melatonin, immiin sistem fonksiyonlarin1 modiile etmek
ve yaslanma karsit1 etkileri ile benzersizdir. Melatonin ¢ok giiclii antioksidan ve

antiinflamatuvar etkileri olan bir hormon olarak tanimlanir. Serbest radikallere karsi hem
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antioksidan enzim sistemlerimi aktive etme hem de pro-oksidan enzim aktivitesini
baskilama yoluyla hiicreyi reaktif oksijen tiirlerine kars1 korur (Reiter vd., 2016). Melatonin
mitokondriyal dinamikler olan fiizyon, fizyon ve mitofaji aktivitelerini diizenler. Giin i¢inde
mitokondrinin ihtiyaci olan enerji, besin ve hiicre remodelingini destekler (Lei vd., 2023).
Ureme sistemi i¢in de 6nemli katkilar1 bulunan melatonin, oosit matiirasyonu, fertilizasyon
ve embriyonik gelisimde de dnemli rol almaktadir. Melatonin bu etkilerini hipofiz bezindeki
ve overlerdeki reseptorleri ile gosterir (Yong vd., 2021). Melatonin ayn1 zamanda anti-
karsinojenik 6zellikleri olan bir hormondur. Yapilan in vitro ve in vivo kanser ¢aligmalarinda
melatoninin tiimor gelisimini, invazyonunu ve hiicre proliferasyonunu baskiladigi
belirlenmistir (Di Bella vd., 2013). Melatonin bu bilinen etkileri ile birgok deneysel

arastirmaya konu olmustur.

1.7.3. Melatoninin Kemik Doku Uzerine Etkileri

Melatoninin rejeneratif etkiler gdsterdigi dokulardan biri de kemik dokudur. Bunun
kanit1 olarak beyin kemik aksinda melatoninin etkili bir hormon oldugunu belirten literatiir
bilgileri 6ne siiriilebilir (Tang vd., 2024). Beyin ve kemik doku goriiniiste birbiriyle
baglantis1 olmayan iki yap1 olarak goriilse de klinik ve deneysel calismalar aslinda bu iki
organin bilateral olarak birbirine bagliligini kanitlamistir (Otto vd., 2020). Beyin tiim viicut
homeostazinin esas yoneticisidir. Organ aktiviteleri ve organlarin capraz iletisimini
saglamaktadir. Kemik doku ise mekanik destek saglamanin yani sira hematopoetik,
endokrin, metabolik ve depolama fonksiyonlar1 olan bir yapidir. Beyin-kemik aksini1 konu
alan bir calismada kemik olusumunun ve yikiminin da sirkadyen bir ritim sergiledigi
belirlenmistir (Mei vd., 2024). Sirkadiyen ritim bozukluklarina neden olan vardiyali ¢aligma
sisteminin veya gece saatlerinde 1s13a maruziyetin ayn1 zamanda kemik kaybina neden
oldugu ve kemik hasarlari riskini artirdig1 ortaya koyulmustur (Munmun ve Witt-Enderby,
2021). Bu sonuglar sadece melatonin ilavesinin degil ayni zamanda melatonin

yoksunlugunun da kemik metabolizmasini etkiledigini gostermektedir.

Melatonin kemik doku iizerinde etkilerini osteoblastlardan ¢esitli biiytime faktorleri

ve osteoprogenitdr hiicrelerin diferansiyasyonunu kontrol eden molekiillerin salinmasini
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uyararak, mineralizasyon ve kolajen yapimini indiikleyen genlerin ekspresyonlarinin
stimiilasyonunu saglayarak gosterir. Buna ek olarak melatonin osteoklast aktivitesine de
dolayl olarak etki ederek, osteoklastogenezis inhibisyonuna neden olur (Aykora vd., 2024;

Gu vd., 2024; Jia vd., 2025; Paulini vd., 2024; Wu vd., 2024).

Melatonin kemik dokuda, mezenkimal kok hiicrelerin ve preosteoblastlarin
membranindaki G protein iligkili MT2 reseptoriine baglani. MEK ve ERKI1/2
fosforilasyonunu saglayan sinyal yolagi kaskatinin aktivitesini baslatir. Ayrica hiicre
proliferasyonunu ve Wnt/B-katenin yolagi aktivitesini saglayarak hiicre diferansiyasyonunu
indiikler. Yapilan calismalar prekiirsor hiicre hattina melatonin uygulamasinin BMP 2/4,
Runx2 ve OCN gibi faktorlerin ekspresyonlarini artirdigini ve kemik olusumu, osteoblast ve
osteosit diferansiyasyonuna pozitif anabolik etkiler gdsterdigini saptamistir (Genah vd.,
2021). Melatoninin osteoprogenitor hiicrelerin diferansiyasyonunu stimiile ettigi ve matriks
mineralizasyonunu saglamak i¢in osteoblast proliferasyonunu ve ALP, OCN ve kemik
sialoproteininin ekspresyonlarini artirdigi gosterilmistir (Aykora vd., 2024). Buna ek olarak
yapilan baska bir ¢alismada melatoninin NF-KB ve RANKL downregiilasyonu yaparak
osteoklast diferansiyasyonunu inhibe ettigi ve RANK inhibitdrii olan OPG upregiilasyonunu
sagladigr belirtilmistir. Bu gdzlemler melatoninin kemik olusumuna pozitif katkilarinin
oldugunu ve kemik rezorpsiyonunu baskiladigin1 kanitlamaktadir (Kobayashi-Sun vd.,

2020).

Melatoninin kemik lizerine iyilestirici etkileri gerek deneysel ve gerekse insan
caligmalarinda oral veya parenteral uygulamalar yapilarak arastirilmistir. Oysa melatonin
agiz yolu ile alindiginda karacigerden daha ilk geciste % 80’in iizerinde metabolize olur.
Ister oral isterse paranteral uygulansin yarilanma dmrii ortalama 40 dakika civarindadir
(Gooneratne vd., 2012). Ayrica sistemik uygulanan bir ilag tiim viicuda dagilmaktadir. Diger
taraftan kemik iyilesmesi olduk¢a uzun bir siirectir ve ortalama 6-8 haftay1 bulmaktadir. Bir
insana veya deney hayvanina bu kadar uzun siire enjektabl bir ilag uygulamak hem teknik

zorluklar hem de saglik riski tasimaktadir (Dalgic vd., 2023).
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Sekil 10. Beyin-kemik aksinda melatonin etkileri (Aykora vd., 2024).

Bu nedenlerle kontrollii melatonin salim c¢aligmalar1 son yillarda popiiler hale
gelmistir. Caligmamiz ile PLGA igerisine melatonin eklenerek kontrollii salim yapilmasi,
oral veya paranteral uygulamalar ile ortaya c¢ikabilecek tiim dezavantajlarin ortadan
kaldirilmas: hedeflenmistir. Ilave olarak bu sekilde kontrollii bir salimm yontemi ile
melatoninin hasarli bolgede istenilen diizeyde ve siirekli olarak bulunmasi saglanmasi kemik

rejenerasyonunu potansiyelize etmesi gorilmiistiir.

1.8. Kemik Doku Miihendisligi Calismalarinda Kullanilan Kaynama Modelleri

Son yillarda yapilan deneysel ¢aligmalar ile kemik rejenerasyonunun molekiiler
mekanizmalar1 hakkinda onemli bir bilgi birikimi elde edilmesine ragmen, kemik

kiriklariin iyilesmesi, gecikmis iyilesme ve kaynamama hala klinikte 6nemli bir problem
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olmaya devam etmektedir. Kaynamama ve gecikmis iyilesme tizerine bir¢ok tedavi stratejisi
gelistirilmis olsa da altin standart bir yontem halen bulunmamaktadir. Otolog kemik
greftinin altin standart metot olmasi, hala % 60’lik iyilestirme sinirimi1 gecememektedir
(Garcia vd., 2013). Bununla birlikte kaynamayan kemik defektlerinin iyilesmesi igin
kullanilan farmakolojik ajanlar (BMP2 ve BMP4) ise bu alanda klinisyenleri tatmin edecek
bir sonu¢ saglamamistir (Halloran vd., 2020). Bu nedenle, kemik kiriklariin
rejenerasyonunda oldugu gibi, kaynamama durumu i¢in de hala yeni teknikler ve materyaller
gelistirilmesi i¢in yapilacak calismalara ihtiyag devam etmektedir. Bu amagla, deneysel
olarak siklikla kullanilan rodent ve tavsan ile gergeklestirilen kritik boyutlu kemik defektleri

modelleri hala en yaygin modeller olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Kemik rejenerasyonu iizerine yapilan deneysel ¢alismalarda siklikla rodentler tercih
edilmekte ve bu amagla ¢ogunlukla kalvaryumda kemik defekti olusturulan modeller
secilmektedir. Uzun kemiklerin kullanildig1 deneysel ¢alismalarda ise 6zellikle stabilizasyon
giicliigii nedeniyle hayvan refah1 tam olarak korunamamaktadir. Buna ek olarak 6zellikle
kullanilan materyalin veya terapotik ajanin etkinliginin kisa donemde etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in intramembrandz iyilesme gosteren bir kemik tipi secilmesinin dnemi
vurgulanmaktadir (Samsonraj vd., 2017). Kemik rejenerasyonunun ve kaynama diizeyinin
belirlenmesi i¢in yapilan analizler i¢in kalvaryum dokularimin kullanilmasi ise goriintiileme
analizleri i¢in diger kemik dokularindan daha uygundur (Inoue vd., 2020). Bu nedenle

calismamizda siganlarda kritik boyutta (6 mm) kalvaryal defekt modeli uygulanmistir.

1.8.1. Kritik Boyutlu Kalvaryal Defektler

Kritik boyutlu kemik defektleri maruz kalan bir hastanin yasami boyunca
kendiliginden iyilesemeyen kemik kayiplari olarak tanimlanmaktadir. Yapilan caligmalar
kritik boyutlu defektlerin spontan olarak iyilesme oranini % 10 olarak belirlemistir (Cooper
vd., 2010). Insanlarda 12 cm ve iistii kemik kayiplari kritik boyutlu kemik defekti olarak
kabul edilir. Bu tiirden kiriklar cerrahi rekonstriikksiyon, implant veya greft uygulamasi

olmadan tam olarak iyilesememektedir.
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Kalvaryum, kranyumun, frontal, pariyetal ve oksipital kemiklerin iist kisimlarindan
olusan kubbe seklindeki santral sinir sistemini ve organlarini (agiz ve burun boslugu, kulak
ve gozler) koruyan boliimiidiir. Cok ¢esitli, ¢ift ve simetrik kemiklerden olusur (Lane vd.,
2023). Prenatal ve postnatal 2-3 yaslarina kadar kikirdak yapida olan kalvaryal kemiklerinin
sertleserek son halini almasi 3-4 yaslarinda % 80 iken 7-8 yaslarinda % 100’ e ulasir. Daha
sonraki yillarda sadece kalinliginda artis meydana gelir (Ferguson ve Atit, 2019). Kalvaryum
kemiklerini ¢ok farkli 6zellikler tasidigi bilinmektedir. Kalvaryal kemik biyolojisi zay1f bir
kanlanmaya ve az miktarda kemik iligine sahiptir. Kalvaryum kemikleri membrandzdiir ve
epifiz alanlart yoktur. Kalvaryum kemik iyilegsmesi intramembranéz olup mezenkim
dokusunun dogrudan kemik dokuya déniismesi ile gerceklesir. Intramembrandz iyilesmede
hasar alaninda mezensim hiicreleri yogunlasarak osteoblastlara doniisiir. Osteoblastlarin
kemik matriksini sentezlemesi ve takiben kalsifikasyon ile kalvaryal kemik doku

rejenerasyonu gergeklesir.

Kalvaryal defekt modeli genellikle kalvaryumda standart defektlerin
olusturulabilmesinin kolaylig1 ile kalvaryum dokularindan histolojik, radyografik analizlerin
kolay yapilabilmesinden dolayi tercih edilir. Cerrahi islem i¢in ulasabilecek anatomik alanin
kolay bulunmasi, eksternal ve internal fiksasyon gerekmemesi, greftlenen alanin kontrol
gruplartyla karsilastirabilmesinin kolay olmasi kalvaryal defekt modellerinin kullanimini

yaygin hale getirmistir (McGovern vd., 2018).

Rodentlerde ve tavsanlarda siklikla tercih edilen kalvaryal defekt modelleri ¢esitli
sekillerde dizayn edilebilmektedir. Ozellikle uygulanacak materyalin sekline, kimyasal
yapisina Ve kimyasal yapisina bagli olarak farkli defekt modelleri kullanilmaktadir.
Bunlardan bazilar1 Sekil 11A’de gosterilmektedir. Calismamizda siganlarda olusturulan 6
mm boyutunda bilateral kritik kalvaryal defekt modeli tercih edildi ve Sekil 11B’de
gosterildigi gibi olusturuldu.
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Sekil 11. (A) Biyomateryal ¢alismalarinda kullanilan kritik kalvaryal defekt modelleri (Lu
vd., 2024; Luo vd., 2018; Wenjie Zhang vd., 2014) ve (B) Siganlarda 6 mm ¢apinda kritik

kalvaryal defekt modelinin olusturulmasi.
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Melatonin antioksidan, anti-inflamatuar, yaslanma Onleyici, antikarsinojenik ve
immunomodulator etkileri ¢ok iyi bilinen bir hormondur. Bu 6zellikleri sayesinde melatonin
bircok arastirmanin konusu olmanin yani sira FDA tarafindan da bazi hastaliklarin
tedavisinde kullanilacak bir ila¢ olarak da tanimlanmistir. Melatoninin kemik iyilesmesi
lizerine uyarici etkilerinin ortaya ¢ikmasi kemik doku ¢aligmalart alaninda da melatoninden
faydalanilmasina imkan saglamistir. Melatonin kemik iliskisini konu alan ¢alismalarin;
kemik kiriklari, kemik defektlerinin onarimi ve osteoporozda melatoninin iyilestirici etkileri
olmak tizere ii¢ ana hedefe odaklandig1 goriilmektedir. Her {i¢ alanda da oldukg¢a fazla sayida
insan ve deney hayvani ¢aligsmast bulunmaktadir. Kemik kiriklarinda melatoninin iyilestirici
etkisini konu alan literatiir bildirimlerinde, melatonin kullaniminin ostogenezisi
hizlandirdig1, osteoklastogenezisi inhibe ettigi, anjiyogenezisin stimiile ettigi ve tedavide
kullanilan greftlerin etrafindaki inflamasyonu azalttig1 gosterilmistir (Huang vd., 2022; Lu

vd., 2021).

2.1. Melatoninin Kemik Iyilesmesi Uzerine Etkileri

2.1.1. Melatonin, Kemik Iyilesmesi ve ALP

ALP mineralize doku hiicrelerinde yiiksek miktarda eksprese edilen ve sert dokularin
olusumunda 6nemli gorevleri olan bir enzimdir. Bu nedenle ALP seviyelerinin periyodik
olarak takip edilmesi kemik doku rejenerasyonu hakkinda 6nemli veriler saglar. ALP kemik
tyilestirici etkilerini inorganik fosfat seviyelerini artirarak ve bu sayede mineralizasyonu
kolaylastirarak gergeklestirir (Vimalraj, 2020). Bu nedenle kemik iyilesmesi iizerine etkileri
arastirilan bircok ilag veya aday molekiiliin islevlerini arastiran c¢alismalarda ALP
seviyelerindeki degisimler de belirlenmistir. Bunlardan Kkuarsetin, fisetin, kurkumin gibi
maddelerin ve parathormon, biiylime faktorlerinin de dahil oldugu molekiillerin uygulanarak
kemik iyilesmesinin gozlendigi ¢alismalarda ALP diizeylerinin de arttig1 belirlenmistir (Fu
vd., 2008; Gentile vd., 2015; Kheiry vd., 2018; Li ve Zhang, 2018; Sohrabi vd., 2024). Bu

aday molekiillerden bir tanesi de melatonindir.
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Sekil 12. Melatoninin ALP tiretimi lizerine molekiiler etki mekanizmasinin sematik gosterimi

(Maria ve Witt-Enderby, 2014).

Melatoninin kemik rejenerasyonunu hizlandirict etki gosterdigi, bu etkiyi MSC’lerde
bulunan MT2 reseptorii iizerinden MERK/ERK (1/2) sinyal yolagini uyararak sagladigi
bilinmektedir. Melatonin MERK/ERK yolagini aktive ederek ALP iretimini artirir (Sekil 12).
Melatonin hem diisiik hem de normal dozlarda ALP ekspresyonunu artirabilir (Chan vd.,
2022; Radio vd., 2006). Bu konuda yapilan in vitro ¢aligmalarda melatonin yiiklii PLGA
nanopartikiillerinin ALP ekspresyonunu artirdigt goézlenmistir (Cetin  Altindal ve
Gilimiisderelioglu, 2019; Jarrar vd., 2021; Zhang vd., 2013). Diyabetik kemik hasarinda
melatonin igeren PLGA-PEG biyomateryalinin in vivo etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada
ise 7. ve 21. giinde ALP gen ekspresyonlarinin arttig1 belirlenmistir (Chen vd., 2024). Siganlar
izerinde yiiriitiilen bu ¢aligmada melatonin iceren bir skafoldun hasarli kemik bolgesindeki
tyilestirici etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglar melatonin bu etkilerini NF-E2 iligkili
faktor 2/hem oksijenazl (Nrf2/HO-1) sinyal yolagini aktive ederek gergeklestirdigini ortaya
koymustur. Melatoninin bu yolag: aktive ederek oksidatif strese bagli damar endotel hiicre
hasarm1 azalttig1 ve anjiogenezis-osteogenezis iligskisini diizenleyerek kemik iyilesmesini

hizlandirdig: ileri stiriilmiistiir.

Chen vd. (2024)’nin yiriittigli bu ¢alisma melatonin bir biyomateryal igerisine

yerlestirilip kemik iyilesmesi iizerine etkilerinin incelendigi ilk ¢aligmadir.
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2.1.2. Melatonin, Kemik Iyilesmesi ve TRAP

TRAP lizozomal kaynakli kemik yikimindan sorumlu bir enzimdir. Bu nedenle
osteklastlarin aktivasyonu ile TRAP aktivasyonu arasinda yakin bir iligki vardir.
Osteoklastlarin aktivasyonunun baskilanmasit TRAP enzim aktivitesinin de baskilanmasina
yol acar. Boylelikle kemik yapimi artarken kemik rezorpsiyonu azalir. Bu nedenle kemik
yikimini azaltmak ve kemik yapimini hizlandirmak amaglh caligmalarda hedeflenen
enzimlerden bir tanesi de TRAP’dir. Kemik iyilestirici etkinligi arastirilan birgok molekiiliin
TRAP aktivitesini de degistirdigi, ozelikle osteoporoz ¢aligmalarinda TRAP aktivitesinin
yogunlukla degerlendirildigi goriilmektedir (Rathod vd., 2024).

Melatoninin  kemik rejenerasyonu lizerine etkilerinden bir tanesi de
osteoklastogenezin inhibisyonudur. Melatoninin bu etkisini osteoblastlardan osteoprotogerin
ekspresyonunu artirarak gerceklestirdigi belirtilmistir (Histing vd., 2012; Kikyo, 2024).
Bununla birlikte osteoblastlar tizerinde MT2 reseptorii bulunan melatoninin, osteoklastlar
tizerine herhangi bir reseptorii bulunmadigi goriilmektedir. Bu nedenle melatoninin
osteoklastlar tizerine dolayl yoldan etki gosterdigi sdylenebilir. Melatonin osteoblastlardan
RANKL inhibitorii olan osteoproteogerin sentezi ve salimimi stimiile ederek osteoklast
aktivitesini baskilar (Sekil 13). Osteoporotik kiriklarin iyilesmesi iizerine yapilan bir
calismada melatonin yiikli PLGA nanopartikiillerinin TRAP seviyelerini azaltarak,

osteoklastogenezisi baskiladig1 ve osteogenezisi artirdigl gosterilmistir (Zheng vd., 2023).

Erken donemde kemik rejenerasyonunun incelendigi bir ¢aligmada ise 28. giinde
melatonin yiikli PLGA nanopartikiillerinin TRAP pozitif osteoklastlarin sayisini azalttig
belirlenmistir (Huang vd., 2024). Titanyum nanopartikiillerine yiiklenen melatoninin kemik
rejenerasyonu lizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada ise melatoninin 5. giinde TRAP

immun pozitif osteoklast sayisin1 azalttig1 ortaya konulmustur (Ping vd., 2017).

54



( TRAFG D) \
I N\
\\
waan) ors
(P38, JNK,
=2 J) [ve um @--
»" \

E——— 1] Cathepsin K l
=) ctr
| Gene transcription trap |

A f A

(+) =
Mature osteoblast —_— OPG |

(ALP, BMP-2, OCN) Mature osteoclast
®) l
@]
Yeni kemik olusumu Kemik rezorbsiyonu

Sekil 13. Melatonin osteoklastogenezi dolayli inhibe edici etkisinin mekanizmalarinin

gosterimi (Maria ve Witt-Enderby, 2014).

2.1.3. Melatonin, Kemik Tyilesmesi ve Runx2

Kemik rejenerasyonunda birden ¢ok yolak i¢in farkli transkripsiyon faktdriiniin
aktivitesi gerekir (Sekil 14). Ozellikle mezenkimal kok hiicrelerin diferansiyasyonunun
saglanmas1 yeni kemik olusumunun ilk asamasi olarak kabul edilir. Mezenkimal kok hiicre
diferansiyasyonunun saglanmasi i¢in onemli transkripsiyon faktorlerinden bir tanesi olan
Runx2 aktivasyonu ¢ok oOnemlidir (Carbonare vd., 2012). Ciinkii, Runx2 bir taraftan
osteoprogenitdr hiicrelerin diferansiyasyonunu saglarken bir taraftan da osteoblastlardan
kemik rejenerasyonunu saglayan BMP2, COL1A1 ve OPG’nin de dahil oldugu genlerin
sentezini uyarir (Huang vd., 2023). Melatonin osteoprogenitor etkisini baslatabilmek i¢in ilk
olarak osteoblast lizerindeki MT2 reseptoriine baglanir ve boylelikle MAPK-ERK1/2 sinyal
yolagii aktive ederek Runx2 transkripsiyonunu artirir. Sentezlenen Runx2’ler mezenkimal

kok hiicrelerin osteoprogenitdr hiicrelere farklilagsmasini uyarir (Luchetti vd., 2014).
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Melatoninin Runx2 aktive edici etkisinin ortaya ¢ikmasi melatonin igeren
nanopartikiillerin kemik iyilesmesindeki rollerinin arastirilmasini tesvik edici olmustur. Bu
amacla yapilan bir ¢alismada, melatonin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin in vitro pre-
osteoblastlar lizerine etkileri arastirilmig ve melatoninin 7. ve 11. giinlerde Runx2
ekspresyonunu artirdigi  belirlenmistir (Huang vd., 2020). Melatonin yiikli titanyum
nanopartikiillerinin osteoindiiktif etkilerinin arastirildigi bir bagka in vitro ¢aligmada ise
melatoninin 1., 3. ve 7. glinlerde Runx2 ekspresyonunu artirarak osteoblast matiirasyonunu

sagladig1 gosterilmistir (Cerqueira vd., 2020).
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Sekil 14. Melatonin’in MAPK-ERK1/2 sinyal yolag lizerinden Runx2 ekspresyonu uyarici
etkilerinin sematik gosterimi (Chen vd., 2019).

2.1.4. Melatonin, Kemik Tyilesmesi ve BMP2

Kemik rejenerasyonuna katkida bulunan faktorler arasinda biiylime faktorleri 6nemli
bir yer tutar. Bunlardan BMP mezenkimal kok hiicrelerde, osteoprogenitor hiicrelerde,
osteoblast ve kondrositlerde iiretilir. BMP ailesinden BMP2 osteoblastik diferansiyasyonunu
ve yeni kemik olusumunu saglar. BMP2’nin stimiile ettigi diger sinyal yolaklar

Runx2/merkez bagh faktor al (Cbfal) yolagi ve Wnt/B-katenin sistemidir (Park vd., 2011).
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BMP2 bu iki yolak iizerinden ECM modilasyonunu, MSC proliferasyonun ve
diferansiyasyonunu saglar ve osteoblastlarin apoptozunu Onler. Kemik rejenerasyonu
evrelerinde BMP2 sentezi TGF-B ile uyarilir (Luchetti vd., 2014). BMP2’nin kemik
tyilesmesi lizerine etkileri olduke¢a iyi bilinmektedir. Buna ek olarak BMP2, FDA tarafindan
kemik iyilesmesinde kullanimi onaylanan bir ajandir. Bu durum BMP2-kemik iyilesmesi
iligkisini inceleyen bir¢ok arastirmanin yapilmasina yol agmistir (Arosarena ve Collins, 2005;
Osyczka vd., 2004; Tang vd., 2008). Hatta kontrolli BMP2 saliminin kemik iyilesmesi
lizerine etkilerini inceleyen c¢alismalar da bulunmaktadir (Kudaibergen vd., 2024;

Notodihardjo vd., 2012; Vallmajo-Martin vd., 2024).

Melatonin ve kemik iyilestirici etkilerinin incelendigi bir¢ok caligmada BMP2
diizeyleri veya aktivasyonu ortaya konulmustur. Bu ¢aligmalardan bir tanesinde, siganlarda
olusturulan kritik kalvaryal kemik defekti alanina melatonin igeren ksenogreft yerlestirilmis
ve BMP2 ve diger kemik rejenerasyonu belirtegleri iizerine etkileri arastirilmistir. Melatonin
iceren ksenogreftin uygulamadan 6 hafta sonra BMP2 seviyelerini 6nemli miktarda artirdigi
belirlenmistir (Costa vd., 2024). Baska bir ¢alismada ise kalvaryal defekt olusturulan
siganlarda melatonin igeren kolajen-sponge iskelelerinin kemik rejenerasyonu tizerine etkileri
histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler yapilarak aragtirilmistir. Elde edilen
sonuglar melatoninin 2. haftada BMP2 pozitif hiicre sayisini anlamli diizeyde artirdigini
gostermistir (Montarele vd., 2022). Bir baska calismada ise melatoninli jel uygulamasinin
kritik kalvaryal defekt modeli olusturulan siganlarda kemik rejenerasyonu tizerine etkilerinin
incelenmis ve 4. haftada melatonin uygulanan grupta BMP2 ekspresyon diizeylerinin arttigi

belirlenmistir (Golpasandhagh vd., 2023).

2.1.5. Melatonin, Kemik Iyilesmesi ve VEGF

VEGEF yeni damar olusumunda etkili bir transkripsiyon faktorii olarak bilinir. Kemik
rejenerasyonunun en onemli basamaklarindan biri yeni damar olusumu ve hasarli bolgeye kan
akiminin saglanmasidir. Hasar alanma kan akiminin saglanmasi yeni damar olusumu ile
gerceklesebilir. Bu nedenle kirik hattinda VEGF seviyelerinin belirlenmesi 6nemlidir (Hu ve

Olsen, 2016; Shibuya, 2011). Kemik kiriklarinin rejenerasyon siirecinde, kemik dokuda
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VEGF ekspresyonlarin artis1 yeni damar olusumunu stimiile ederek, kirik iyilesme ve
kaynama hattina kanin gelmesini kolaylastirir ve rejenerasyon hizlanir. VEGF bu
fonksiyonunu osteoblastlar ve osteoprogenitor hiicrelerin membranindaki VEGFR reseptorii

araciligi ile PI3K/Akt sinyal yolagini aktive ederek gerceklestirir (Sekil 15).

VEGFR1/2
PI3K Raf Src
N | |
Akt mTORC2  MEK FAK

| Lo l

ANJIOGENEZIS
Sekil 15. Melatoninin VEGF uyarici etkilerinin sematik gosterimi (Giannotti vd., 2023).

Melatoninin VEGF iizerine stimiilan etki gosterdigi uzun yillardan beri bilinmektedir
(Acikan vd., 2018; Cokluk vd., 2021; Gonzalez vd., 2021; Huang vd., 2021; Klettner vd.,
2021; Li wvd.,, 2020; Ma vd., 2019). Melatonin igeren biyomateryallerin kemik
rejenerasyonunda VEGF {izerine etkileri siklikla ¢alisilmistir. Melatonin yiiklii nanoliflerin

kemik rejenerasyonu lizerine etkilerinin in vivo ve in vitro arastirildigi bir ¢caligmada siganlara
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5 veya 50 mg melatonin iceren biyomateryal uygulanmis ve VEGFA diizeylerinin anlamli
bir sekilde arttigi (5. glinde) ve 50 mg uygulanan grupta bu artisin daha fazla oldugu
belirlenmistir (Lv vd., 2024). Elektroegirme ile iiretilen ve melatonin igeren (200 mg) ipek
nanoliflerinin kemik onarimi ve anjiyogenezis iizerine etkilerinin arastirildigi bagka
bir¢alismada (in vivo 5 mm boyutta kritik kalvaryal kemik defekti) ise 14. giinde VEGF
ekspresyonunda artis gézlenmistir (Deng vd., 2024). Baska bir ¢alismada ise melatonin (3
mg) yiiklenen Aljinat-Kitosan /beta kalsiyum trifosfat temelli biyobozunur iskelenin kritik
kemik defekti olusturulan kopeklerde etkileri arastirilmistir. Melatonin igceren kompozit
iskelenin 4. haftada alinan kemik dokularinda VEGF ekspresyonunu artirdig1 belirlenmistir

(Abdelrasoul vd., 2023).

2.1.6. Melatonin, Kemik iyilesmesi ve Kolajen Formasyonu

Kemik dokunun organik matriksinin yaklasik % 90’1n1 olusturan Tip I kolajen ayni
zamanda viicutta en yaygin bulunan kolajen tiirlidiir. Tip I kolajen sertlik ve biitiinliiglin
saglanmas1 gereken hemen hemen biitiin dokularda bulunur. Benzer islevlerini kemik dokuda
da yerine getirir. Tip I kolajen kemik dokuda, kemik dayanikliligin artirir, kemik yapilarinin
desteklenmesini saglar ve kirik riskini azaltir. Kemik hasarlarinda Tip I kolajenin yapis1 ve
biitinliigii bozulur. Aynmi zamanda Tip I kolajen gen mutasyonlarinda (COL1Al),
osteogenezis imperfekta gibi genetik kemik hastaliklari ortaya ¢ikar (Selvaraj vd., 2024). Bu
hastaliklarin patogenezinde Tip I kolajen yerine Tip II ve Tip III kolajenlerin sentezlenerek
kemik dokuda birikmesi s6z konusudur. Tip II ve Tip III kolajen kemige mekanik gii¢ veya
sertlik kazandiramadigindan kemik kirillgan bir yapi haline gelir (Gistelinck vd., 2016).
Dolayis1 ile kemik iyilesmesi veya kaynasmasi calismalarinda basta Tip I olmak tizere

kollajen formasyonu yaygin olarak takip edilen degiskenlerden bir tanesidir.

Melatonin iceren biyomateryal uygulamalarinin kemik rejenerayonu ¢alismalarinda
kolajen birikimini 6nemli 6l¢iide artirdigi bildirilmistir (Sekil 16). Melatonin bu etkisini MT2
reseptOrii tizerinden PI3K/AKT-mTOR sinyal yolagini aktive ederek gerceklestirir (Dong vd.,
2024).
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Melatonin igeren kitosan nanopartikiillerinin kullanildigi in vitro bir ¢alismada,
melatoninin kontrollii salimimin preosteoblastik hiicrelerde COL1 ekspresyonunu artirdigi
belirlenmistir (Huang vd., 2020). Bagka bir ¢alismada ise metanol igeren ipek materyal
igerisine yiiklenmis melatoninin in vitro ortamda COL1 ekspresyonunu artirdigi ve

mineralizasyon saglayarak osteogenezisi uyardigi gozlenmistir (Cetin Altindal vd., 2019).

MT2 receptor
N

Sekil 16. Melatoninin kolajen iiretimini iizerine etkilerinin molekiiler mekanizmasi (Dong

vd., 2024).

60



2.2. Kemik Iyilesmesi ve Kemik Doku Miihendisligi

Biyomateryal teknolojisinde son 20 yilda meydana gelen ilerlemeler doku
miihendisligi alaninda da ¢ok Onemli gelismelerin kaydedilmesini saglamistir (Aykora ve
Uzun, 2024). Kemik rejenerasyonunu saglamak veya daha da hizlandirmak i¢in yapilan doku
miihendisligi ¢alismalarinda {iretilen biyomateryallerin ana malzemesi olarak farkli
bilesenlerin secildigi goriilmektedir. Bu bilesenler esas alinarak yapilacak bir siniflandirmaya

gore asagida verilen 4 farkli gruplandirma yapilabilir;

a) Tastyict olarak hidrojel (Yue vd., 2020), PLA (Narayanan vd., 2016), PLC
(Prakobkarn vd., 2022) ve PLGA (Tang vd., 2023) iceren biyomateryaller. Bu bilesenleri
iceren biyomateryaller sadece kemik gelisimi i¢in uygun bir tasiyicit saglama amaci ile

uretilirler.

b) Osteokunduktivite saglamak i¢in biyoseramik (Namdar ve Salahinejad, 2023)
veya biyoaktif cam (Ribeiro vd., 2023) iceren biyomateryaller. Kemik hiicrelerinin

migrasyonunu ve adezyonunu saglamak i¢in kullanilirlar.

C) Parathormon (Sordi vd., 2023), MSC (Kangari vd., 2020), BMP-2 (Vater vd.,
2023), veya fisetin (Granel vd., 2022) gibi organik ajan igeren biyomateyaller osteoindiiktif

etkileri i¢in kullanilirlar.

d) Magnezyum (Marek vd., 2022), stronsiyum (Anand vd., 2022), kobalt (Zhao
vd., 2023), bakir (Li vd., 2023), ¢inko (Qian vd., 2023), baryum (Mabrouk vd., 2022),
kalsiyum (Cheng vd., 2023), glimiis (Teimouri ve Lalehzar, 2023), selenyum (Xu vd., 2023)
gibi inorganik iyonlardan herhangi birisini veya birkagini igeren biyomateryaller mekanik
dayaniklilig1 saglamak icin kullanilirlar. Bu iyonlardan bazilarinin osteoindiiktif, antiseptik
veya antibakteriyel etkileri de oldugu bilinmekte olup, yapilan biyomateryal ¢aligmalarinda

bu amaglar i¢in de kullanilirlar.
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Biyomateryallerin kemik iyilesmesini ve kaynagsmasini kolaylastirict etkileri 6zellikle
yetersiz greft materyali temin edilebilen vakalarda cok dnemli hale gelmektedir. Bu nedenle
osteoindiiktif ve osteokonduktif etkileri olan, anjiyogenezisi hizlandiric1 6zellikleri bulunan
biyomateryal gelistirme ¢alismalar1 son yillarda hiz kazanmistir (Aykora vd., 2024;
Marcotulli vd., 2024). Ote yandan kemik doku essiz iyilesme yetenegine sahip olmasina
ragmen, doku kaybinin sekillendigi kemik hasarlarinda iyilesme defektin kritik boyutta olup
olmamasia baglidir (Gomez-Barrena ve Ehrnthaller, 2024). Segmental ve agir hasarl
kiriklar kemiklerin kaynamasini, tam ve hizli iyilesmesini geciktirir (Calori vd., 2017; Liu
vd., 2024). Kritik boyuttaki kemik defektlerinin spontan olarak en fazla % 10 oraninda
iyilesme gostermesinden dolay1 gelistirilecek tedavi ve onarim metodunun ayni zamanda
lyilesmeyi de optimize edebilmesi beklenir (Cheng vd., 2023; Li vd., 2023). Kritik defekt
alanlar1 i¢in uygulanan tedavi yontemlerinden bir tanesi de greft uygulamasidir. Ksenogreft
ve allogreft gibi uygulamalar bulunmasina ragmen giinlimiizde en iyi secenek otogreft
uygulamasidir. Bununla birlikte otogreftin ana kemige kaynama hizini ve kapasitesini artirici
yontemlere de ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu alanda biyomateryal teknolojisi timit vadeden

¢Ozlimler sunmaktadir.

Biyomateryal teknolojisi ile kemik doku miihendisligi alaninda gelistirilen
biyomateryallerde tasiyici iskele olarak ¢ogunlukla dogal veya sentetik polimerler kullanilir.
Kitosan, ipek, aljinat ve hidrojel gibi dogal kaynakli polimerler ile {iretilen bir¢ok
biyomateryalin deneysel olarak etkinligi belirlenmistir (Guo vd., 2021). Bununla birlikte
dogal kaynakli polimerler; immiin reaksiyon olusturma, iiretim basamaklarinda kimyasallara
veya sicakliga karsi dayaniksiz olma ve pahali olmalar1 gibi dezavantajlara sahiptirler.
Sentetik polimerler ise kolay elde edilebilir olmalari, ekonomik olarak uygun maliyetli ve
biyouyumlu olmalari, biyobozunur o6zellik gostermeleri ve son {riinlerinin biyolojik
ortamlarda istenmeyen reaksiyona neden olmamalari ile iiretim siireglerinde her uygulamaya
uyum saglayabilmeleri gibi sebeplerden dolayr kemik doku miihendisligi ¢aligmalarinda

siklikla kullanilmaktadirlar.

Kemik doku miihendisligi alaninda yapilan ¢alismalarda iiretilen biyomateryallerin

iceriginde en fazla kullanilan sentetik polimerlerin PLA, PCL ve PLGA oldugu sdylenebilir
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(Farjaminejad vd., 2024). Bunlar arasinda ise PLGA’nin kemik doku miihendisligi
caligmalarinda daha fazla tercih edildigi goriilmektedir. Bunu nedeni olarak PLGA nin kemik
ECM’sini edebilmesi, osteokonduktivite ve osteoindiiktivite Ozellikleri agisindan daha
avantajli olmasi sdylenebilir. Bu nedenlerle calismamizda iirettigimiz biyomateryalde tasiyici

olarak PLGA nanolifleri tercih edilmistir.

2.2.1. Kemik Doku Miihendisliginde PLGA Iceren Biyomateryallerin Kullanimi
ve Etkinligi

Kemik doku rejenerasyonu saglamak i¢in gelistirilen biyomateryaller arasinda PLGA
ile gelistirilen kompozit materyaller deneysel c¢alismalarda yaygin olarak kullanilan
matrikstir. PLGA in vivo olarak ilk defa 1987 yilinda Hollinger ve Schmitz tarafindan
kopekler {izerinde deneysel mandibula kiriklarimin  kaynamasmi hizlandirmak ve
rejenerasyon saglamak i¢in kullanilmistir. Bu calismada PLGA/Lipit bazli materyal

iretilmis ve 40 hafta sonunda kallus olusumu gbézlenmistir (Hollinger ve Schmitz, 1987).

Yiiksek biyouyumluluk ve biyobozunurluk 6zelliklerine sahip olmasi, osteoblast
migrasyonu ve adezyonu uyarici etkiler gostermesinden dolayr PLGA kullanimimin diger
polimerlere gore daha avantajli oldugu sdylenebilir (Saptaji vd., 2024; Sun vd., 2022).
PLGA’ nin yalniz basina iyi bir osteokondiiktivite gostermesi ile birlikte, igerigine
osteoindiiktif ajanlarin eklenmesi de rejenerasyonu hizlandirmaktadir. Bu konuda yapilan
calismalarda BMP eklenen PLGA kompozitlerinin in vitro ve in vivo ortamlarda
osteoindiiksiyon etki gostererek kemik iyilesmesini hizlandirdig1 belirlenmistir (Kim vd.,

2015; Wang vd., 2015).

Kemik dokunun inorganik yapisini giliglendirmek iizere gelistirilen PLGA temelli
biyomateryaller de oldukca fazladir. Ozellikle hidroksiapatit kristalleri (kalsiyum, fosfat
bilesikleri) PLGA ile karisim haline getirilerek bir membran veya nanomolekiil olarak

kullanilmig ve kemik rejenerasyonu iizerine olumlu etkileri belirlenmistir (Lu vd., 2024; Shi
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vd., 2009). Bununla birlikte ¢esitli metal alagimlar da PLGA ile kullanilmig ve kemik doku
rejenerasyonu lizerine etkileri incelenmistir. Bu ¢alismalarda baryum-magnezyum (Liu vd.,
2021), magnezyum-ginko (Tang vd., 2023b), stronsiyum-magnezyum (Yu vd., 2022),
stronsiyum-ginko (Hassan vd., 2022) gibi metalik alasimlar PLGA’ya yiiklenerek kemik
iyilesmesi lizerine etkileri arastirilmistir. PLGA’ya kemik rejenerasyonunu saglamak tizere
cesitli hormonlarin yiiklendigi deneysel kemik rejenerasyonu ¢alismalar1 da bulunmaktadir.
Parathormon yiiklenen PLGA nanopartikiillerinin kemik iyilesmesi tizerine etkilerinin
incelendigi bir in vivo ¢alismada, biyomateryalin osteoblastlardan ALP sentezini artirdigi
belirlenmistir (Gentile vd., 2015). Ostradiol ve PLGA ile oral bir form seklinde iiretilen
nanopartikiillerin in vivo biyoyararlanimin yiiksek oldugu ve kemik rejenerasyonu

calismalarinda kullanilabilecegi bildirilmistir (Mittal vd., 2007).

2.2.2. Kemik Doku Miihendisligi Alaninda Melatonin Iceren Biyomateryal

Cahismalanr

Melatonin kemik doku miihendisligi ¢alismalarinda biyomateryallerle birlikte
siklikla kullanilmaktadir. Melatonin yiiklenen biyomateryal ¢alismalar1 sinirl sayida olup
genellikle polimer temelli materyaller kullanilarak melatoninin etkinligi aragtirilmistir
(Aykora vd., 2024). Yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalarin kemik doku tizerine olumlu
sonuglar verdigi bildirilmistir. In vitro osteosarkoma hiicrelerinde melatonin yiiklenmis
PLGA nanopartikiilleri ve kitosan hidroksiapatit partikiilleri ile bifazik bozunma saglayan
matriksin etkileri incelenmis ve MG63 kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir (Cetin Altindal ve Giimiisderelioglu, 2019). Jarrar vd. (2021)’nin melatonin ve
BMP2 yiiklenen PLGA mikropartikiillerinin in vitro MC3T3-E1 osteoblastik hiicreleri
tizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismada, Runx2 ve ALP ekspresyonlarinin buna ek olarak

mineralizasyonun arttig1 belirtilmistir (Jarrar vd., 2021).

Yapilan baska bir calismada ise melatonin yiliklenen PCL elektrospun membranlarin
osteoblastik hiicrelerde ve sicanlarda kalvaryal defekt modelinde (3 mm bilateral defekt)
kemik rejenerasyonu lizerine etkileri arastirilmistir. PCL-melatonin membraninin in vitro ve

in vivo kemik rejenerasyonu iizerine uyarici etki gosterdigi belirlenmistir (Gurler vd., 2019).

64



PLA ile melatonin bilesiminden enjektabl olarak hazirlanan CaP igerikli materyalin
sicanlarda femoral kondiler defekt modelinde osteogenezis iizerine etkileri incelenmis ve
kompozitin M2 makrofaj aktivitesini baskilayarak osteogenezisi artirdigi belirtilmistir
(Huang vd., 2024).

Melatonin yliklenen biyomateryaller kemik doku miihendisligi c¢alismalarinda
siklikla tercih edilmektedir. Bununla birlikte yapilan ¢alismalar genellikle greft materyali
olarak tasarlanmis ve etkileri deneysel olarak arastirilmistir (Chenhui vd., 2024; Tang vd.,
2024; Zhang vd., 2024). Polimer bazli biyomateryallerin biyouyumlulugunun yiiksek olmasi
ve biyobozunum siirelerinin kolaylikla optimize edilmesi melatoninin kemik doku
miithendisligi ¢alismalarinda polimer temelli biyomateryaller ile kullanilmasinin daha iyi
etkiler verecegini isaret etmektedir (Ahmadpour vd., 2024). Buna dayanarak ¢alismamizda
melatonin yiiklenmis PLGA matriksinin otogreft uygulanan deneysel kritik kalvaryal

defektler lizerine osteoindiiktif ve osteokonduktif etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.
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UCUNCU BOLUM

MATERYAL YONTEM

3.1. PLGA ve PLGA/MEL Nanoliflerinin Uretimi ve Karakterizasyonu
3.1.1. PLGA-PEG6000 Soliisyonunun Hazirlanmasi

Melatonin igeren nanolifler Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Boliimii Biyopolimer ve Ileri Malzeme Arastirma Laboratuvari’nda hazirland:. Uretim
basamaklar1 ve sematik elektroegirme metodu Sekil 17° de gosterildi. Nanolif iiretimi igin
oncelikle ¢6zelti i¢inde toplam polimer oran1 % 15 olacak sekilde polimer (PLGA-PEG6000,
w/w=75:25) ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in ilk olarak, PLGA (1,125 g) 5 ml DMF/DCM
(w/w=70:30) ¢ozelti sistemi igerisinde ¢ozdiiriildii ve daha sonra ¢ozelti igerisine PEG6000
(0,375 g) eklendi. Cozelti homojen hale gelinceye kadar manyetik karistiricili 1siticida oda
sicakliginda 1 saat karistirildi (Gokge vd. 2024).

3.1.2. Melatonin iceren PLGA Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bu amagla, 28 giinde biyobozunuma ugrayacak sekilde polimer ¢ozeltisi igerisine
Melatonin eklenerek karistirildi ve homojen olmasi saglandi. Hazirlanan PLGA-PEG
oncelikle dimetilformamid/diklorometan (w/w=70:30) i¢erisinde ¢ozdiiriildii. Melatonin (176
mg); (PLGA-PEG 1:1 %wt) PLGA-PEG ile karigtirildi (Zhang vd., 2018). Karisim
elektroegirme isleminden 6nce 60 dakika boyunca karistirildi. Elektroegirme ile nanolifler
Inovenso, NE100 elektroegirme cihazi kullanilarak hazirlandi. Bu amagcla elektroegirme
cihaz1 akis hiz1 0.8 ml/h, mesafe 20 cm ve voltaj 20kV olacak sekilde ayarlandi. Melatonin
dozu defekt alanina uygun sekilde 1x1 cm? seklindeki materyale, her bir matrikste 1 mg
melatonin/matriks olarak yiiklendi. Melatonin giines veya elektrik 1s1§indan etkilendigi igin
nanolife melatonin katilma asamalar1 log kirmizi 1g1k altinda gergeklestirildi. Bu islemin

yapildig1 tiim cihazlar bir aliiminyum folyo ile sarild1 ve 151k almamasi saglandi.
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Sekil 17. (A) Nanoliflerin iiretilmesinde kullanilan elektroegirme cihazi, (B) Elektroegirme

yontemi ile nanolif iiretilmesi.

3.1.3. Biyomateryalin Salim Profilinin Belirlenmesi

Biyomateryalin melatonin igeren nanoliflerden 3 tekrarli olacak sekilde yaklagik 20
mg tartilarak diyaliz membranin igine koyuldu. Daha sonra diyaliz membrana 1 ml fosfat
tamponlu salin (PBS; pH 7.4 ve 20 mI’lik PBS; pH 7.4) igeren kaplara aktarildi (Kim vd.,
2020; Varila vd., 2012). Melatonin icin UV spektrofotometre ile 300 nm ile 190 nm arasinda
tarama yapildi, 220 nm ve 280 nm’lerde yiiksek absorbans olup olmadigina bakildi ve bu
dalga boylarina gore belirlenmis miktarlarda en az 6 standart metanolde hazirlanarak

kalibrasyon egrisi ¢izdirildi (Mirmajidi vd., 2021).
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3.1.4. Nanolif Yapida Uretilen Biyomateryalin SEM ile Karakterizasyonu

SEM goriintiilemesi ile nanoliflerin homojenizasyonu, siirekliligi degerlendirildi.
Biyomateryalin gozenekliligi ve yilizey sekli agisindan degerlendirme yapildi (Sui vd., 2021).
Bu amacgla PLGA-PEG6000 nanolifleri ve melatoninli PLGA-PEG6000 nanolifleri 10 nm
altinla kaplandi. Daha sonra SEM cihazi (JEOL JSM-7100-F) ile 15kV voltaj ile goriintiiler

elde edildi. Her iki materyal i¢in her sahadan en az 10 goriintii elde edildi.

3.1.5. Nanolif Yapida Uretilen Biyomateryalin FTIR ile Karakterizasyonu

FTIR kullanilarak, numunelerin yapilarinda olugan kimyasal baglar belirlendi (Sui
vd., 2021). Hazirlanan nanolifler FT-IR/ATR cihazi ile (Perkin Elmer, Spectrum Two, ABD)
incelendi (Sekil 18). FTIR analizi ile melatonin i¢eren ve melatonin icermeyen nanoliflerin
yapisindaki molekiiler baglar ve organik bilesikler incelendi. Bu amagla materyallerden dalga

boyu 400-4000 cm™* segilerek dlgiimler alindi.

Sekil 18. Nanoliflerin yapisindaki molekiiler baglarin ve organik bilesiklerin incelendigi

FTIR cihazinin gdsterimi.
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3.1.6. Uretilen Nanolif Yapida Biyomateryalin Sterilizasyonu ve Saklanmasi

Uretilen biyomateryaller hayvan deneylerinde kullanilmadan énce strerilize edildi. Bu
amagla tretilen biyomateryal oncelikle 1x1 cm seklinde pargalar hazirlandi (Sekil 19).
Hazirlanan biyomateryaller her iki tarafi 30’ar dakika olarak iizere ultraviyole (UV) 1sinina
maruz birakildi (Jarrar vd., 2021). Sterilize edilen biyomateyaller iki aliiminyum folyo arasina
yerlestirilerek plastik posetler igerisinde vakumlandi ve kullanilincaya kadar + 4 °C’de

saklandi. Biyomateyaller hayvan deneyleri laboratuvarina soguk zincir altinda getirildi.

Sekil 19. Melatonin i¢eren nanoliflerin kirmizi 11k altinda hazirlanmasi.

3.2. Hayvan Deneyleri

Uretilen biyomateryalin melatonin salim profili belirlendikten ve karakterizasyonu
yapildiktan sonra kemik iyilesmesi lizerine etkilerini belirlemek i¢in in vivo hayvan deneyi
asamasina gecildi. Hayvan deneyleri, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deneysel
Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde (COMUDAM) yiiriitiildii.
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3.2.1. Hayvan Materyali

Calismada COMUDAM’dan temin edilen 3-4 aylik 250-300 gram agirliginda 54 adet

erkek Wistar Albino cinsi siganlar kullanildi. Sig¢anlar ¢alisma siiresince yaklasik olarak 22

°C’lik oda sicakliginda, 12 saat aydinlik-karanlik dongiisiinde barindirildi, yem ve su

ulasimina izin verildi.

3.2.2. Calisma gruplari

Canli agirlik ortalamalar1 dikkate alinarak sicanlarin rastgele dagitilmasi olusturuldu.

Calisma dncesi yapilan gii¢ analizine gore (G power; a=0,05; f=0,95) her bir gruba her donem

icin 6, toplamda ise 18 sigan eklenmesi gerektigi anlasildi. Bu nedenle gruplar 18 sican

icerecek sekilde olusturuldu.

Grup 1 (Otogreft, n=18): Bu grup kritik kalvaryal defekt modeli igin kontrol grubu
olarak kullanildi. Bu amagla gruptaki tiim sicanlarin kafatasinin her iki tarafinda
karsilikli ayn1 noktalara gelecek sekilde frez aleti kullanilarak 2 adet 6 mm c¢apinda
kritik kalvaryal defekt olusturuldu. Daha sonra bir defektten c¢ikarilan kemik pargasi
kars1 taraftaki defekt alanina yerlestirilerek otogreft tamiri gergeklestirildi.
Caligmanin 7., 14. ve 28. giinlerinde gruptan rastgele 6 sican secilerek Gtenazi edildi,

doku ve kan ornekleri alindi.

Grup 2 (PLGA, n=18): Bu grup melatonin i¢ermeyen PLGA yapisindaki
biyomateryalin kritik kalvaryal kemik modelinde iyilestirici bir etki gosterip
gostermediginin belirlenmesi amaci ile olusturuldu. Bu amagla gruptaki tiim
siganlarda Grup1’deki gibi kritik kalvaryal defekt modeli olusturuldu, otogreft tamiri
yapildi ve greft olan alanin {izerine melatonin igermeyen PLGA yapisindaki

biyomateryal (1x1 cm capinda) yerlestirildi. Biyomateryal otogreft tamiri yapilan
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alanin tamamini kaplayacak sekilde uygulandi. Calismanin 7., 14. ve 28. giinlerinde

gruptan rastgele 6 sican segilerek 6tenazi edildi, doku ve kan 6rnekleri alindu.

e Grup 3 (PLGA/MEL, n=18): Bu grup melatonin igeren PLGA yapisindaki
biyomateryalin kritik kalvaryal kemik modelinde 1iyilestirici bir etki gosterip
gostermediginin belirlenmesi amaci ile olusturuldu. Bu amagla gruptaki tiim
sicanlarda Grup 1°deki gibi kritik kalvaryal defekt modeli olusturuldu, otogreft tamiri
yapildi ve greft olan alanin {izerine melatonin igeren PLGA yapisindaki biyomateryal
(1x1 cm ¢apinda) yerlestirildi. Biyomateryal otogreft tamiri yapilan alanin tamamini
kaplayacak sekilde uygulandi. Caligmanin 7. 14., ve 28. giinlerinde gruptan rastgele 6

si¢an segilerek Otenazi edildi, doku ve kan Ornekleri alindi.

3.2.3. Kritik Kalvaryal Kemik Defekti Modeli Olusturulmasi

Kritik karvalyal defekt modeli literatiirde belirtilen ve yaygin olarak kullanilan
yonteme gore gerceklestirildi (Wang vd., 2022). Bu amagla ilk olarak sicanlar intraperitoneal
ketamin-ksilazin (70 mg/kg-7 mg/kg) ile genel anestezi altina alindi. Daha sonra siganlarin
kafa bolgesi tiras edilerek kafatasi goriinlir hale getirildi. Operasyon yapilacak bolge
antiseptik soliisyon ile dezenfekte edildi. Siganlarin frontal bolgesinde bir insizyon ile deri ve
periost kalvaryadan iki yana dogru ayrildi. Kalvaryumdaki sagittal siiturun her iki yanina
bilateral 6 mm ¢apinda daire seklinde trefin frez kullanilarak kritik boyutlu kalvaryal defekt
olusturuldu (Sekil 20A). Operasyon alaninda frez kullanilirken dokuda olusabilecek termal
hasarin engellenmesi icin buzlu 5-6 ml’lik serum fizyolojik siirekli irrigasyon uygulandi.
Defekt bolgesindeki kemik, dura matere zarar verilmeden ¢ikarildir (Sekil 20B). Kemik
dokusu cikarildiktan sonra defektler steril serum fizyolojik ile yikandi. Tim gruplarda
bregmanin bir tarafindan c¢ikarilan kalvaryal kemik parcasi karsi tarafa yerlestirildi.
Boylelikle ayni sicanda kendi dokusunun implante edildigi iki farkli otogreft bolgesi elde
edildi (Sekil 20C). Otogreft grubunun disindaki gruplarda otogreft tamiri yapildiktan sonra
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defekt alanina 1x1cm? seklinde hazirlanan biyomateryaller yerlestirildi (Sekil 20D). Tiim
gruplarda operasyonun sonunda insizyon bolgesi siiture edilerek kapatildi. Tiim si¢anlara

profilaktik olarak Sefazol 20 mg i.m. uygulandi. Operasyon sonrasi siganlar tekli kafeslerde

barindirildi.

Sekil 20. (A) Siganlarda 6 mm ¢apinda kritik boyutta kalvaryal defekt olusturulmasi, (B)
Kalvaryal defekt olusturulduktan sonra dura mater goriintiisii, (C) Sicanlara otogreft
uygulamasinin yapilmasi ve (D) Otogreft yapilan alanlara biyomateryal uygulamasinin

yapilmasi.

3.2.4. Otenazi, Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Calismanin 7., 14. ve 28. giinlerinde her gruptan rastgele 6 sican se¢ildi ve siganlar
otenazi edildi. Otenazi islemi igin ketamin (70 mg/kg) - ksilazin (7 mg/kg) ile genel anestezi
altinda sicanlarin kalbinden 5 ml kan 6rnegi alindi ve otenazi islemi tamamlandi. Bu

asamadan sonra hizlica doku alimina gegcildi.
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Sicanlardan doku alimi yapilmadan oOnce cerrahi alan enfeksiyon agisindan
degerlendirildi. Daha sonra si¢anlarin kafa derisinde 11 no’lu bistiiri ile insizyon kesisi
yapildi. Kaynama bolgesinin immobilizasyonuna dikkat edilerek kalvaryum epitel dokudan
bistiiri yardimiyla kaziarak ekarte edildi. Ilk olarak greft bolgesi enfeksiyon, doku kaybu,

biyomateyalin durumu agisindan degerlendirildi.

Doku ornekleri tiim gruplarda kafatasinda olusturulan kalvaryal defekt bolgesinde
otogreft uygulanan alan ile kaynama bolgesini kapsayan alani igerecek sekilde alindi.
Bregmanin her iki tarafinda kalvaryal defekt olusturuldugu i¢in kalvaryumun tamami kesici
frez ile ¢ikarildi (Sekil 21). Boylelikle defekt sinir1 ile otogreft alan1 arasindaki iyilesme
alanlar1 ve yeni kemik olusum alanlarmin tamaminin elde edilmesi hedeflendi (Wang vd.,

2015).

Doku ornekleri % 10’luk formaldehit igeren soliisyonlarin igerisine konularak
histopatolojik analizlerin yapilacag: laboratuvara iletildi. Kan 6rnekleri ise 15 000 rpm’de 15
dakika boyunca santrifiij edildikten sonra, serumlari ependrof tiiplere alinarak analiz

edilinceye kadar -20 °C’de saklandi.

Sekil 21. Doku alimi sirasinda 28. giinde otogreft uygulamasi yapilan ve biyomateryal
uygulanan (A) kalvaryal alanin temsili bir goriintiisii ve (B) elde edilen total kalvaryal doku

gosterimi.

73



3.3. Histopatolojik Analizler

Laboratuvara gelen doku 6rnekleri dncelikle 2 giin boyunca % 10 formaldehit ¢ozeltisi
icerisinde bekletildi. Daha sonra dokular formik asit (% 50’ lik) ve sodyum sitrat (% 20’ lik)
cozeltileri ile hazirlanan karigimda dekalsifiye edildi. Dekalsifiye 6rnekler rutin doku takibi
icin artan derecelerde etil alkol serisinden gegirilerek dehidratasyon yapildi. Aseton ve ksilen

serilerinden gegirildi. Dokular ksilen ile seffaflandirildi ve parafin igerisine gomiildii.

3.3.1. Hematoksilen-Eozin Boyama

Parafin dokudan 4 mikrometre kesitler alinarak 2 giin siire ile etiivde (37 °C)
bekletildi. Bu siire bitiminde 2 saatlik siirede kesitler 20 dakika etiivde (60 °C), 20 dakika oda
sicakliginda ksilolde bekletildi. Ardindan parafin kesitler alkol serilerinden (% 96°dan % 70’a
kadar azalan) gecirildi. Dehidrate edilen kesitler distile suda yikanarak 15 dk siire ile
Hematoksilen soliisyonu igerisinde bekletildi ve sonrasinda ¢esme su altinda 15 dakika
yikandi islem sonrasi siiziilmeye birakildi. Ardindan 1 dakika Eozin i¢inde bekletildi. Daha
sonra 1’er dk boyunca % 70’den baslayarak artan etil alkolden gecirildi ve 20 dk (3 kez) ksilol
ile muamele edilip entellan kullanilarak kapatildi. Parafin bloklardan boyamalarda
kullanilmak iizere 4 um kesitler alindi. H-E ile boyanan doku 6rneklerinde otogreft ile ana
kemigin kaynadig1 bolgedeki yeni kemik olusumu yiizdesi hesaplandi. Bu amagla, ilk olarak
ana kemik alam belirlendi. Daha sonra kaynama bolgesi ve otogreft kemik belirlendi. Tlk
olarak ana kemik ile otogreft arasinda kalan bolge 6l¢iildii. Daha sonra bu bolgedeki yeni
kemik olusum alanlar1 dlgiimlendirildi. Incelenen kesitlerde tiim goriintii alanmni kaplayan
ticer saha esas alinarak 400 biiyiitme altinda yeni kemik olusum alam total defekt alanina

ylizdelik oranla ifade edildi (Abushahba vd., 2023).
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3.3.2. Masson Trikrom Boyama

MT boyama islemi i¢in 6ncelikle kesitler 1 gece boyunca etiivde (60 °C) bekletilerek
deparafinizasyon islemi gergeklestirildi. Daha sonra 20 dk siireler ile ii¢ farkli ksilen
serisinden gegirildi. Kesitler azalan alkol serilerinden gegirildi ve distile suda yikandi. Bu
asamadan sonra distile sudan c¢ikarilan kesitler MT boyama kitiyle boyandi. A, B, C ve D
reaktifleri i¢inde sirasiyla bekletilen dokular daha sonra distile suda yikandi. Bu agsamalardan
sonra kesitler 10 dakika E reaktifi icerisinde tutuldu. Ardindan Masson anilin mavisi ile 5
dakika boyunca muamele edildi. Tekrar distile suda yikanarak, % 95°lik alkol kullanilarak
dehidrasyon saglandi ve tekrar yikandi. Kesitler ksilol ile seffaflandirilarak entellan ile
kapatildi. Kaynama alanindaki yeni kolajen olusumu MT boyama yontemi ile incelendi ve

Tablo 1°de verildigi sekilde skorland1 (Pretel vd. 2007).

Tablo 1. MT boyama skorlamasi.

Degerlendirme Skor
Kemik kaynamasi yok, bag doku olusumu yok 1
Osteon olusumu, osteoprogenitdr ve osteojenik hiicrelerin 2

olusturdugu bag doku olusumu
Izole immatiir kemik spikiilii olusumu 3

Kompakt kemik olusumu 4

3.3.3. Von-Kossa Boyama

Von Kossa boyama teknigi kaynama bolgesindeki hidroksiapatit kristallerinin
olusumunu incelemek amaci ile yapildi. Bu amagla 6rnekler % 5 giimiis nitrat ile boyandi ve
30 dk 15182 maruz birakildi. Fosfat nedeniyle drnekler % 5’°lik sodyum tiyosiilfat soliisyonu

icinde tipik siyah renk aldig1 gézlendi. Dokular tekrar eozin ile boyandi, dehidrate edildi ve
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dereceli alkol ile muamele edildikten sonra Permount ile yiliklenerek mikroskop altinda
incelendi. Mineralizasyon gergeklesen alanlarin toplam kaynama alanina olan orani yiizdelik

olarak hesapland1 (Bi vd., 2012).

3.3.4. Periyodik Asit Schiff Boyama

PAS boyama teknigi kaynama alanindaki anjiyogenezisi degerlendirmek icin
kullanildi. Bu amagla 6ncelikle kesitler 1 saat boyunca etiivde (60 °C) deparafinizasyon islemi
icin bekletildi. Ardindan tekrar 1 saat boyunca 60°C de etiivde, sonrasinda 20 dakika oda
sicakliginda olmak iizere ii¢ degisim seklinde ksilol soliisyonunda bekletildi. Bu asamadan
sonra kesitler alkol serisinden gegirilip dehidrate edildi. Distile su ile yikandiktan sonra
periyodik asit soliisyonu ile 10 dakika muamele edilip, boyadan arindirmak igin 2-3 dakika
distile su ile yikandi. Kesitlerin suyu siiziildiikten sonra Schiff boya soliisyonu ile 20 dakika
boyunca muamele edildi. Ardindan tekrar distile su ile yikandi. Kesitler potasyum
metabisiilfit soliisyonu ile muamele edildikten sonra fiksasyon soliisyonuna koyuldu. Kesitler
ardindan distile su ile yikandi ve Mayers hematoksilen soliisyonu ile muamele edildi. Bundan
sonra ¢esme suyunda (5 dakika) yikanan kesitler, buradan alinarak % 96’lik alkolde
bekletildi, ksilol ile (3 kez) seffaflandirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi. Bu
asamadan sonra kesitler 20x biiylitme ile kan damarlarinin ana hatlarinin belirlendigi 6
boliime ayrilarak incelendi. Alt1 bolgenin total alani, defekt alaninin yiizdesi olarak toplam
kan damari alanini belirlemek i¢in kullanildi (Bi vd., 2012). PAS boyamasi ile bazal membran

kalinligindaki degisiklikler incelendi.

3.4. immiinohistokimyasal Analizler

Calismamizda immiinohistokimya analizi ile kalvaryal dokuda otogreft ve ana kemik
doku arasindaki kaynama bolgesi 6rneklerinden biyomateryalin yeni kemik olusumu ilizerine

etkilerini belirlemek iizere osteogenetik belirtecler olan ALP, VEGF, Runx2, BMP2 ve TRAP

immunoreaktiviteleri incelendi.
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ALP aktivitesi mineralizasyon ve kollajen birikiminin belirlenmesi; Runx2 osteoblast
matiirasyonunun ve aktivitesinin belirlenmesi VEGF anjiogenezisin degerlendirilmesi;
BMP2 osteoblastik aktivite ve kemik rejenerasyonunun diizeyinin belirlenmesi ve TRAP ise

osteoklastik aktivitenin degerlendirmesinde kullanildi.

Bu amagla kesitlere ilk olarak indirekt immiinohistokimya yontemi ile formalinde
fikse edilmis 6rneklerde deparafinizasyon ve antijen kurtarma islemi uygulandi. Daha sonra
kesitler TBST (Twin Tampon Cozeltisi Tampon, pH 7.4) ile 15 dakika muamele edildikten
sonra, 10 dakika boyunca % 3 hidrojen peroksit (Lab Vision, Thermo Scientific, Fremont,
ABD)’ e maruz birakildi. Kesitler bloklandiktan sonra primer antikorklar TRAP1
(0rb136692), ALP (orb388143), BMP2 (orb677060), VEGF (0rb256347) ve Runx2
(orb1412235; Biorbyt, UK) 1:50 oraninda seyreltilerek doku kesitlerine eklendi. Kesitler bu
sekilde gece boyunca primer antikor ile +4 °C'de bekletildi. Biyotinlenmis olan sekonder
antikor (Lab Vision, Thermo Scientific) ile oda sicakliginda kesitler 20 dk boyunca inkiibe
edildi. Takiben streptavidin peroksidaz enzimi ile (20 dakika) reaksiyona girmesi saglandi
(Lab Vision, Termo Scientific). Bu asamalardan sonra kesitler, TBST ile yikandi ve kromojen
substrat diaminobenzidin (DAB) igeren soliisyon ile inkiibe edilerek renk reaksiyonu
beklendi. Zit boyama asamasinda Mayer hematoksilen kullanildi. Kesitlere 5-10 dk siire ile
zit boyama yapildi. Immiinoreaktivite izlenen goriintiilerde h-skor kullanilarak yogunluk
degerlendirildi. Boyanma yogunluklari sirasiyla 1=zayif, 2=orta ve 3=giiclii olarak
degerlendirildi. Her yogunluk igin ii¢ farkli mikroskobik alanda hiicreler sayildi. Ilgili puan
daha sonra H-skoru = Y Pi (boyama yogunlugu + 1) formiilii kullanilarak hesaplandi. Pi, % 0
ile % 100 arasinda degisen yogunluk i¢in isaretli hiicrelerin yiizdesi olarak ifade edildi (Bali
vd., 2020, Demirel vd., 2022, Karakol vd., 2023).

3.5. Biyokimyasal Analizler

Kan 6rneklerinden elde edilen serumlardan ALP seviyesinin 6l¢timii gerceklestirildi.
Bunun i¢in ELISA ydntemi ile iiretici firmanin belirledigi kit prosediirii (SUNREDBIO
MARKA ELISA kit ALP: REF: DZE201110346 LOT: 202408) dogrultusunda
degerlendirme gergeklestirildi (Ponzano vd., 2023).

77



ALP standardi i¢inde stok standart soliisyonunu olusturuldu. Ardindan sirasiyla 120,
60, 30, 15, 7,5 ve 3,75 ng/ml olmak {izere ALP standartlar1 hazirlandi. Uygun kuyucuklara
50 ul standart eklendi. Standart soliisyonu biyotinle isaretlenmis antikor igeriyor olmasi
nedeniyle standart kuyucuklarina antikor eklenmedi. Numune 6rnekleri kuyucuklara 40 pl
hacimde eklendi. Numune kuyucuklarma 10 pl anti ALP antikoru eklendi. Kuyucuklar
(standart ve numune kuyucuklar) 50 ul streptavidin-HRP eklenerek, kaplandi ve 1 saat siire
ile 37 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra 350 pl yikama soliisyonu ile ELISA yikayicisinda 5
kez yikandi. Kromojen A kuyucuklara 50 pl oraninda eklendi. Sonraki asamada kromojen B
kuyucuklara eklenerek 37 °C’de 10 dk boyunca inkiibe edildi. Son olarak kuyucuklara 50 pl
stop soliisyonu eklendi. 15 dakika igerisinde mikroplate okuyucu ile 50 nm dalga boyunda

absorbanslar okundu.

3.6. istatistiksel Analizler

Calismamizdan elde edilen histopatolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal
sonuglarin ortalamalar1 arasindaki fark verilerin sayisal olup olmamasina, varyanslarin
homojen olup olmamasina gore, independed t test, Mann Whitney U, ayrica 2 grubun
haricindeki ¢oklu karsilastirmalarda tek-yonlit ANOVA, TUKEY HSD Test veya Tamhane’s,
Dunnet’s testlerinden uygun olan1 SPSS 20 yazilimi kullanilarak analiz edildi. Tim verilerin
korelasyon analizi Pearson korelasyon testi kullanilarak belirlendi. Analizlerin verilerinde p

(6nem seviyesi) <0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismanin bulgular1 nanoliflerin liretimi ve karakterizasyonu ile bu nanoliflerin

in vivo hayvan deneylerinde etkinliginin degerlendirilmesi verilerini icermektedir.

4.1. PLGA/MEL Nanoliflerinin Uretimi ve Karakterizasyonu

Calismamizda ilk olarak PLGA/MEL igeren nanolifler iiretildi. Uretilen nanoliflerin
biyobozunum ve ilag salim profilleri belirlendi. In vivo deneylerde kullanilmadan once
tiretilen PLGA/MEL nanolifleri UV sterilizasyona maruz birakildi. PLGA/MEL
igerigindeki, melatoninin 1518a duyarlilig1 nedeniyle, UV sterilizasyon sonrasinda ila¢ salim
profili ~ Olglimii  tekrar  gerceklestirildi. PLGA/MEL nanoliflerinin  morfolojik

karakterizasyonu SEM analizi ile kimyasal baglarinin yapisi ise FTIR analizi ile belirlendi.
4.1.1. Nanoliflerin Biyobozunum Profili
PLGA (LA:GA; 50:50) ve PEG6000 (75:25) formiilasyonunun in vitro bozunumu 28

giin siire ile optimize edildi. Nanoliflerin bozunum grafigine gore 28. giinde % 85-90

oraninda bir biyobozunum gézlendi ($ekil 22).
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Sekil 22. Nanoliflerin biyobozunum profili.
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4.1.2. PLGA/MEL Nanoliflerinin Ila¢ Sahim Profili

Calismamizda 176 mg melatonin yiiklenen PLGA (1,5 gr) nanolifinin melatonin
salim profili PBS icerisinde 24 saat boyunca takip edildi. Bu amagcla 1 saat araliklarla alinan
¢ozelti orneklerinde UV spektrofotometre ile 300 nm ile 190 nm arasinda tarama yapilarak
aciga cikan etken madde diizeyleri 6lgiildii. Boylelikle calismamizda nanolife melatonin
yiiklendikten sonra ila¢ salim profili belirlendi. En yiiksek salim 1. saatte ger¢eklesmis olup
lgr malzemeden 25 gr (% 85) salim gerceklesti. 2. saatin basinda PLGA/MEL’in muamele
edildigi PBS soliisyonu degistirildi. Bu saatten sonra 3 saat siire plato diizeyinde kalan egri

cizdirildi ve salim durumu belirlendi (Sekil 23A).

PLGA/MEL UV- PLGA/MEL UV+
3 »
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E 2 E
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; % 10
10 0
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- 5 o
0
0 0 1 2 . 4 5 6 1
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Sekil 23. (A) UV sterilizasyon oOncesi ve (B) UV sterilizasyon sonrasi PLGA/MEL

nanoliflerinin ilag salim profili.

In vivo deneylerde kullanilmadan 6nce nanolifler UV 1sinlar ile sterilize edildi.
Melatonini 1518a duyarliligi nedeniyle biyomateryal bilesiminde yiiklenen melatonin
dozunda bir degisim olup olmadigi UV isinlar ile sterilizasyon yapildiktan sonra da

gerceklestirildi. Nanoliflerin salim grafigine gore melatonin dozunda bir kayip gozlenmedi

(Sekil 23B).
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4.1.3. SEM Analizi Sonuglari

Yapilan SEM analizine géore PLGA/MEL ve PLGA nanoliflerinin lif yapis1 dagilimi
belirlendi. Buna gére PLGA/MEL ve PLGA nanoliflerinin diizgiin homojen lif dagilimina
sahip oldugu belirlendi. Nanoliflerin siireklilik gosterdigi ilag salimi saglayabilecek bir

membran 6zelliginde oldugu goriildii (Sekil 24).

Sekil 24. Uretilen nanoliflerin SEM gériintiileri.

4.1.4. FTIR Analizi Bulgular:

PLGA-PEG nanolifine ait FT-IR spektrumunda PLGA ve PEG yapilarina ait
karakteristik pikler goriilmektedir. PLGA yapisindaki karakteristik pik 1760 cm™'de C=0
gerilmesini gdstermektedir. Spektrumdaki 2888 cm™'deki karakteristik bant PEG yapisindaki
CH, CH2 ve CHjs gruplarmin gerilmesine aittir. Analizlerde 1130 cm™ ve 1452 cm™'deki
karakteristik bantlar sirasiyla metil grubunun C-O-C grubuna ve C-H bagina aittir (Pereira
vd. 2016). Melatonine ait karakteristik pikler ikinci spektrumda agikca goriilmektedir. 3300
cm™°de goriilen pik melatonin yapisindaki N-H gerilmesine aittir. -CN gerilme pikleri 2900
cm? civarinda ve ikincil amidlerin gerilme titresimlerine ait pikler yaklasik 1650 cm™’de
goriilmektedir (Lee vd, 2023; Altindal ve Giimiisderelioglu, 2016). PLGA-PEG igerisine
melatonin eklenmis nanolife ait iiglincli spektrumda hem PLGA ve PEG polimerlerine hem

de melatonine ait karakteristik pikler agikca goriilmektedir. Ancak yapida melatonin yiizdesi
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diisiik oldugu i¢in melatonine ait piklerin siddetinin daha diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil
25).

[~ PLGA-PEG
Melatonin
| = PLGA-PEG-Mel

Vo

enumbers [em

Sekil 25. PLGA, PLGA/MEL ve melatoninin FTIR spektrumu.

4.2. In vivo Bulgular

Calismamizin in vivo hayvan deneyleri kisminda, si¢ganlardan Otogreft, PLGA ve
PLGA/MEL olmak iizere 3 grup olusturuldu. Bu gruplardan ¢aligmanin 7., 14., ve 28.
giinlerinde analizlerde kullanilmak iizere kalvaryal doku elde edebilmek i¢in, her grupta 6
hayvan olacak sekilde toplam 54 adet Wistar Albino erkek sigan kullanildi. Gruplar
olusturulurken gruplar arasi parametrelerin farkliligin1 ortadan kaldirmak amaci ile canli
agirliklar birbirine yakin degerlere sahip gruplar olusturulmaya 6zen gosterildi. Deneysel
stirecin 7., 14. ve 28. giinlerde kalvaryal kemik dokulari (otogreft-ana kemik kaynama
bolgesi) alinarak, histopatolojik boyamalar (H-E, MT, PAS ve Von Kossa),
immiinohistokimyasal analizler (ALP, TRAP1, BMP2, Runx2, VEGF imiinoreaktiviteleri)
yapildi. Kan orneklerinden elde edilen serumlardan ise biyokimyasal analizler (serum ALP
seviyeleri) yapildi. Tiim ¢alisma siiresince 7. ginde PLGA/MEL grubunda 1 sican
operasyona bagli nedenlerden dolay1 6ldii. Diger tiim siganlar ¢alismay1 saglikli bir sekilde

tamamladi ve aragtirma sonucunu etkileyecek herhangi bir olumsuzlukla kargilagiimadi.
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Analizlere ait bulgularimiz asagida verilmistir.

4.2.1. Histopatolojik Boyama Bulgular:

Histopatolojik degerlendirmede bilateral olusturulan kalvaryal kemik defekti sonrasi
otogreft yapilan ve nanolif uygulanan gruplarin kaynama bolgesinde diizgiin ve belirgin bir
kemik iyilesmesi mevcut olup defekt alaninda remodeling evresinin ozellikleri goriildii.
Higbir drnekte enfeksiyon gibi kemik iyilesmesini olumsuz etkileyecek bulguya rastlanmadi.
Osteoid yap1 ve osteoblastlar ile gelisen kemik olusumu gbzlendi. Her bir analiz igin gruplara

ait bulgular asagidaki bolimde gosterildigi gibidir.

H-E Boyama Bulgular

Yeni kemik olusumu seviyelerinin belirlenmesi igin ana kemik ile otogreftin kaynama
bolgesinden alinan dokulara ait kesitlerde H-E boyamasi yapilarak, gruplar arasinda
degerlendirme yapildi. Otogreft gruplarinda 7., 14. ve 28. giinlerde elde edilen boyamalarda
defekt duvarlarina yakin ve az miktarda yeni kemik olusumu saptandi. PLGA/MEL grubunda
kaynama bolgesinde mineralize kemik trabekiilleri ve yeni kemik olusumu gozlendi. PLGA
ve PLGA/MEL gruplarinda yiiksek oranda hiicresel aktivasyon izlendi. Greftin yerini yeni
olusan kemik dokunun aldig1 belirlendi (Sekil 26, Sekil 27 ve Sekil 28).

PLGA/MEL grubunda yeni kemik olugsumunun 7., 14. ve 28. giinlerde Otogreft
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi tespit edildi (sirasiyla p<0,01,
p<0,001, p<0,05). PLGA/MEL grubunda yeni kemik olusumu miktarinin PLGA grubuna
gore 7. ve 14. giinlerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu izlendi (p<0,05).
PLGA/MEL ve PLGA gruplar arasinda 28. giinde yeni kemik olusumu agisindan anlamli bir
fark tespit edilmedi. PLGA grubunda ise 14. ve 28. giinlerde yeni kemik olusumu
diizeylerinin Otogreft grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
belirlendi (p<0,05). Bununla birlikte 7. giin verilerinde PLGA grubundaki yeni kemik olugum
diizeyi ile Otogreft grubu arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 27). Yapilan korelasyon

analizine gore tiim gilinlerde yeni kemik olusumu diizeyi ile yeni damar olusumu, BMP2,
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TRAP ve ALP pozitif hiicre yogunlugu parametreleri arasinda anlamli diizeyde pozitif
korelasyon belirlendi (p<0,05).
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Sekil 26. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarmna ait 7. giin H-E boyama
goriintiileri x10 ve (D) Yeni kemik olusumu (%) oranlarina gore yapilan degerlendirme

sonuglarinin grafiksel gdsterimi (*; p<0,05, **; p<0,01; Siyah ok: ana kemik; Yildiz: yeni
kemik formasyonu).

84



- ; \
= TN \ oo
3 \ t x\
T Z = A7 \‘
200 um 55 200 pm
$ 50 ‘ % %k %k l
B S *
g i) 40
X g .
§ z [
/ 230
: % N S
N 4
£ 20
X I
5 10
0
200Hm Otogreft PLGA PLGA/MEL

Sekil 27. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 14. giin H-E boyama
goriintiileri x10 ve (D) Yeni kemik olusumu (%) oranlarina gore yapilan degerlendirme

sonuglarinin grafiksel gosterimi (*; p<0,05, ***; p<0,001; Siyah ok: ana kemik; Yildiz: yeni
kemik formasyonu; Kirmizi ok: osteoblast).
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Sekil 28. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 28. giin H-E boyama
gortntiileri x10 ve (D) Yeni kemik olusumu (%) oranlarina gore yapilan degerlendirme
sonuglariin grafiksel gosterimi (*; p<0,05, Siyah ok: ana kemigi; Yildiz: yeni kemik

formasyonu; Kirmizi ok: osteoblast).
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Sekil 29. Yeni kemik olusumu ile kolajen birikimi, yeni damar olusumu, BMP2 pozitif hiicre
yogunlugu, ALP pozitif hiicre yogunlugu ve TRAP pozitif hiicre yogunlugu arasinda anlaml

diizeyde pozitif korelasyon bulgularinin grafiksel gosterimi (p<0,05).

MT Boyama Bulgulan

Otogreft ile ana kemik arasindaki kayanama bolgesinde kolajen birikiminin
belirlenmesi i¢in MT yo6ntemi ile kolajen boyamasi yapildi. Kaynama bolgesinden elde
edilen kesitlerde MT boyama bulgularina gére 7., 14. ve 28. giinlerde tiim gruplarda kemik
trabekiilleri, gevsek bag dokusu olusumu ve kolajen formasyonu izlendi. PLGA/MEL ve
PLGA gruplarinda Otogreft grubuna gore daha yogun kolajen olusumu goézlendi. Nanolif
gruplarinin kaynama bolgesinde biyomateryalin absorbe olarak otogreft ile ana kemik
arasindaki bosluklarin yeni kemik olusumu ile dolduruldugu gozlendi. PLGA ve
PLGA/MEL gruplarmin lakiinlerinde osteositler ve kemik trabekiillerinin ¢evresinde

osteoblastlar daha belirgindi (Sekil 30, Sekil 31 ve Sekil 32).
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PLGA/MEL grubunun 7. 14. ve 28. giinlerde kolajen birikimi diizeylerinin Otogreft
ve PLGA gruplaria gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 belirlendi (p<0,05;
p<0,01; p<0,001). PLGA grubundaki 14. giinde gbzlenen kolajen birikiminin Otogreft
grubuna gore anlamli diizeyde arttig1 tespit edildi (p<0,05). Bununla birlikte 7. ve 28. giin
kolajen birikimi bulgular1 agisindan PLGA grubu ve Otogreft grubu arasinda anlamli bir fark
saptanmadi. Buna ek olarak yapilan korelasyon analizinde kolajen birikimi ve
mineralizasyon diizeyi, ALP, BMP2 ve Runx2 pozitif hiicre yogunlugu arasinda anlaml

diizeyde pozitif bir korelasyon belirlendi (p<0,05; Sekil 33).

Histopatolojilé Skor

Sekil 30. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarmma ait 7. giin MT boyama
goriintiileri X20 ve (D) MT histopatolojik skor bulgularina gdre yapilan degerlendirme
sonuglarinin grafiksel gosterimi (*; p<0,05, ***; p<0,001, Siyah ok: ana kemik; Yildiz:
kolajen birikimi).
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Histopatolojik Skor

Otogreft PLGA PLGA/MEL

Sekil 31. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarmna ait 14. giin MT boyama
goriintiileri x20 ve (D) MT histopatolojik skor bulgularina gore yapilan degerlendirme

sonuglariin grafiksel gosterimi (*; p<0,05, ***; p<0,001, Siyah ok: ana kemik; Yildiz:
kolajen birikimi).
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Sekil 32. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarma ait 28. giin MT boyama
goriintiileri x20 ve (D) MT histopatolojik skor bulgularina gore yapilan degerlendirme
sonuglarinin grafiksel gosterimi (*; p<0,05, **; p<0,01, Siyah ok: ana kemik; Y1ildiz: kolajen

birikimi).

90



20~ "
- 200
[ [ ]
S 151 5 150 g
> =5
[} T L]
N =
B 107 = 100- e 3
g & .
s 54 o o] R=0,678
. = 2 p=0,003
0 T T T 1 0 T T T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Kolajen Birikimi Kolajen Birikimi
200+ 250 -
Q
8 G 200 ®
= 150 g L ] :::
= * « ° & 150+ o ° o
8 N e ©
8 100 [ ] [e) o
o s A ® z 100+ S o
~ R= 0,624 % R= 0,736
S 50+ p=0.007 S so- be8.001
m (4
0 I T T 1 0 I I T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Kolajen Birikimi Kolajen Birikimi

Sekil 33. Kolajen birikimi ile mineralizasyon, ALP pozitif hiicre yogunlugu, BMP2 pozitif
hiicre yogunlugu ve Runx2 pozitif hiicre yogunlugu arasinda anlamli diizeyde pozitif

korelasyon bulgularinin grafiksel gosterimi (p<0,05).

PAS Boyama Bulgular

PAS boyama bulgularina gore tiim gruplarda farkli oranlarda yeni damar olusumu,
kirmiz1 kan hiicreleri i¢eren osteonlar ve Havers kanallar1 gozlendi. PLGA/MEL ve PLGA
gruplarinin lakiinlerinde osteositler ve kemik trabekiillerinin ¢evresinde osteoblastlar
belirgindi. Yeni damar olusumunun (%) 7., 14. ve 28. giinlerde PLGA/MEL grubunda
Otogreft grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 belirlendi (sirastyla p<0,01;
p<0,001). PLGA/MEL grubundaki yeni damar olusumunun 14. giinde PLGA grubuna gore
anlamli olarak artig gosterdigi tespit edildi (p<0,05). Bununla birlikte PLGA/MEL grubunun

yeni damar olusumu ile PLGA grubu arasinda 7. ve 28. giinlerde istatistik olarak anlamli bir
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farklilik saptanmadi. PLGA grubunda yeni damar olusumu diizeyinin 7., 14. ve 28. giinde
Otogreft grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu
goriildi (sirastyla p<0,05, p<0,001; Sekil 34, Sekil 35, Sekil 36).

< AN,

Yeni Damar Olusumu (%)

Otogreft PLGA PLGA/MEL

Sekil 34. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 7. giin PAS boyama
gortintiileri x20 ve (D) PAS boyali histolojik kesitlerde yeni damar olusumuna (%) gore
yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, **: p<0,001, Siyah oklar:

ana kemik; yildizlar: yeni damar olusumu).
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Sekil 35. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 14. giin PAS boyama
gortintiileri x20 ve (D) PAS boyali histolojik kesitlerde yeni damar olusumuna (%) gore
yapilan degerlendirme sonuglarmin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, **: p<0,001, ***:

p<0,0001, Siyah ok: ana kemik; Yildiz: yeni damar olusumu).
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Yeni Damar Olusumu (%)

Otogreft PLGA PLGA/MEL

Sekil 36. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 28. giin PAS boyama
gortintiileri x20 ve (D) PAS boyali histolojik kesitlerde yeni damar olusumuna (%) gore
yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, ***: p<0,0001, Siyah ok:

ana kemik; Yildiz: yeni damar olusumu).

Von Kossa Boyama Bulgular:

Von Kossa boyama yontemi ile kaynama bolgesindeki mineralizasyon alanlari
degerlendirildi. Elde edilen Von Kossa boyama bulgularina gore 7., 14. ve 28. giinlerde tiim
gruplarda degisen oranlarda mineralizasyon yogunlugu belirlendi. Mineralizasyon
diizeylerinin PLGA/MEL ve PLGA gruplarinda Otogreft grubuna oranla daha yiiksek

oldugu gozlendi. Mineralizasyonun tiim gruplarda kaynama bolgesinde yogunlastigi izlendi.
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PLGA/MEL grubunda mineralizasyon diizeyinin Otogreft grubuna gore 7., 14., ve
28. glinlerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi gozlendi (p<0,001). PLGA/MEL
grubunda PLGA grubuna gore 14. ve 28. giinlerde mineralizasyon miktar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir artis belirlendi (p<0,05). PLGA ve PLGA/MEL
gruplar1 arasinda 7. giindeki mineralizasyon aktivitesi karsilastirilmasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark belirlenmedi. PLGA grubundaki mineralizasyon seviyesinin 7., 14. ve 28.
giinlerde Otogreft grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1
izlendi (p<0,05; p<0,0001; Sekil 37, Sekil 38, Sekil 39).

Mineralizasyon (%)

Otogreft PLGA PLGA/MEL

Sekil 37. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarma ait 7. giin Von Kossa boyama
gortintiileri x20 ve (D) Von Kossa boyali histolojik kesitlerde mineralizasyon diizeylerine
(%) gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, ***: p<0,0001,

Siyah oklar: ana kemik; Yildiz: mineralizasyon).
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Sekil 38. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL giinlere ait 14. giin Von Kossa boyama
goriintiileri x20 ve (D) Von Kossa boyali histolojik kesitlerde mineralizasyon diizeylerine
(%) gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, ***: p<0,0001,

Siyah ok: ana kemik; Yildiz: mineralizasyon).
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Otogreft PLGA PLGA/MEL

Sekil 39. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 28. giin Von Kossa
boyama gorintiileri x20 ve (D) Von Kossa boyali histolojik kesitlerde mineralizasyon
diizeylerine (%) gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05,

***: p<0,0001, Siyah ok: ana kemik; Yildiz: mineralizasyon).

4.2.2. Iimmiinohistokimya Analizi Bulgular

ALP immiinohistokimya Boyama Bulgular:

Otogreft ile ana kemik arasinda mineralizasyon aktivitesinin belirlenmesi igin

yapilan ALP immiin isaretlemeleri ile ALP pozitif hiicrelerin yogunlugu belirlendi.
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Bulgularimiza gére PLGA/MEL grubunda ALP pozitif hiicre sayisi 7., 14. ve 28. giinlerde
Otogreft grubuna gore anlamli diizeyde yiiksekti (p<0,001, p<0,05). PLGA/MEL grubunda
7. ve 14. giinlerde belirlenen ALP pozitif hiicrelerin sayisinin ise PLGA grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli izlendi (p<0,05). Bununla birlikte 28. giinde PLGA/MEL ile
PLGA grubu arasinda ALP pozitif hiicrelerin sayisi agisindan anlamli bir farklilik izlenmedi.
PLGA grubunda 7., 14. ve 28. giinlerde ALP pozitif hiicre sayisinin Otogreft grubuna gore
anlamli seklide artis gosterdigi belirlendi (p<0,001; Sekil 40, Sekil 41, Sekil 42).

7. giin
[ *k*k ‘
*
I
150 *x
7}
z
wn
5
2 100
k=]
o
[=W
; 50
0
Otogreft PLGA PLGA/MEL

Sekil 40. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 7. giin ALP
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait 7. giin ALP pozitif hiicre
sayisilarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, **:

p<0,001, ***:p<0,001, Siyah ok: ana kemik; Kirmiz1 ok: ALP pozitif hiicre).
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Sekil 41. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 14. giin ALP
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait 14. giin ALP pozitif hiicre
sayilarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, **:
p<0,001, ***:p<0,001, Siyah oklar: ana kemik; Kirmiz1 ok: ALP pozitif hiicre).
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Sekil 42. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL PLGA/MEL gruplarina ait 14. giin ALP
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait 14. giin ALP pozitif hiicre
sayilarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, **:

p<0,001, Siyah ok: ana kemik; Kirmiz1 ok: ALP pozitif hiicre).

TRAP immiinohistokimya Boyama Bulgular

Osteoklast ve rezorbsiyon aktivitesini belirlemek i¢in yapilan TRAPI

immiinohistokimya analizinin sonuglara gére TRAP1 pozitif hiicre sayisinin PLGA/MEL
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grubunda Otogreft grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu
belirlendi (p<0,0001; p<0,001). PLGA grubunda ise TRAP1 pozitif hiicre sayisinin Otogreft
grubu ile karsilagtirildiginda 7., 14. ve 28. giinlerde istatistiksel olarak anlamli derecede daha
yogun oldugu gézlendi (p<0,05; p<0,001; Sekil 43, Sekil 44, Sekil 45).
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Sekil 43. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarma ait 7. gin TRAP1
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait TRAP pozitif hiicre
sayllarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05;

***:p<0,001, Siyah ok: ana kemik; Kirmiz1 ok: TRAP1 pozitif hiicre).

101



14. giin

*kk
140 !
*
[

= 120 *k
z
% 100
5
2 80
e
§ 60
[=%
g 40

20

0

Otogreft PLGA PLGA/MEL

Sekil 44. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 14. gin TRAP1
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait TRAP pozitif hiicre
sayilarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, **:
p<0,001; ***:p<0,001, Siyah ok: ana kemik; Kirmizi1 ok: TRAP1 pozitif hiicre).
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Sekil 45. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 28. giin TRAP1
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait TRAP pozitif hiicre
sayilarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, **:

p<0,001, Siyah ok: ana kemik; Kirmizi ok: TRAP1 pozitif hiicre).

BMP2 immiinohistokimya Boyama Bulgular

MSC aktivitesinin belirlenmesi igin yapilan BMP2 immiin boyamasi sonuglarina
gore, PLGA/MEL grubundaki BMP2 pozitif hiicrelerin yogunlugunun 7., 14. ve 28.

giinlerde Otogreft grubuna gore istatistiksel olarak anlamli izlendi (p<0,001; p<0,01). PLGA
grubunda ise 7. ve 28. giinlerde BMP2 pozitif hiicre
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sayisinin Otogreft grubu ile karsilastirildiginda anlamli diizeyde daha yiiksek goriildii
(p<0,05; Sekil 46; Sekil 47; Sekil 48).

120

BMP2 Pozitif Hiicre Sayist

Otogreft PLGA PLGA/MEL

Sekil 46. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 7. giin BMP2
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait BMP2 pozitif hiicre
sayllarina gore yapilan degerlendirme sonuglarmin grafiksel gosterimi (*:p<0,05,

***:p<0,001, Siyah ok: ana kemik; Kirmizi ok: BMP2 pozitif hiicre).
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Sekil 47. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 14. giin BMP2
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait BMP2 pozitif hiicre
sayilarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (**; p<0,01, Siyah

ok: ana kemik; Kirmizi ok: BMP2 pozitif hiicre).
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Sekil 48. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 28. gin BMP2
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait BMP2 pozitif hiicre
sayilarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, **:

p<0,01, Siyah ok: ana kemik; Kirmizi ok: BMP2 pozitif hiicre).

VEGF immiinohistokimya Boyama Bulgular

Anjiyogenezis degerlendirmesi i¢in yapilan VEGF immiin boyamasi bulgularina
gore PLGA/MEL grubunda VEGF pozitif hiicrelerinin yogunlugunun 7. ve 14. giinlerde

Otogreft grubuna gore daha fazla oldugu goriildii (sirasiyla p<0,05; p<0,001). PLGA
grubunda ise 7. ve 14. giin VEGF pozitif hiicrelerinin yogunlugunun Otogreft grubuna goére
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daha yiiksek oldugu belirlendi (sirasiyla p<0,001; p<0,05). PLGA/MEL ve PLGA
gruplarinda 28. giinde VEGF pozitif hiicrelerin sayisinin Otogreft grubuna gore anlamli
diizeyde azaldig1 gozlendi (p<0,05; Sekil 49, Sekil 50, Sekil 51).
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Sekil 49. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 7. gin VEGF
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait VEGF pozitif hiicre
sayilarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*:p<0,05, **:

p<0,001, Siyah ok: ana kemik; Kirmiz1 ok: VEGF pozitif hiicre).
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Sekil 50. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 14. gin VEGF
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait VEGF pozitif hiicre
sayilarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, **:

p<0,001, Siyah ok: ana kemik; Kirmiz1 ok: VEGF pozitif hiicre).
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Sekil 51. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 28. gin VEGF
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait VEGF pozitif hiicre
sayilarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05, Siyah ok:

ana kemik; Kirmizi ok: VEGF pozitif hiicre).

Runx2 immiinohistokimya Boyama Bulgular

Osteoprogenitdr  hiicrelerin  diferansiyasyon  diizeyinin  belirlenmesi  i¢in
gergeklestirilen Runx2 immiin boyamasi sonuglarina gore, PLGA/MEL grubunda Runx2
pozitif hiicrelerin yogunlugu 7., 14., ve 28. gilinlerde Otogreft grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyede daha fazla oldugu belirlendi (p<0,05; p<0,001). Tiim giinlerde elde
edilen verilere gore PLGA ve PLGA/MEL gruplar arasinda Runx2 pozitif hiicrelerin
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yogunlugu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. PLGA grubunda ise
sadece 28. giinde Runx?2 pozitif hiicrelerinin sayisinda Otogreft grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde artis oldugu goriildi (p<0,05; Sekil 53, Sekil 54, Sekil 55).
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Runx2 Pozitif Hiicre Sayist

Sekil 52. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarma ait 7. gin Runx2
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait Runx2 hiicre sayilarina gore
yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (**: p<0,001, Siyah ok: ana kemik;

Kirmiz1 ok: Runx2 pozitif hiicre).
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Runx2 Pozitif Hiicre Sayis1
[ee]
S
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Otogreft PLGA  PLGA/MEL
Sekil 53. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 14. giin Runx2
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait Runx2 pozitif hiicre

sayilarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*:p<0,05, Siyah ok:

ana kemik; Kirmizi ok: Runx2 pozitif hiicre).
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28. giin

**
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Runx2 Pozitif Hiicre Sayist

Otogreft
T g

Sekil 54. (A) Otogreft, (B) PLGA, (C) PLGA/MEL gruplarina ait 14. giin Runx2
immiinohistokimya boyama goriintiileri x20 ve (D) Gruplara ait Runx2 pozitif hiicre
sayilarina gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*:p<0,05, **:

p<0,001, Siyah ok: ana kemik; Kirmiz1 ok: Runx2 pozitif hiicre).

4.2.3. Biyokimyasal Analizler

Tiim gruplardaki sicanlardan 7., 14., ve 28. giinlerde alinan kan 6rneklerinden elde
edilen serumlardan ELISA ile Otogreft, PLGA ve PLGA/MEL gruplarindaki siganlarin

serum ALP seviyeleri belirlendi. Elde edilen sonuglara gore 7. ve 28. giinlerde gruplar
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arasinda serum ALP seviyeleri agisindan anlamli bir fark belirlenmedi. Bununla birlikte 14.
giin verilerine gore PLGA grubunda serum ALP seviyelerinin Otogreft ve PLGA/MEL
grubunun serum ALP seviyeleri acgisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis oldugu

gozlendi (Sekil 56).

7. giin 14. glin
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Otogreft PLGA PLGA/MEL Otogreft PLGA PLGA/MEL

28. giin

ng/g

8
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|
4
2

Ootgreft PLGA  PLGA/MEL

Sekil 55. Gruplara ait 7., 14. ve 28. glinlerde elde edilen serum 6rneklerinde, ALP ELISA

verilerine gore yapilan degerlendirme sonuglarinin grafiksel gosterimi (*: p<0,05).
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BESINCI BOLUM
TARTISMA, SONUC VE ONERILER

5.1. Tartisma

Bu c¢alismada siganlarda otogreft ile tamir edilen deneysel kritik kalvaryal kemik
defekti ilizerine melatonin iceren PLGA yapisindaki nanolif uygulamasinin 7., 14. ve 28.
giinlerde kemik kaynamasi iizerine etkileri arastirildi. Bu amagcla oncelikle elektroegirme
yontemi ile melatonin iceren PLGA nanolifler iiretildi. Uretilen nanoliflerin biyobozunum
ve ilag salim profili belirlendikten sonra, morfolojik ve kimyasal karakterizasyonu yapildu.
In vivo sican deneylerinde tiim gruplarda otogreft tamiri yapildiktan sonra PLGA ve
PLGA/MEL gruplarina nanolifler yerlestirildi. Calismanin 7., 14. ve 28. giinlerinde alinan
kalvaryum dokularinda yapilan histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizlerin sonuglari
PLGA/MEL nanolif uygulamasinin kemik ornekleri alinan tim giinlerde (7., 14. ve 28.
giinler) otogreft ile ana kemik arasinda daha iyi ve daha hizli bir kaynama sagladigini
gostermistir. Nanoliften kontrollii melatonin saliminin kemik kaynamasini hizlandirict
etkisini (a) yeni kemik olusumunu (b) yeni damar olusumunu (c) mineralizasyonu ve (d)
kollajen birikimini arttirarak gdsterdigi anlasildi. Melatoninin bu etkisini ¢aligmanin 7. ve

14. giinlerinde ALP, VEGF, BMP2 ve Runx2 iiretimini artirarak gosterdigini diistinmekteyiz.

Kemik doku mihendisligi c¢alismalarinda en sik kullanilan biyouyumlu
matrikslerden bir tanesi PLGA’dan iiretilen matrikslerdir. PLGA’nin yapist itibari ile kemik
ECM’sini taklit edebilme 6zelligine sahip olmasi tercih edilmesini saglayan bir faktordiir
(Cetin Altindal ve Glimiisderelioglu, 2019; Li ve Zhang, 2018; Mittal vd., 2007). PLGA
temelli biyomateryaller nanolif, mikro-nano partikiil veya sferik yapida iiretilebilir. Ozellikle
nanolif yapida iiretilen PLGA biyomateryalleri, kemik hiicre adezyonunu saglayabilen bir
koprii ozelligi gosterdiginden, kemik doku miihendisligi alaninda yapilan deneysel

caligmalarda siklikla kullanilmaktadir (Hassan vd., 2022; Jin vd., 2021; Zhang vd., 2018).
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Gerek kemik doku miihendisligi ve gerekse bagka alanlarda olsun PLGA’dan
tiretilecek nanoliflerin iliretim asamasinda bir optimizasyon siirecinden ge¢meleri gerekir
(Bhuiyan vd., 2016; Ramchandani ve Robinson, 1998; Riggin vd., 2017). In vitro ortamda
ve daha ¢ok kimyasal siiregler olan bu islemlerde kullanim amacina gore nanolifin bilesimi

ayarlanir (Guo vd., 2016). Bu amagla yiiriitiilen optimizasyon ¢aligsmalarinda nanolifin;

(a) Biyobozunum siiresinin,
(b) Kontrollii salim yapilacak ilaci tagima kapasitesinin,

(c) Nanolif boyutlarinin optimize edilmesi gerekir.

Calismamizda iirettigimiz PLGA temelli nanolifin biyobozunum siiresi ¢aligma
hedeflerimizle uygun olarak olusturuldu. Bu amagla 28. giinde biyobozunumunun % 85-
90’1n1 tamamlayacak ve icerdigi melatonini salacak bir nanolif iiretene kadar optimizasyon
calismasina devam edildi. PLGA’nin bilesimindeki laktid asit (LA) miktarin glikolid asit
(GA) miktarina oraninin biyobozunurlugu etkileyen en énemli faktor oldugu bilinmektedir
(Sun vd., 2022). Bu nedenle PLGA temelli biyomateryallerin biyobozunum siireleri
icerigindeki PLGA (LA:GA) oranina gore ayarlanabilir. Daha erken siirelerde biyobozunum
ongorildiginde PLGA igerigindeki GA orani azaltilir. Nanolifin daha ge¢ bozunmasi
istenirse GA igerigi daha yiiksek bir bilesim hazirlanir. Bu oranlar ve biyobozunum siireleri
nanolifin kullanilacag: deneysel yontem ve uygulanacagi dokuya gore belirlenir. Ornegin
kisa siirede biyobozunum hedeflenene PLGA temelli biyomateryaller PEG kullanilarak
optimize edilir (Bose vd., 2018). Bu verilere dayanarak calismamizda 28 giinliik
biyobozunurluk elde etmek tlizere PLGA ve PLGA/MEL nanoliflerinin formiilasyonu
LA:GA oranlar degistirilerek optimize edildi. Elde edilen sonuglar LA:GA oran1 50:50 olan
biyomateryalin in vitro ortamda 28. giinde % 85-90 oraninda (PLGA 50:50) biyobozunuma
ugradigimi gosterdi (Sekil 22). Calismanin bundan sonraki asamalarinda bu biyomateryal

kullanildi.

Literatiir verilerine bakildiginda farkli bilesimler igeren PLGA temelli
biyomateryallerin farkli biyobozunum siirelerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu amagla
yapilan bir ¢alismada iki farkli oranda hazirlanan PLGA nanoliflerinin (50:50; 75:25) in vitro
ortamda bozunum verilerine gére PLGA bilesimindeki (LA:GA) oranimin 75:25 oldugu
grupta bozunumun 4. haftaya kadar baslamadig1 gézlenmistir (Shin vd., 2006).

115



PLGA 50:50 grubunda ise nanoliflerin erken déonemde (2. haftada) biyobozunuma
ugradig1 goriilmistiir. Bunun nedeni olarak PLGA yapisindaki yiliksek miktarda hidrofilik
glikolid asit varliginin ester baglarinin hizli kopmasini saglamasi gosterilmistir. Bu
calismada ayrica optimize edilen PLGA (LA:GA; 50:50) formiilasyonunun in vitro
osteoblast hiicreleri ile yapilan analizlerde yeni kemik olusumu da sagladig bildirilmistir
(Shin vd., 2006). Baska bir calismada ise tavsan femur defekti modelinde uygulanan
siprofluoksasin igeren PLGA nanoliflerinin (50:50) 5. ve 6. haftalarda in vivo ortamda
tamamen bozundugu gosterilmistir (Ramchandani ve Robinson, 1998). Bu sonuglara
bakildiginda PLGA (50:50) bilesiminin erken kemik rejenerasyonu saglamak tizere ideal bir
oran oldugu soylenebilir. Literatiir verilerinden hareketle ve elde etmis oldugumuz in vitro
biyobozunum sonugclar1 dikkate alinarak calismamizda kullandigimiz nanolifin bilesimi

PLGA (50:50) seklinde iiretilmistir.

PLGA temelli nanoliflerin in vivo biyobozunum siiresinin, in vivo biyobozunum
stiresinden daha hizli oldugu belirtilmektedir (Lu vd., 2000; Torres-Lagares vd., 2017).
Bunun nedeni olarak in vivo ortamin stabil olmayan pH diizeyi ve alkalilik diizeyi

gosterilmistir (Kaval vd., 2023).

Calismamizda in vitro biyobozunum ile in vivo biyobozunum siireleri arasinda bir
korelasyonun olup olmadigini belirlemeye yonelik biyokimyasal bir analiz yapilmadi.
Bununla birlikte uyguladigimiz biyomateryalin beyaz renkli ve gozle goriilebilir olmasi
nedeni ile makroskobik degerlendirmeler yapildi. Calismanin 7. ve 14. giinlerinde nanolif
uygulanan PLGA ve PLGA/MEL gruplarindaki si¢anlarin tamaminda otogreft tamiri yapilan
bolgelerinde halen bir biyomateryalin bulundugu gozlendi. Bu durum 14. giinde
biyomateryalin tamamen erimedigini ve halen melatonin salmaya devam ettigini
diistindiirdii. Bununla birlikte caligmanin 28. glinlinde PLGA grubundaki 1 sicanin kalvaryal
bolgesinde kismen erimeyen biyomateryal gozlendi. Bunun disinda kalan tiim sicanlarda
otogreft alaninda gozle goriilebilir diizeyde bir nanolif yapisina rastlanmadi. Bu sonuglara
gore PLGA nanoliflerinin in vivo ortamda biyobozunum siiresinin in vitro ortamda

belirlenen biyobozunum siiresi ile paralellik gosterdigini diistindiirdii.
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Kemik dokunun iyilesme siiresi diger dokulara gore daha uzun bir zaman aldigindan
kemik doku caligmalarinda uzun siirede biyobozunuma ugrayacak nanolifler tercih edilir. Bu
amacla yapilan ¢aligmalarda 8. ve 12. haftalar veya 6 ayda biyobozunumunu tamamlayan
nanolif ¢alismalar1 bulunmaktadir (Gao vd., 2016; Reich vd., 2020; Yang vd., 2019). Bu
calismalardan Gao vd., (2016)’nin 8. haftada tavsan kalvaryal defekt modelinde yeni kemik
olusumunu incelemek iizere yapilan histolojik boyama sonuglarina gére vancomicin yiiklii
PLGA (85:15)’nin antibakteriyel etki ve osteoindiiktif etki gosterdigi belirlenmistir (Gao vd.,
2016). Reich vd., (2010)’a gore ise sicanlarda olusturulan femur defektlerinin iyilesmesinde
sodyum yiiklii PLGA (80:20)’nin 12. haftada osteoindiiktif etki gostererek yeni kemik
olusumu sagladig bildirilmistir (Reich vd., 2010). Buradan anlasilacagi iizere GA orani
PLGA’nin biyobozunum siiresinin uzun olmasini saglamaktadir. Yang vd., (2019)’nin
caligmasinda ise PLGA (90:10) ve biyoaktif cam kompozit iskelesinin uygulandigi
tavsanlarda olusturulan kemik defektlerinin iyilesmesini 6. ayda sagladigin1 géstermektedir.
Bununla birlikte biyobozunumu 8 hafta ve iizerinde olan biyomateryallerin kemik doku
miihendisligi ¢calismalarinda kullanimina az rastlanmaktadir (Yang vd., 2019). Bunun nedeni
olarak bu alanda yapilan deneysel ¢caligmalarin kemik iyilesmesini erken donemde saglamay1
hedeflemis olduklar1 sdylenebilir. Ote yandan uzun siireli biyobozunur biyomateryal
caligmalarinin kemik kaynasmasma degil daha ¢ok kritik defekt alanina yerlestirilen
skafoldun yeni kemik olusturma kapasitesine odaklandig1 goriilmektedir (Hassan vd., 2022;
Shi vd., 2009; Yan vd., 2015). Calismamizda hizli biyobozunur o&zellikte bir PLGA
formiilasyonu (50:50) kullanildi. Kullandigimiz bu formiilasyondaki PLGA’nin erken
donemde otogreftin kaynagmasi iizerine etkilerini incelemeyi hedefleyerek 28 giinliik bir
biyobozunurluk saglayan PLGA temelli bir biyomateryal elde ettik. Literatiirde bu 6zellikte
bir PLGA formiilasyonunun otogreft kaynagmasi tizerine etkilerinin incelendigi bir ¢aligma

bulunmamaktadir. Calismamiz bu alanda bu model ile yapilan ilk ¢aligmadr.

Bununla birlikte kemik dokuda erken donemde iyilesme veya kaynasma
calismalarinda ise ortalama 4-8 haftada biyobozunuma ugrayan nalolifler tercih edilir (Lee
vd., 2016). Calismamizda biyomateryalin otogreftin kaynamasi lizerine erken donemdeki
etkilerini incelemeyi hedefledigimizden en ge¢ 28. giinde biyobozunumunun % 85-90’nin1

tamamlayacak bir biyomateryal kullanilmistir. Literatiir bildirimlerinde erken donem kemik
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iyilesmesi g¢aligmalarinin 4., 6. ve 8. haftalarda biyobozunumu hedeflenen nanoliflerin
kullanildigr goriilmektedir (Bose vd., 2018; Saito vd., 2013; Wang vd., 2024). Bu
caligmalardan Saito vd., (2013)’nin yaptig1 ¢alismada farelerde polilaktik asit ve PLGA
(50:50)’nin 4. haftada yeni kemik olusumunu sagladig1 goriilmiistiir (Saito vd., 2013). Bu
calismalardan Bose vd., (2018), sicanlarda femur kiriklarinin iyilesmesi iizerine PLGA
(65:35) ve PEG bilesiminin etkilerini incelemis ve 6. haftada defekt alaninda yeni kemik
olusumu belirlenmistir (Bose vd., 2018). Wang vd., (2024)’nin yaptiklar1 caligmada ise
tavsanlarda olusturulan maksillofasiyal kemik defektleri {izerine kolajen ve hidroksiapatit
iceren PLGA (75:25)’nin etkileri incelenmistir. Bu c¢alismanin 8. hafta verilerine
bakildiginda PLGA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derece yiiksek diizeyde
kemik olusumu gozlenmistir (Wang vd., 2024). Calismamizda ise PLGA (50:50) formiilii
kullanilarak bir tasiyic1 biyomateryal elde edildi. Bununla birlikte bu formiile PLGA:PEG
orani 85:15 oraninda PEG eklenerek biyobozunumu 28 giinlitk olacak sekilde optimize

edildi.

PLGA yapili nanolifler tagiyici 6zellikleri ile bir iskele gorevi gormekle birlikte, ayni
zamanda kontrollii ila¢ salim c¢alismalarina da imkan verirler. Bu nedenle kemik doku
miihendisliginde PLGA temelli biyomateryaller icerisine yiiklenmis birgok ajanin kemik
tyilesmesi veya kaynagsmasi lizerine etkileri incelenmistir. Bu amacla c¢esitli biiylime
faktorlert (BMP2, VEGF) PLGA’ya yiklenerek yeni kemik olusumu iizerine etkileri
arastirilmistir (Nie vd., 2009; Rosa vd., 2017). Nie vd., (2019)’nin yaptig1 calismada BMP2
iceren PLGA ve hidroksiapatit kompozit iskelelerinin farelerde olusturulan femur
defektlerinde kemik iyilesmesi {iizerine etkileri incelenmisti. BMP2’nin farelerde
olusturulan segmental defekt alaninda yeni kemik olusumu sagladig: belirtilmistir (Nie vd.,
2019). Rosa vd., (2017)’nin yaptig1 bir ¢aligmada ise kemik defektlerinin iyilesmesinde
anjiyogenezisin stimiilasyonunu saglamak iizere VEGF igeren PLGA matriksinin in vitro
ortamda etkinligi incelenmistir. Bu c¢alismanin verilerine gore VEGF iceren PLGA
matriksinin hiicre canliligini korudugu, hiicre adezyonunu aktive ettigi ve kemik
rejenerasyonu i¢in potansiyel etkileri oldugu bildirilmistir (Rosa vd., 2017). Bunlarin
yaninda FDA onayl ¢esitli ilaclar da kontrollii salim saglamak tlizere PLGA’ya yiiklenerek
kemik doku miihendisligi calismalarinda kullanilmistir (Mendes vd., 2017).
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Ramchandi vd., (1998)’nin yaptig1 bir ¢alismada siprofluoksasin iceren PLGA
nanoliflerinin tavsanlarda olusturulan osteomyelit modelinde femur defektlerinin iyilesmesi
izerine etkileri arastirilmig ve 5. haftada siprofluoksasin igeren PLGA’ nin defekt alaninda
enfeksiyon gelisimini engelleyerek yeni kemik olusumu sagladigi belirlenmistir (Ramchandi
vd., 1998). Reich vd., (2020) ’nin yaptig1 calismada ise diklofenak sodyum yiiklenen PLGA
nanoliflerinin kemik iyilesmesi iizerine etkileri siganlarda olusturulan femur defektleri
modelinde incelenmistir. Bu ¢alismanin bulgularina gore diklofenak sodyum igeren PLGA

nanorodlarinin 12. hafta etkili kemik iyilesmesi sagladigi bildirilmistir (Reich vd., 2020).

Kok hiicre tedavilerinin son yillarda umut vaadedici etkilerinin oldugu birgok
uygulama bulunmaktadir (Hoang vd., 2022). PLGA temelli biyomateryaller ¢esitli kok
hiicrelerin de PLGA igerisine yiiklenebilmesine olanak vermektedir. Bu amagcla genellikle
MSC’ler kullanilmaktadir. Bunlardan sican kalvaryum defektlerinin iyilesmesi igin
uygulanan MSC/PLGA nanoliflerinin simvastatin ile birlikte uygulamasinin 8. haftada etkili

kemik rejenerasyonu sagladigi belirtilmistir (Mendes vd., 2017).

Kemik rejenerasyonunda etkili hormonlarin kontrollii salimiin PLGA ile yapildig:
caligmalarda sik  goriilmektedir. Bunlardan paratiroid hormon igeren PLGA
nanopartikiillerinin in vitro osteoblast hiicre kiiltiiriinde etkilerinin arastirildig1 bir
calismada, biyomateryalin hiicre adezyonunu ve proliferasyonunu sagladigini ve ALP enzim
seviyesinin arttig1 gosterilmistir (Gentile vd., 2015). Osteoporotik kiriklarin iyilesmesi
tizerine estradiol iceren PLGA nanopartikiillerinin incelendigi bir ¢aligmada ise paranteral
uygulanan estradiol/PLGA nanopartikiillerinin yapilan mikro bilgisayarli tomografi

goriintiilerinde yeni kemik olusumu sagladigi gosterilmistir (Takeuchi vd., 2016).

Calismamizda ise PLGA nanoliflerine osteoindiiktif etkileri 1yi bilinen endojen bir
hormon olan melatonin yiiklenerek defekt alanina primer olarak kontrollii salimi1 amaglandi.
Melatonin yiiklii PLGA nanoliflerinin otogreftin ana kemige kaynasmasi {izerine etkilerini
ortaya koyan bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Diger taraftan melatonin yukarida verilen

bir¢ok farkli molekiiliin etkilerini yalniz basina saglayabilen bir hormondur.
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PLGA nanoliflerinin bir etken madde tasiyicisi olarak kullanildigi ¢aligmalarda
nanolifin ilaci hangi hizda saldiginin bilinmesi olduk¢a Onemlidir. Bu amagla in vitro
ortamda pH 7.4 PBS ile muamele edilen biyomateryalin biyobozunmasina miisaade edilir.
Biyomateryalin bulundugu sivi ortamdan belli araliklarla 6rnekler alinarak uygun 6l¢tim
yontemleri ile analizler yapilarak nanolifin ilact ne kadar saldig1 hesaplanir. Calismamizda
176 mg melatonin yiiklenen PLGA (1,5 gr) nanolifinin melatonin salim profili 24 saat
boyunca takip edildi. Bu amacla 1 saat araliklarla alman c¢ozelti Orneklerinde UV
spektrofotometre ile 300 nm ile 190 nm arasinda tarama yapilarak agiga ¢ikan etken madde

diizeyleri 6l¢iildii.

Melatonin igeren PLGA (50:50) nanopartikiilleri ve titanyumdan olusan
biyomateryalin 140 saatlik melatonin saliminin takip edildigi ¢alismada, melatoninin ilk 20
saatte hizli bir salim gosterdigi (% 85) ve daha sonra salim gergeklesmedigi belirlenmistir
(Farid vd., 2023). Melatonin (2 mg) ve BMP2 i¢eren PLGA (50:50) nanoliflerinin in vitro
saliminin degerlendirmesine gore 3. saatte melatoninin % 62’sinin saldig1 gozlenmistir.
Bununla birlikte sadece melatonin igeren PLGA nanoliflerinin uygulandigi in vitro grupta
osteojenik etkilerin 21. giinde M3T3El osteoblastik hiicrelerde kolajen sentezini ve
mineralizasyonunu aktive ederek gosterdigi belirtilmistir (Jarrar vd., 2021). PLGA (50:50)
nanopartikiillerine yliklenen 10 mg melatoninin 24 saatlik in vitro ila¢ saliminin ilk 4 saatte
en yiiksek dilizeye ulastig1 ve 24. saate platoya ulasarak salimin tamamlandigi belirtilmistir
(Lee vd., 2023). Bu amagla ¢alismamizda 24 saat siire ile PBS igerisinde PLGA/MEL
liflerinin salim profili takip edildi. En yliksek salim 1. saatte gergeklesmis olup lgr
malzemeden 25 gr (% 85) salim gerceklesti. 2. saatin basinda PLGA/MEL’in muamele
edildigi PBS soliisyonu degistirildi. Bu saatten sonra 3 saat siire plato diizeyinde kalan egri
cizdirildi ve salim olmadig belirlendi. Calismamizin bulgulari PLGA (50:50)
formiilasyonunun farkli dozlarda melatonini erken donemde osteojenik etkiler
gosterebilecek diizeyde salindigini gostermektedir. PLGA’dan melatonin salim bulgularimiz
literatiirde belirtilen PLGA (50:50) formiilasyonu ile yapilan ¢alismalardaki ilag salim
bulgulari ile paraleldir. Bulgularimizda literatiire benzer sekilde ilk saatlerde en yiiksek salim
gerceklesmis olup sonraki saatlerde platoya ulasan ve artik salimin gerceklesmedigi spesifik
bir salim grafigi elde edilmistir. Bu bulgular PLGA biyobozunumunun melatonin salimi ile

ayn1 zaman araliginda gergeklestigini de ayrica gostermektedir.
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Doku miihendisligi alaninda {iiretilen materyal iiretim amaci ne olursa olsun bu
materyal eger in vitro hiicre kiiltiiriinde veya in vivo deneylerde kullanilacaksa dncesinde
mutlaka sterilize edilmesi erekir. Bu amagla en sik kullanilan sterilizasyon yontemleri UV
151n uygulamasi, buhar 1s1s1 ile muamele, % 70 ethanol veya gama 1sinlari ile sterilizasyondur
Gokge vd., 2023; Gurler vd., 2019). Calismamizda UV sterilizasyon yontemi tercih
edilmistir. Literatiire bakildiginda UV sterilizasyonun melatoninli biyomateryal
caligmalarinda yaygin olarak  kullanmildigr  goriilmektedir (Cetin  Altindal  ve
Gilimiisderelioglu, 2019; Jarrar vd., 2021). Bununla birlikte melatonin basta UV 1sinlar

olmak tizere 151kta kolay bozulabilen bir kimyasal yapiya sahiptir.

Calismamizda UV sterilizasyon uygulanan melatoninli nanoliflerde de ayrica
melatonin salim profili belirlenmistir. Literatiirde melatonin i¢eren biyomateryallerin UV
sterilizasyon sonrast melatonin salim profiline yonelik bir ¢alismaya rastlanilmamustir.
Bununla birlikte melatonin igeren biyomateryallerin UV 1sinlan ile giivenli bir sekilde

sterilize edilebilecegine dair bildirimler bulunmaktadir (Gurler vd., 2019; Jarrar vd., 2021).

Bu amagla PLGA/MEL nanolifleri UV sterilizasyon yontemi ile sterilize edildi ve
ilag salim ozellikleri iiretim asamasinda uygulanan sekilde degerlendirildi. Boylelikle UV
sterilizasyon dncesi ve sonrasi ayr1 ayrt melatonin salim profilleri elde edildi (Sekil 23). Sekil
23 >den de goriilecegi lizere her iki salim profilinin birbirine olduk¢a benzer oldugu anlasildi.
Bu wverilere gore uygulanan UV sterilizasyonun melatonin i¢in giivenli oldugu
degerlendirilmistir. Melatoninin etkilenmeme nedeni olarak; (a) iiretilen biyomateryalin i¢
bolgelerine yerlestirilmis olmasi, (b) membranin UV 1sinlara gegirgen olmamasi ve (¢) UV

1s1nlarin sadece biyomateyalin yiizeyini etkilemesi gibi faktorler gosterilebilir.

Melatoninin kemik iyilesmesi iizerine etkilerini konu alan deneysel calismalarda
paranteral yollarla da uygulandigi goriilmektedir. Melatonin paranteral yolla uygulandiginda
karacigerden ilk gegiste % 80’in iizerinde metabolize olur. Ister oral isterse paranteral

uygulansin yarilanma 6mrii ortalama 40-60 dakika arasindadir (Poza vd., 2022). Kemiklerin
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iyilesmesi oldukca uzun bir siirede gerceklesir. Diger taraftan hasarli kemik bolgesinde
bozulan kan damari yapisi kanlanmanin da azalmasina yol acar. Kaldi ki paranteral
uygulanan bir ilag tiim viicuda dagilacagindan hasarli kemik bolgesine ulasabilecek ilag
miktar1 olduke¢a diisiik diizeyde kalacaktir. Melatoninin kendi farmakokinetik 6zelliklerine
bagl dezavantajlarindan dolay1 kemik iyilesmesi veya kaynagmasi c¢alismalarinda ilaglari
lokal uygulamaya ve kontrollii salima imkan veren nanoliflerin kullanimini tesvik
etmektedir. Bu nedenle ¢calismamizda biyobozunum siiresini ve melatonin salim profilini in
vitro ortamda belirledigimiz nanolifin kemik kaynasmasi {izerine etkileri in vivo 28. giine
kadar incelenmistir. Uretmis oldugumuz bu biyomateryal ile melatoninin hasarli bélgede

istenilen diizeyde ve siirekli olarak bulunmasi saglamay1 amagladik.

Melatoninin kemik iyilesmesi ve kaynamasi lizerine olumlu etkiler gosterdigi
bilinmektedir. Bir ¢alismada intraperitoneal (i.p., 50 mg/kg) melatonin uygulamasinin
deneysel femur defektinin iyilesmesi iizerine etkileri incelenmis, melatonin uygulamasinin
5. haftadan itibaren yeni kemik olusumu sagladig: belirlenmistir (Histing vd., 2012). Tibia
defekti olusturulan diyabetik siganlara giinliik tek doz 30 mg/kg (i.p.) melatonin
uygulamasinin 28. gilinde sadece yumusak kallus olusumu sagladigi ve yeni kemik
olusumunun heniiz baglamadig1 goriilmiistiir (Hastalik vd., 2010). Bu c¢alismalardan elde
edilen bulgulara gore paranteral melatoninin yiiksek dozda uygulanmasi gerektigini ve buna
ragmen erken donemde rejenerasyon lizerine kisith etkiler gosterdigi anlasilmaktadir.
Yukarida da belirtildigi gibi melatoninin farmakokinetigine ait dezavantajlar melatoninin
kemik iyilestirici etkilerinden yeterince faydalanmay1 engeller. Bu nedenlerle melatonin
hasarli kemik bdlgesine lokal ve uzun siireli uygulanmasini saglayacak bazi caligsmalar
yapilmistir. Ancak bu caligmalarda da istenilen iyilesme diizeyine ulasilamamistir. Bu
verilerden hareketle melatonini kontrollii salim yapabilecek yenilik¢i ve giincel yaklagimlar

gelistirilmistir. Bu amagla biyobozunur ve biyoemilir sentetik materyaller 6n plana ¢ikmugtir.

Kemik iyilesmesi iizerine deneysel olarak etkileri arastirilan melatonin disinda da
bircok farkli ajan bulunmaktadir. Bunlardan kuersetin anti-inflamatuar ve antioksidan
etkileri 1yi bilinen bir molekiil olup kemik rejenerasyonu iizerine etkilerinin incelendigi in

vivo calismalar bulunmaktadir. Sicanlarda olusturulan agik kemik kirigr modelinde kemik
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iyilesmesi lizerine 4 hafta boyunca giinliik 100 mg/kg oral kuersetin uygulamasinin etkileri
arastirllmistir. Calismanin 6. haftasinda alinan dokularda antioksidan ve osteogenetik
parametreler incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore 6. haftada kuersetin uygulamasinin
sert kallus olusumu sagladig1 belirlenmistir (Yurteri vd., 2023). Bir baska calismada ise
topikal insiilin uygulamasinin tibia defektleri olusturulan siganlarda etkileri arastirilmistir.
Alman dokulardan yapilan H-E boyamalarda 7. ve 28. giinlerde topikal insiilin
uygulamasinin anti-inflamatuar etkiler gosterdigi ve bdylelikle kemik rejenerasyonu
saglayabilecegi ileri siiriilmiistiir fakat yeni kemik olusumu bildirilmemistir (Mahmoud vd.,
2020). Bir calismada ise farelerde 2 mm’lik femur defektlerinin fiksasyonu sonrasinda kemik
kaynamasi tizerine 200 pg/ kg paratiroid hormon uygulamasimnin etkileri aragtirilmistir. Bu
calismada 2 hafta sonra alinan dokularda yapilan analizlerde paratiroid hormon uygulanan
grupta kemik kaynamasinin kontrol grubuna goére daha yiiksek diizeyde oldugu goriilmiistiir
(Menger vd., 2023). Belirtilen ¢aligmalardan elde edilen sonuglar bir¢cok farkli molekiil
kullanilmasina ragmen erken donemde yeni kemik olusumu konusunda yeterince ilerleme
saglamadigin1 gostermektedir. Burada belirtilen ve diger bircok molekiilden farkli olarak
paranteral uygulanan melatoninin kemik rejenerasyonunu diisiik dozlarda bile 6 haftadan

daha kisa siirede saglayabildigi anlagilmaktadir.

Melatoninin kontrollii saliminin yapildig1 ¢aligmalarda tasiyict madde olarak
hidrojel, kitosan, aljinat, PCL, PLA gibi c¢ok c¢esitli polimer temelli biyomateryaller
kullanilmistir (Gurler vd., 2019; Vlachou vd., 2022; Yao vd., 2022; Yesilyurt, 2024). Kemik
doku miihendisligi alaninda ise melatonin ¢ogunlukla PLGA temelli biyomateryaller ile
kullanilmis, materyalin mekanik dayanikliliginin saglanmasi icin c¢esitli iyon veya dogal
polimerler ile kombinasyon yapilarak tiretilmistir (Cetin Altindal ve Glimiisderelioglu, 2019;
Gokee vd., 2023; Jarrar vd., 2021; Martins vd., 2017). Ancak bu ¢aligmalarin tamami kemik
defekti alanina melatonin igeren bir biyomateryal uygulanmasi ¢aligsmalaridir. Dolayist ile
bu aragtirmalarda; (a) yerlestirilen iskele icerisine osteoblastik hiicre gocii, (b) yeni kemik
olusumu i¢in iskele olusturma yetenegi ve (c) melatoninin bunlar1 uyarict etkisinin olup

olmadigin belirlenmesi amaglanmistir.
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Otogreft tamiri yapilan kritik defektlerde otogreft ile ana kemigin kaynasmasi
tizerine kontrollii melatonin salimi1 yapabilen bir biyomateryal ¢aligmasina rastlanilmamastir.
Kemik doku miihendisligi c¢alismalarinda iiretilen biyomateryallerin osteoindiiktif ve
osteokondiiktif oOzellikler tasimasi icin bilesenler belirlendikten sonra hem nano-
karakterizasyonu hem ilag yiikleme etkinligi belirlenir. Bu amacla genellikle kullanilan
yontemler SEM goriintiilleme ve FTIR Olglimiidiir. SEM goriintiileme ile {iretilen
biyomateryalin ylizey morfolojisi karakterize edilirken; FTIR 6l¢timii ile biyomateryalin

icerdigi bilesenlerin varligi kanitlanir (Oliveira vd., 2018).

Morfolojik karakterizasyon ile liretilen materyalin lif yapis1 ve dagilimi belirlenir. Lif
yapist mekanik dayaniklilik i¢in 6nemli bir gostergedir. PLGA (50:50) nanolifleri yaklagik
olarak 350-500 nm arast lif capina sahip olduklarindan kemik doku miihendisligi
calismalarinda tercih edilirler (Khan vd., 2022). Bir biyomateryal skaffold olarak
kullanilacaksa mekanik dayaniklilik olduk¢a 6nemli hale gelmektedir. Nanoliflerin
hedeflenen boyutlarda birbiri ile uygun caplarda ve siireklilik gosteren bir lif yapisina sahip
olmasi ise hiicre gocili ve adezyonu ile yeni kemik olusumu agisindan oldukga degerli bir
kriterdir (Capurro ve Barberis, 2014). Caligmamizda kullandigimiz biyomateryal bir
skaffold olarak kullanim amaci ile liretilmemistir. Bu nedenle mekanik testlerine yapmaya
thtiyag olmamistir. Calismamizda nanoliflerin homojenitesi ve stirekliliginin incelendigi
SEM analizine gore PLGA/MEL nanoliflerin homojen bir dagilim ve stireklilik gosterdigi
izlendi. Elde edilen SEM goriintiileme verileri literatiirde PLGA ve melatonin kullanilarak
tiretilen nanoliflerin morfolojik karakteristigi ile benzer 6zelliklere sahip oldugu goriildii

(Wang vd., 2022).

Nanoliflerin icerdigi kimyasal baglarin (C-H) karakterizasyonu i¢in yapilan FTIR
analizine gore melatonine ait karakteristik pikler ikinci spektrumda goriildii. 3300 cm™deki
spesifik pik melatonin yapisindaki N-H gerilmesine aittir. -CN gerilme pikleri 2900 cm!
civarinda ve ikincil amidlerin gerilme titresimlerine ait pikler yaklasik 1650 cm™’de
goriilmektedir. PLGA-PEG igerisine melatonin eklenmis nanolife ait tigiincii spektrumda
hem PLGA ve PEG polimerlerine hem de melatonine ait karakteristik pikler goriildii. Ancak

yapida melatonin yiizdesi diisiik oldugu i¢in melatonine ait piklerin siddetinin daha diisiik
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oldugu goriilmektedir. Melatonin yiiklenen PLGA nanopartikiillerinin kimyasal baglarinin
karakterizasyonunda melatoninin 1650 cm™ -1200 cm™ absorbans araliginda spesifik pikleri
oldugu belirlenmistir (Lee vd., 2023). Polivinilalkol (PVA) igerisine yiiklenen melatonin
spesifik piklerinin ise 1000 cm™-1200 cm™ arasinda goriildiigii belirtilmis ve PVA iceriginde

melatonin varlig1 kanitlanmistir (Mirmajidi vd., 2021).

Kemik doku miihendisligi alaninda gergeklestirilen deneysel ¢alismalar genellikle
materyal iretimini ve karakterizasyonunu hedeflemektedir. Bununla birlikte iiretilen
materyallerin in vitro ve in vivo deneyler ile etkinliginin gdsterildigi ¢calismalarin da sayisi
giin gectikge artmaktadir. Boylelikle iiretilen materyalin karakterizasyonu yapilmakta ve
oncelikle in vitro ortamda etkinligi belirlenerek kemik rejenerasyonunu en iyi sekilde
saglayabilen bir bilesim gelistirilmesi amaglanmaktadir. Kemik rejenerasyonunun hizli ve
erken bir sekilde saglanmasi halihazirda bu alanda yapilan her deneysel ¢alismanin 6ncelikli

amacidir (Chimedtseren vd., 2023; da Silva vd., 2024).

Insanlara kritik boyutlu kemik defektleri, kendiliginden iyilesemeyen ve yeni kemik
gelisiminin saglanmasi i¢in bir greft materyaline ihtiya¢ duyulan tiirden kemik kayiplarim
igerir. Deney hayvanlarinda bu defekt modeli tibia, femur, maksillofasiyal ve kalvaryum
olmak tizre dort farkli sayida model kullanilarak olusturulur (Giiven vd., 2022; Ren vd.,
2022; Souza vd., 2018; Van Oirschot vd., 2023). Bunlar arasinda en sik kullanilan yontem
kritik kalvaryal defekt modelidir. Bu model (a) kemik rejenerasyonunun takibinin daha kolay
izlenebilir olmasi (b) immobilizasyona gerek olmamast (c) uygulanan materyalin
stabilizasyon gerektirmemesi nedeniyle deneysel ¢calismalarda en ¢ok tercih edilen modeldir
(da Silva vd., 2024; Vyas vd., 2024). Kritik kalvaryal defekt modeli cogunlukla rodentlerde
uygulanmaktadir (Brum vd., 2020; Fazeli vd., 2023; Lee vd., 2018).

Kritik defektler sicanlarda 6 cm ve iizeri; farelerde ise 5 cm ve iizeri Olgiilerde
genellikle bilateral veya tekli daire seklinde olusturularak kullanilir (Cooper vd., 2010).
Calismamizda siganlar kritik kalvaryal kemik defekti modeli kullanildi. Bu amagla si¢an

kalvaryumunda bilateral 6 mm ¢apinda 2 adet defekt alani olusturuldu. Defekt alanlarindan
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cikarilan sag kalvaryal kemik pargasi sol kalvaryal defekt alanina, sol kalvaryal kemik
parcasi ise sag kalvaryal defekt alanina yerlestirilerek otogreft tamiri yapildi. Daha sonra
defekt alanlarinin iizerine PLGA/MEL ve PLGA nanolifleri yerlestirilerek otogreftlenen

alanlarin ana kemik ile hizli ve etkin kaynamasi hedeflendi.

Kritik boyutlu defektlerin cerrahi tamirinin en 6nemli komplikasyonlarindan bir
tanesi kemik fragmanlarinin, miidahaleye ragmen, birbiri ile kaynagmamasidir. Boyle
durumlarda kirik uglar arasindaki mesafe oldukca genis oldugundan iki kemik karsilikli
olarak bir araya gelemez. Bu tiirden defektlerin tamiri i¢in genellikle greft uygulamasi
yapilir. Bu uygulamalar arasinda giliniimiizde altin standart bir metot olan otogreft
uygulamasi en sik kullanilan yontemdir (Baldwin vd., 2019). Bununla birlikte otogreftin ana
kemik ile kaynamasi her zaman gerceklesmez, ge¢ veya yanlis kaynama gergeklesebilir. Bu

durumlar arasinda otogrefte veya hastaya bagl faktorler gosterilebilir. Bunlar;
(a) vaskiilerize olmayan greft elde edilmesi
(b) yetersiz greft alinmasi

(c) hastaya bagli inflamatuvar veya enfektif siire¢lerin defekt alaninda yetersiz

iyilesmeye sebep olmasi gibi nedenlerdir.

Bununla birlikte otogreftlenen alanda bazi hiicresel molekiillerin (VEGF, TRAP,
COL1) asint veya diisiik diizeyde ekspresyonundan dolay1r da otogreftin ana kemik ile
kaynamasi gecikebilir, kaynamama veya yanlis kaynama gergeklesebilir (Calori vd., 2017).
Bu nedenlerle otogreft ile ana kemigin kaynamasini modiile edecek uygulamalara ihtiyag
vardir. Bun amagla kemik kaynama bolgesinde hiicresel olaylarin diizenlenmesini saglayan
ayn1 zamanda osteoindiiktif etkiler ile iyilesmeyi hizlandiran bir materyal liretimi 6nemli bir
arastirma konusudur (Amini vd., 2012). Calismamizda da kemik defektlerinin hizli ve etkili
kaynagmasin1 saglamak iizere, otogreftlenen alanlarin iizerine yerlestirilen PLGA/MEL

nanoliflerinin erken donemde (7., 14. ve 28. giinlerde) etkileri incelenmistir.
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Yeni kemik olusumu genis kemik defektlerinin rejenerasyon bulgularindan en
Oonemlisidir. Yeni kemik olusumu i¢in dengeli bir osteoblastik ve osteoklastik aktivite
gereklidir. Bu siirecte osteoblastlardan ALP, BMP2, Runx2, VEGF ve osteoklastlardan da
TRAP sentezlenir (Buckwalter ve Hunziker, 1996). Bunlardan ALP, BMP2, Runx2, VEGF
yeni kemik olusumunu saglarken, TRAP enzimi ise yeni kemik olusumu i¢in erken donemde
olusan kallusun rezorpsiyonunu gerceklestirir. Boylelikle yeni kompakt lamellar kemik

olusumu gergeklestirilir.

Calismamizda yeni kemik olusum alanlar1 histopatolojik olarak H-E boyama yontemi
ile belirlendi. Elde edilen veriler karsilastirildiginda PLGA ve PLGA/MEL gruplarinda 7.,
14. ve 28. gilinlerde Otogreft grubuna gore anlamli diizeyde daha yiiksek bir yeni kemik
olusumu gozlendi (p< 0,05). PLGA/MEL grubunda 7. ve 14. glinlerde PLGA grubuna gore
daha yiiksek diizeyde yeni kemik olusumu gézlenmekle beraber (p< 0,05), 28. giinde bu iki
grup arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Yapilan korelasyon analiz sonuglarina
gore kemik formasyonu ile anjiyogenezis, ALP, BMP2 ve Runx2 immiin reaktiviteleri
arasinda anlamli pozitif korelasyonlar belirlendi (p<0,05; Sekil 30). Elde edilen sonuglar
kemik kaynama bolgesine kontrollii salim seklinde melatonin uygulamasinin 7. giinde bile
yeni kemik olusumunu uyardigin1 gdstermektedir. Melatonin ayni etkisini 14. giinde de
gostermistir. Bu sonuglarin melatoninin osteoindiiktif etkilerine bagli ortaya ciktigini
diisiinmekteyiz. Diger taraftan yalmiz bagsina PLGA uygulanan grupta daha 1yi oranda yeni
kemik olustugu goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak PLGA’nin bir iskele olusturma 6zelligi
ile kemik ECM’sini taklit edebilme yetenegine sahip olmasi sdylenebilir. Bunun yaninda
PLGA bilesenlerinin (LA ve GA) biyobozunma sonrasinda parcalanarak hiicreler tarafindan
kullanilabilen bir enerji kaynag: haline geldigi bildirilmistir (Lu vd., 2023). Bu nedenle
PLGA ’nin bir enerji kaynagi olarak osteoblastlar i¢in enerji saglamasinin da yeni kemik

olusumunu artirmasi miimkiindiir.

Deneysel calismalarda uygulanan biyomateryalin yeni kemik olusumu {izerine
etkileri kullanilan materyalin bilesimi ve icerdigi ajanin etkinliine goére farkli siirelerde
oraya c¢ikmaktadir. Bu calismalardan bir tanesinde melatonin (200 mg) yiiklenen ipek

nanoliflerin sicanlarda kritik kalvaryal defekt modelinde yeni kemik olusumu iizerine
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etkileri aragtirllmistir. Elde edilen sonuglara gore 8. haftada melatonin yiikli ipek
nanoliflerin kontrol grubuna goére anlamli diizeyde yiiksek oranda yeni kemik olusumu
sagladigi gorlilmiistir (Deng vd., 2024). Cinko ve galyum igeren hidroksiapatit
nanopartikiillerine yiiklenen melatoninin tavsanlarda olusturulan kritik kalvaryal defekt
alaninda 14. giinde yeni kemik olusumunda anlaml diizeyde artis sagladig: bildirilmistir
(Shokri vd., 2024). Baska bir calismada ise melatoninli biyoaktif cam iskeleleri yash
siganlarda olusturulan 3 mm’lik femoral defektlerde yeni kemik olusumu {izerine etkileri
arastirilmistir. Bu ¢alismada, materyalin implantasyonu sonrasi 6. haftada femur dokular
alinarak H-E boyama yapilmistir. H-E boyama sonuglarina gére melatoninli biyoaktif cam
iskeleleri 6. haftada yeni kemik olusumunu kontrol grubuna gore anlaml diizeyde artirdig:
belirtilmistir (Xiong vd., 2024). Bu calisma sonuglarindan da anlasilacag: iizere melatonin
yeni kemik olusumunu yiiksek dozda kontrollii salim ile saglayabildigi ve en erken 3.

haftadan itibaren yeni kemik olusumunu indiikledigi goriilmektedir.

Melatoninin yeni kemik olusumu iizerine etkileri polimer temelli biyomateryaller ile
kontrollii salim ¢alismalarinda da ortaya koyulmustur. Bu ¢alismalardan birinde ii¢ boyutlu
biyoyazilim ile iiretilen PCL ve beta trikalsiyum fosfat bilesimine yiiklenen melatonin (40
mg/kg)’den olusan iskelelerinin farelerde olusturulan kalvaryal defekt modelinde 4. haftada
yeni kemik olusumunu baglattig1, 8. haftada ise 4. haftaya gore anlamli diizeyde yiiksek yeni
kemik olusumu sagladig1 goriilmistiir (Chen vd., 2024). Kritik kalvaryal defektler iizerine
PLA/PCL kapli metformin ve melatonin yiliklenen jelatin nanotasiyicilarinin etkilerinin
arastirildigi bir ¢alismada ise, biyomateryal uygulamasindan 8 hafta sonra kalvaryal dokular
alinarak yeni kemik olusumu diizeyleri incelenmistir. Bu ¢alismada materyalin yeni kemik
olusumu iizerine etkileri otogreft ve bir materyal uygulanmayan kontrol grubu ile
karsilastirilmistir. Elde edilen veriler biyomateryalin 8. haftada otogreftlenen defekt
alanindakine benzer bir yeni kemik olusumu sagladig1 ve kontrol grubundan ise daha yiiksek

diizeyde bir yeni kemik olusumu sagladig1 goriilmiistiir (Shahrezaee vd., 2018).

Calismamizda ise melatonin yiikli nanoliflerin yeni kemik olusumunu ve
kaynamay1 7. giinden itibaren aktive ettigi goriilmiistiir. Buna ek olarak bu calismalarda

biyomateryaller defekt alaninda iskele olarak kullanilmistir. Calisgmamizda literatiirden farkl
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olarak melatonin iceren nanolifler defekt alaninda primer bir iskele olarak degil

otogreftlenen defekt alaninin ana kemik ile kaynagmasini saglamak tizere kullanilmistir.

Tasiyic1 biyomateryaller ile birden ¢ok farkli molekiiliin birlikte kullanildig1 ve yeni
kemik olusumunun incelendigi g¢alismalar da bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesinde
tavsanlarda olusturulan 20 mm’lik radius defektlerinde BMP2 iceren PLGA-jelatin
mikropartikiillerinin yeni kemik olusumu iizerine etkileri incelenmistir. BMP2 iceren
PLGA-jelatin mikropartikiillerinin 12. haftada osteoindiiktif etkiler gostererek yeni kemik
olusumu sagladigi belirtilmistir (Xia vd., 2019). VEGF igeren PLGA mikrobaloncuklarinin
kritik kalvaryal defektlerde yeni kemik olusumu {izerine etkilerinin incelendigi bir calismada
ise, 8. haftada uygulanan biyomateryalin yeni kemik olusumu sagladigi belirtilerek
anjiyogenezis stimiilasyonunun yeni kemik olusumundaki 6nemi vurgulanmistir (Gong vd.,
2019). Kurkumin igeren PLGA nanolif uygulamasinin yeni kemik olusumu iizerine
etkilerinin arastirildigt  bir calismada sicanlarda uygulanan femur defektlerinin
rejenerasyonunu 6. haftada yeni kemik olusumunu artirarak sagladig bildirilmistir (Bose
vd., 2018). Kuersetin igeren magnezyum oksit-PLGA nanoliflerinin si¢anlarda olusturulan
kalvaryal defektlerin iyilesmesi {izerine etkilerinin incelendigi bir calismada ise kuersetin ve
magnezyum oksit iceren PLGA nanoliflerinin 8. haftada osteoindiiktif etkiler gostererek yeni
kemik olusumu sagladigi belirtilmistir (He vd., 2022). Bu c¢alismalardan elde edilen
sonuglara gore farkli biyomateryaller ile kontrollii salim1 yapilan birgok molekiiliin olumlu
osteoindiiktif ve osteokonduktif ozelliklerine ragmen, yeni kemik olusumunu erken
donemde stimiile edememektedir. Bu durumu birgok molekiiliin tek bir 6zel sinyal yolag:
tizerine etkili olmasindan kaynaklandigi sdylenebilir. Bu acgidan bakildiginda birden fazla
sinyal yolagimi1 aktive eden, ¢cok yonlii kompleks osteoindiiktif ajanlarin kullanimi erken
donemde yeni kemik olusumunu daha etkili bir sekilde saglayabilir. Melatoninin kemik
dokuda osteoindiiktif bircok yolagin aktivasyonunu tek basina sagladigi bilinmektedir.
Calismamizin sonuglar1 da bunu desteklemektedir ve melatoninin yeni kemik olusumunu

erken donemde etkili bir sekilde sagladigi belirlenmistir.

Kritik boyuttaki kemik defektlerinin iyilesme siirecinde defekt alaninda yogun

kolajen ve mineral birikimi gerceklesir. ALP bu iki olaydan sorumlu esas enzimdir ve
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osteoblastik aktivite sonucunda sentezlenir ve salimi artar (Kuru vd., 1999). Bununla birlikte
yeni kemik olusumu icin osteoklastik aktivite de gereklidir. Osteoklastik aktivasyon sonucu
sentezlenen TRAP enzimi kolajenize alanda meydana gelen yumusak kallusu rezorbe
etmekten sorumludur. TRAP enziminin bu etkisiyle yeni kompakt kemik olusumu saglanir
(Blumer vd., 2012). Calismamizda PLGA/MEL grubunda Otogreft grubu ile
karsilagtirildiginda tiim giinlerde yogun bir kolajen ve mineral birikimi go6zlendi.
PLGA/MEL grubunda PLGA grubuna goére yine tim gruplarda kolajen birikimi ve
mineralizasyon daha yogun izlendi (p<0,001; p<0,05). Buna ek olarak ¢alismamizda ALP
ve TRAP pozitif hiicre yogunlugunun belirlenmesi i¢in yapilan immiinohistokimya analizi
verilerine gore PLGA/MEL grubunda tiim giinlerde diger gruplara gore daha yiiksek ALP
(p<0,05, p<0,0001) ve TRAP (p<0,001; p<0,001) pozitif hiicre yogunlugu belirlendi.
Kolajen ve mineral yogunlugu arasinda ve kolajen birikimi-ALP, kolajen birikimi-TRAP,
mineralizasyon-ALP ve mineralizasyon-TRAP bulgular1 arasinda tiim giinlerde anlamli

diizeyde pozitif bir korelasyon belirlendi (p<0,05; Sekil 29).

Kemik rejenerasyonu diizeyinin belirlenmesi i¢in kolajen olusumu ve ALP diizeyleri
en sik kullanilan parametrelerdendir. Defekt alaninda kolajen olusumu ALP diizeyleri gen
ekspresyonlarindaki degisimler ile veya immunohistokimyasal olarak degerlendirilebilir
(Vimalraj, 2020). Tibia kiriklarinin kaynamasi iizerine melatonin (30 mg/kg; 1i.p.)
uygulamasinin etkilerinin arastirildig bir ¢calismada 28. giinde bir siganda kismi yeni kemik
olusumu goriilmiis ve melatonin uygulanan gruplarda kolajen birikiminin anlamli diizeyde
arttig1 bildirilmistir (Hastalik vd., 2010). Melatoninin 5 hafta siireyle intratekal uygulandigi
(5 mg/kg) bir ¢alismada, farelerde MSC diferansiyasyonunun ve BMP9 aktivasyonunun
arttig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte 5. haftada yapilan ALP enzim aktivitesi 6l¢timlerinde
melatonin uygulanan grupta ALP enzim aktivitesinde anlamli diizeyde artis gozlenmistir
(Jiang vd., 2019). Belirtilen caligmalarda ayni zamanda melatoninin kemik dokuda
antioksidan ve antienflamatuvar etkileri de incelenmis ve melatoninin kemik iyilestirici
etkilerinin bu 6zelliklerine bagli olabilecegi iseri siiriilmiistiir. Her iki ¢calismada melatonin
paranteral yolla uygulanmistir. Goriildiigii tizere paranteral yolla melatonin uygulamasinda
kolajen ve ALP artirici etkiler yaklasik 28. giinde ortaya ¢ikmistir. Bizim ¢alismamizda ise
bu etkilerin 7. glinde ortaya ¢iktig1 goriilmektedir.
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Erken donemde kolajen birikiminin ve mineralizasyonun hedeflendigi ve
melatoninin kontrollii saliminin yapildig1 c¢alismalarda bir¢ok farkli tagiyici materyal ve
farkli dozlarda melatonin kullanilarak etkileri incelenmistir. Bir ¢alismada melatonin yiikli
ipek nanolifleri ile kontrollii melatonin (200 mg) saliminin 21. giinde 5 mm’lik kalvaryal
defekt olusturulan siganlarda ALP, COL1 ekspresyonlarin1 ve mineralizasyon diizeyini
artirarak osteoindiiktif etkiler gosterdigi belirtilmistir (Deng vd., 2024). Melatoninin
kontrollii saliminin yapildigi melatonin igeren PCL mikropartikiillerinin kalvaryum
defektleri modelinde 4. haftada defekt alaninda mineral yogunlugunu ve kolajen birikimini
anlamli diizeyde arttirdig1 bildirilmistir (Gurler vd., 2019). Diyabetik sicanlarda 4 mm’lik
kalvaryal defekt alanlarina yerlestirilen melatonin igeren PLGA nanopartikiillerinin 8.
haftada ALP ve COL1 gen ekspresyonlarin1 kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artirdig:
gbzlenmistir (Chen vd., 2024). Sicanlarda olusturulan distal femur kirigi modelinde,
melatoninli (5 mg ve 50 mg) siinger benzeri nanoliflerin 8. haftada COL1 ekspresyonlarini
artirarak kolajen birikimini artirdig1 belirlenmistir. Bu ¢alismada 50 mg melatonin yiiklenen
nanoliflerin COL1 ekspresyonlarint 5 mg melatonin yliklenen nanolif grubundan daha
yiiksek oranda artirdigi bildirilmistir (Lv vd., 2024). PLA/Kitosan nanopartikiilleri ile
melatoninin kontrollii salimmin yapildigi bir calismada ise farelerde olusturulan
osteoporotik femur kiriklarinin iyilesmesi tizerine etkileri arastirilmistir. Bu calismada 4.
haftada elde edilen dokularda melatoninin 100 mmol eklendigi PLA/Kitosan
nanopartikiillerinin kolajen birikimi ve mineralizasyonu artirdig1 goriilmiistiir (Zhang vd.,
2024). Yukaridaki caligmalar melatoninli matriksler ile defekt alaninda iskele olusturmaya
yonelik ve uzun stireli salimlarin yapildigi caligmalardir. Tamamen bos bir kemik alanindaki
tyilesme ile iki kemigin birbiri ile karsilikli bulundugu defekt alanindaki 1yilesme siiresinin
farkli olmasi beklenir. Bununla birlikte her iki durumda da iyilesme ana kemikte mutlaka
baslayacaktir. Bu nedenle hem bizim calismamizda hem de yukaridaki calismada ana
kemikten baglayan iyilesme alanlar1 ve yeni kemik olusum alanlar1 degerlendirilmistir. Elde
ettigimiz veriler melatonin uygulamasinin daha 7. giinde bile ana kemik alanindan kaynama
bolgesine dogru kolajen olusumunu anlamli diizeyde baglattigini gostermistir. Dolayis1 ile
melatoninin  kolajen olusumunu defekt alnmmin biiyiikliigiinden bagimsiz olarak
artirabildigini sOyleyebiliriz. Benzer bulgular ALP i¢in de gozlendiginden dolay1 ayni
yorumlar ALP agisindan da yapilabilir.
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Kemik defektlerinin iyilesmesi ve kaynasmasi i¢in defekt alaninda olusan yumusak
kallus formasyonunun yerini yeni kompakt kemigin almas1 gerekir. Bu yolakta anahtar rol
oynayan esas faktor fonksiyonel osteoklastlardan salinan TRAP enzimidir. TRAP enzimi
kaynama bolgesinde olusan yumusak kallusu tamamen rezorbe ettikten sonra bunun yerini
yeni kompakt kemik doldurur ve ana kemik ile otogreft arasinda kaynama gerceklesir

(Blumer vd., 2012; Hayman, 2008).

Melatoninin hizli kompakt gelisimi {izerine etkilerini osteoklastogenezisi inhibe
ederek gosterdigi bilinmektedir (Macdonald vd., 2021). Bu fonksiyonunu MT2 reseptorii
aracilifi ile osteoblastlardan RANKL inhibitdrii olan OPG sentezini indiikleyerek
gerceklestirir (Tian vd., 2020). Yapilan ¢alismalarda melatoninin gerek paranteral gerekse
kontrollii salim ¢alismalarinin ¢ogunda osteoklastogenezisi inhibe ettigi ve TRAP enzim
seviyelerini azalttig1 belirlenmistir (Ballanti vd., 1997; Macdonald vd., 2021). Calismamizda
PLGA/MEL ve PLGA gruplarinda TRAP pozitif hiicre sayilarinin Otogreft grubuna gore
fazla olmasi PLGA/MEL grubunda melatoninin yeni kemik olusumunu regiile ederek, kallus

rezorpsiyonunun devamliligini sagladig diisiiniildii.

Deneysel c¢aligmalar melatoninin paranteral uygulamasinin kemik rejenerasyonu
tizerine etkilerini osteogenetik belirtegler ile de ortaya koymustur. Bu c¢aligmalardan bir
tanesinde farelerde uygulanan femur kirik modelinde 5 hafta stire ile glinliik melatonin (i.p)
uygulamasinin 5. haftada TRAP enzim aktivitesini baskiladig1 ve hizli bir sekilde yeni kemik
olusumu sagladig: belirtilmistir (Histing vd., 2012). Zebra baliklarinda olusturulan kemik
kirik modelinde defekt alanina lokal melatonin uygulamasi yapilarak, defekt alaninda TRAP
pozitif hiicre sayis1 incelenmistir. Buna gore 2. giinde TRAP pozitif hiicre yogunlugunda

anlaml diizeyde azalma goriilmiistiir (Kobayashi-Sun vd., 2020).

TRAP enzim aktivitesi cogunlukla deneysel osteoporotik hayvan modelleri
calismalarinda incelenmistir. Bunun nedeni olarak TRAP aktivitesinin osteoporozda énemli
Olciide artig gostermesi soylenebilir (Solberg vd., 2014). Overektomi operasyonunu takiben

bir ay siire ile osteoporoz gelisimi beklenir ve kemik mineral dansitesi ve kemik yogunlugu
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oOl¢iilerek osteoporoz gelisimi belirlenir (Yousefzadeh vd., 2020). Osteoporoz gelisiminden
sonra kemik rejenerasyonunun incelendigi c¢aligmalarda kirik modeli olusturulur.
Osteporotik kiriklarin olusturuldugu hayvan modellerinde serum ve defekt alaninda TRAP
enzim seviyeleri yiiksek bulundugundan, kiriklarin iyilesmesi iizerine uygulanan ajanlarin
etkinligi bu tiirden kirik modellerinde TRAP enzim aktivitesinden yararlanilarak belirlenir

(Mederle vd., 2018).

Melatoninin TRAP enzim aktivitesi iizerine etkilerinin aragtirildig1 bir osteoporotik
kirik modeli caligmasinda, oral melatonin uygulamasinin (25 pg), 60. giinde kemik mineral
dansitesini ve kemik yogunlugunu artirdigir gorillmiistiir (Ladizesky vd., 2001). Baska bir
calismada ise 12 hafta siireyle valproik asit ve melatoninin 30 mg/kg uygulandigi
osteoporotik sigan modelinde, melatoninin yalniz basina uygulandigi grupta osteoklastik
aktivitenin anlamli diizeyde azaldigi ve TRAP enzim aktivitesinin baskilandig1 goriilmiistiir

(Tao vd., 2024).

Melatoninin kontrollii salim yapildigi caligmalarda da osteoporotik hayvan modelleri
kullanilarak TRAP enzim aktivitesi arastirilmistir. Bu c¢alismalardan birinde melatonin
iceren magnezyum katkili PLGA nanoliflerinin uygulandig1 osteoporotik tibia modelinde
implante edilen nanoliflerin 1. ayda TRAP enzim aktivitesini baskilayarak kemik mineral
dansitesini ve kemik mineral yogunlugunu artirdig1 ve tibia defektlerinde kontrol grubuna
gore daha iyi bir iyilesme sagladig: belirtilmistir (Liu vd., 2022). Melatonin yiiklenen jelatin
metakrilol-dopamin lipozomlarmin osteoporotik femur kiriklarmin titanyum implant ile
tamiri sonrasinda, 3. ayda implantin kaynasmasini sagladigi belirtilmistir. Bu c¢alismada
melatoninin osteoporoza bagli kemik mineral dansitesinin ve yogunlugunun azalmasina
ragmen implant kaynagmasin1 hizlandirdig: belirtilmistir (Xiao vd., 2020). Bu ¢aligmalarda
TRAP enzim aktivitesi incelenmemis olmasi ile birlikte melatoninin osteoklast

diferansiyasyonunu baskiladig1 anlasilmaktadir.
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In vitro ¢aligmalarda TRAP enzim aktivitesine baktigimizda, Jarrar vd., (2021)’nin
melatonin ve BMP2 igeren iskelenin RAW 264.7 hiicrelerindeki osteoklastogenesis
inhibisyonu iizerine etkileri arastirilmistir. In vitro 5. giinde sadece melatonin igeren grupta
TRAP pozitif hiicre yogunlugunun artti1 belirtilmistir. Melatonin ve BMP2 ‘nin birlikte
uygulandigi grupta da benzer sonuclar elde edilmistir. Sadece BMP2 igeren grupta ise 8.
giinde anlamh diislis goriilmistir. Bu sonuglardan melatoninin erken donemde
osteoklastogenesis inhibisyonu yaptigi, osteoblast/osteoklast aktivitesini diizenleyen bir

modiilatér oldugu goriilmektedir (Jarrar vd., 2021).

Calismamizda osteoporotik kirik modeli veya bir patoloji modeli uygulanmadan
melatoninin kontrollii salimimin kemik defektlerinin iyilesmesi ve kaynagmasi iizerine
etkileri incelenmistir. Buna ek olarak TRAP enzim aktivitesi de melatoninin
osteoklastogenezis ilizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla degerlendirilmistir. TRAP
enzim aktivitesinin yeni kemik olusumunda 6nemli bir gorevi bulundugundan, melatonin

uygulamasinin bu siirecteki modiilator etkileri degerlendirilmistir.

Kemik kiriklarinda kemik dokudaki kanlanma vaskiiler yapinin hasarlanmasindan
dolay1 olumsuz etkilenmektedir. Yogun vaskiilarize bir yap1 olan kemik dokusunda kiriklari
takiben anjiyogenezisin aktivasyonu kemik iyilesmesinin 6nemli bir basamagidir. Deneysel
caligmalarda yeni damar olusumu histopatolojik olarak ve molekiiler diizeyde
incelenmektedir. Bu amacla yaygin olarak kullanilan histopatolojik inceleme yontemi PAS
boyama ve molekiiler diizeyde ise VEGF ekspresyonlarinin incelenmesidir. Calismamizda
PLGA/MEL nanoliflerinin yeni damar olusumu iizerine etkileri 7., 14. ve 28. giinlerde PAS
boyama ve VEGF immiin reaktivitesi ile belirlenmistir. Elde ettigimiz PAS boyama
sonuglarma gére PLGA/MEL nanoliflerinin kaynama bolgesinde Otogreft grubuna gore
daha yiiksek oranda yeni damar olusumu sagladigi belirlenmistir (p<0,001; p<0,0001).
Bununla birlikte 14. giin bulgularina gére yeni damar olusumu diizeyinin PLGA/MEL
grubunda PLGA grubundan anlaml olarak yiiksek oldugu goriildii (p<0,05). Bu iki grup
arasinda 7. ve 28. gilinlerin PAS boyama verilerine gore anlamli bir fark saptanmadi

(p>0,05).
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VEGF pozitif hiicre sayilarinin belirlendigi immiinohistokimya analizine gore 7. ve
14. giinlerde PLGA/MEL grubunda VEGF pozitif hiicrelerin sayisinin Otogreft grubuna gore
anlaml olarak ytiksekti (p<0,05, p<0,001). Buna ek olarak PLGA/MEL grubunda 28.
glindeki VEGF pozitif hiicre sayisinin Otogreft grubuna gore anlamli diizeyde daha diisiik
seviyede oldugu goriildii (p<0,05). Bu durumu kompakt kemik olustukca vaskiiler yapinin
tamamlanmas1 ve dokunun artik VEGF aktivitesine ihtiyaci kalmamasi ile agiklamak
miimkiindiir (Zhou vd., 2025). Calismamizda da 28. giinde yeterli vaskiilarizasyon
saglandigr ve bu nedenle VEGF seviyelerinin azaldig1 diisiiniildii. VEGF seviyelerinin
azalmasinin bir bagka nedeni olarak melatoninin literatiirdeki bir¢ok ¢alismada belirtilenin
aksine VEGF indiikleyicisi degil VEGF modiilatorii olmas1 gosterilmektedir (Dai vd., 2008;
Haddadi vd., 2009). Melatoninin VEGF ekspresyonu iizerine etkilerinin arastirildig:
calismalar da bunu desteklemektedir (Dai vd., 2008; Vimalraj vd., 2020). Buna ek olarak
VEGF’in yeni kemik olusumu saglamak i¢in vaskiilarizasyon disinda osteogenezis saglayan
molekiillerin ekspresyonunu indiiklendigi bildirilmistir (Hu ve Olsen, 2016). Bunlar arasinda
yeni kemik yapimindan 6nce ortamdaki kallusun rezorpsiyonunu saglayan TRAP enzimi de
bulunmaktadir. VEGF seviyelerinin asir1 artist TRAP enziminin de aktivasyonunu
artiracagindan yeni olusan kemik de rezorbe edilebilir (Helmrich vd., 2013). Tiim bunlara
ek olarak asir1 VEGF ekspresyonu kaynamamanin da nedeni olarak gosterilmistir (Garcia
vd., 2012). Bu nedenlerle melatoninin 28. giinde VEGF seviyelerinde bir azalmaya neden

oldugu soylenebilir.

Kemik kaynamasi ve iyilesmesi iizerine yapilan kontrollii salim caligmalarinda
melatoninin yeni damar olusumu ve VEGF ekspresyonlar: tizerine etkilerinin arastirildigt
caligmalar da bulunmaktadir. Siganlarda olusturulan femoral defektlerin vaskiilarizasyon
tizerine melatonin yiiklii siinger benzeri nanoliflerinin etkilerinin arastirildig1 bir ¢aligmada,
8. haftada yapilan analizlerde yeni damar olusumu ve VEGF ekspresyonlarinda kontrol
grubuna gore yiiksek diizeyde artis belirlenmistir. Bu calismada femoral kondilde 3 mm
capinda ve 2 mm derinliginde daire seklinde bir defekt olusturulmustur. VEGF
ekspresyonlarinin 4. haftadaki seviyelerinin 8. haftadaki seviyelerinden anlamli diizeyde
yiiksek oldugu da bildirilmistir (Lv vd., 2024). Bir ¢calismada diyabetik sicanlarda melatonin
iceren sodyum/aljinat-PLGA nanoliflerinin farelerde olusturulan kalvaryal defektin

tyilesmesi tizerine etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada 4. haftadaki VEGF ekspresyonlar1 ve
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yeni damar olusumu seviyelerinin 8. haftadakine oranla daha yiiksek oldugu goriildii. Buna
ek olarak 8. haftada VEGF ekspresyonlari kontrol ve materyal grubuna gore anlamli diizeyde

azalmistir (Chen vd., 2024).

Poroz bioaktif cam uygulanan sicanlarda kalvaryal defekt modelinde, osteoindiiktif
etkilerin arastirildig1 bir ¢alismada, 4. haftada yeni damar olusum seviyesinin materyal
uygulanan grupta anlamli diizeyde arttig1 goriilmiistiir. Biyoaktif camin yeni damar olusumu
tizerine dogrudan bir etkisi olmasa da osteoblast aktivitesini artirarak VEGF sentezini dolayli
olarak indiikledigi belirtilmistir (Leu vd., 2008). D vitamini iceren PLGA nanoliflerinin
BMP2 ve VEGF eksprese eden MSC ile birlikte kullaniminin siganlarda olusturulan
kalvaryal defektlerin iyilesmesi iizerine etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada ise 8. haftada
PLGA’nin yalniz uygulandigi grupta ve D vitamini iceren PLGA grubunda VEGF
ekspresyonlarinin seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artig goriilmiistiir (Park
vd., 2024). Calismamiz VEGF pozitif hiicrelerinin yogunlugunu ve yeni damar olusumunu
kaynama bolgesinde incelenmistir. Elde ettigimiz bulgulara gore melatoninli PLGA
nanolifleri literatlire benzer sekilde fakat (a) erken diizeyde (7. ve 14. giinlerde) VEGF
pozitif hiicre yogunlugunu artirmis, (b) yeni damar olusumu tiim giinlerde devam etmis, (c)
yeni damar olusumunun ve yeni kemik olusumunun hizli oldugu dénemlerde VEGF
ekspresyonlarinin artig gosterdigi (d) ge¢ donemde (28. giin) ise azaldig1 goriilmiistiir. VEGF
ve TRAP arasinda korelasyon verilerine bakildiginda 7. giinde (p=0,143) anlamli bir
korelasyon bulunmazken 14. giinde pozitif (p=0,016) olarak belirlenen korelasyon degeri
28. giinde negatif (p=0,0167) olarak belirlenmistir. Yan1 sira TRAP ile yeni damar olusum
verileri arasinda 7., 14. e 28. glinlerin tamaminda pozitif olmak iizere anlamli korelasyonlar

belirlenmistir (siras1 ile p=0,012; p=0,001; p=0,012).

VEGF pozitif hiicre sayilari, yeni damar olusum degerleri ile TRAP enzim
aktivitesine ait veriler ayr1 ayri ve birlikte degerlendirildiginde asagidaki sonuglara

ulasilabilir;

1) Yeni damar olusumunu uyaran VEGF 7. ve 14. giinde otogreft grubunda daha
diisiikken 28. gilinde otogreft grubunda daha yiiksek bulundu. Bununla birlikte otogreft
grubunda VEGF pozitif hiicre sayilarinin tiim giinlerde yaklasik olarak 100-120 arasinda
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degistigi gozlenirken, melatoninli biyomateryal uygulanan grupta 140 ve 180’e ulasan bu
degerin 100 seviyelerine indigi goriilmektedir. VEGF degerlerindeki bu degisimin melatonin
uygulamasinin 7. ve 14. giinlerde VEGF iiretimini hizla artiric1 bir etki gdstermesinden ve
yeni kemik olusumu belirli bir diizeye ulasinca bu etkisinin daha sinirli ortaya ¢ikmasindan
kaynaklandigin1  disiindiirmektedir. Literatlir bildirimlerinde melatoninin bir VEGF
modiilatorii oldugu belirtildiginden melatonin kemik iyilesmesinde de bu etkiyi gosterdigi

sOylenebilir.

i1) Yeni damar olusumu ve VEGF arasinda 28. giinde belirlenen negatif
korelasyonun nedeni olarak VEGF diizeylerindeki azalmanin heniiz damar olusumunu
baskilayici bir diizeye inmedigini diisiindiirmektedir. Nitekim kontrol grubunda 28. giinde
VEGF pozitif hiicre sayis1 120 iken melatonin grubunda bu deger 100 olarak belirlenmistir.

Bu sonuglar yeni damar olusumunun halen devam ettigini gostermektedir.

i) Calismamizda TRAP enzim aktivitesi 28. giine kadar belirlenmistir ve tim
giinlerde anlamli diizeyde yiiksek kaldigir goriilmiistii. TRAP enzim aktivitesini
kiyaslayacak baska bir parametre incelenmemistir. Literatiire bakildiginda TRAP enzim
aktivitesinin yeni kemik olusumunun hizlandig: ileri donemlerde baskilandigi goriilmiistiir.
Calismamizda hizli kaynama hedeflendiginden son doku ornekleri 28. giinde alimustir.
TRAP enzim aktiviteleri kontrol grubu dahil tiim gruplarda ve siirekli olarak artis
gostermistir. Bununla birlikte 28. giinde TRAP aktivitesindeki artiglarin halen anlamh
olmakla birlikte daha diistik diizeyde kaldig1 goriilmektedir. Ayn1 giin yeni kemik olusum
verilerine bakildiginda melatonin ve kontrol grubu verilerinin birbirlerine yaklastigi
goriilmiistiir. Bu durum TRAP enzim aktivitesindeki artislarin gittikge azalacagini ve kontrol

degerlerine yaklasacagini diisiindiirmektedir.

Kemik kiriklarinin rejenerasyonunda oldugu gibi kaynasmasinda MSC’lerin
diferansiyasyonu ve proliferasyonu olduk¢a 6nemlidir. MSC’lerden BMP2, Runx2, OCN
genleri eksprese edilerek osteogenezis baslatilir. Boylelikle MSC’ler osteoblastlarin
osteojenik diferansiyasyonunun ve mineralizasyon yeteneginin artmasini saglar ve defekt
alaninda yeni kemik olusumunu baslatir (Tsuji vd., 2006). Bu nedenle yeni kemik olusum

alaninda BMP2 veya Runx2 artis1 osteoblast matiirasyonunun bir gostergesi olarak kullanilir.
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Melatonin MSC’lerin bu aktivasyonunu BMP, ERK, Wnt ve PKA/PKC sinyal yolaklarini

uyararak saglar.

BMP2 ve BMP7 kemik dokuda en ¢ok eksprese edilen BMP ailesinin iiyeleridir.
Kemik kiriklarini takiben erken donemde BMP2 seviyeleri artis gosterirken, ge¢ donemde
BMP7 aktivitesinde yiikselme gozlenir (Pinar vd., 2010). Calismamizda erken donemde
kemik iyilesmesi ve kaynamasi hedefledigimiz i¢in kaynama bolgesinde BMP2
seviyelerinin belirlenmesine karar verilmistir. Bu amagla BMP2 pozitif hiicre yogunlugu tiim
gruplarda immiinohistokimyasal analiz ile belirlenmistir. Elde ettigimiz bulgulara gore
PLGA/MEL grubunda tiim giinlerde BMP2 pozitif hiicre yogunlugunun Otogreft grubuna
gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlendi (p<0,001; p<0,001). PLGA grubunda ise
7. ve 28. giinlerde Otogreft grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek BMP2 pozitif hiicre
yogunlugu oldugu gozlendi (p<0,05). Sonuglar melatoninin 6zellikle 7. giinde BMP2 pozitif
hiicre yogunlugunda Otogreft grubuna gore 2 kat daha fazla bir artis sagladigim

gostermektedir.

Melatoninin paranteral uygulandigi bir calismada osteoporotik farelerde 50 mg/kg
melatonin uygulamasmin femur defektlerinin iyilesme alaninda BMP2 seviyelerini 12.
haftada kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artirdig1 belirlenmistir (Huang vd., 2021).
Anterior krusiat ligament defekt modeli uygulanan sicanlarda giinde 2 kere 30 mg/kg
uygulanan melatoninin 12. haftada BMP2 seviyelerini kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
artirdig1 goriilmiistiir. Bu calismada melatonin rejenerasyon etkilerini kartilaj matriks
dejenerasyonunu ve artrite bagli inflamasyonu azaltarak gosterdigi ileri siiriilmiistiir (Zhao
vd., 2024). Baska bir ¢alismada ise 3 ay siire ile uygulanan PLGA ve oral melatoninin,
farelerde kritik kalvaryal defekt modelinde osteoindiiktif etkileri inclenemistir. Bu
calismadan elde edilen sonuclara gore oral melatonin uygulamasinin kontrol grubuna gore
BMP2 seviyelerini anlamli diizeyde arttirdigi ve PLGA ile birlikte uygulandiginda ise
kontrol gruplarma gore daha yiiksek diizeyde artis sagladigi belirlenmistir (Munmun vd.,

2022).
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Yapilan kontrollii melatonin salim ¢aligmalarindan bir tanesinde diyabetik sicanlarda
olusturulan kritik kalvaryal defektlerin iizerine yerlestirilen melatonin iceren PLGA
nanopartikiilleri ve 3 boyutlu PCL/beta trikalsiyum fosfat materyalinin 12. haftada BMP2
seviyeleri sadece PCL uygulanan gruba gore daha yiiksek diizeyde artirdigi belirlenmistir
(Chen vd., 2024). Bagka bir calismada ise melatonin ve trombositten zengin plazma igeren
kalsiyum aliiminat biyoaktif iskelelerinin farelerde olusturulan kalvaryal defektler lizerine
etkileri arastirllmistir. Bu ¢aligmanin 6. ayinda melatonin i¢eren kalsiyum aliiminat biyoaktif
iskelelerinin BMP2 ekspresyon seviyelerini trombositten zengin plazma iceren iskelelerden
anlamli diizeyde arttirdigi goriilmiistiir. Tim bu literatiir verileri ister paranteral ister
kontrollii salim ile uygulansin melatoninin MSC diferansiyasyonu ve BMP2 aktivasyonunu

ge¢ donemde uyardig1 ve uzun siire uygulanmasi gerektigini gostermektedir.

Erken donemde kemik iyilesmesi i¢in BMP2’nin anahtar bir rol aldig1 ve defekt
alaninda yeni kemik olusumunun 6nemli bir belirteci oldugu belirtilmisti. Bunun yaninda
BMP2’nin FDA onayli bir molekiil olmasi, deneysel kontrollii salim ¢aligmalarinda kemik
rejenerasyonunu veya kaynasmasini saglayici etkilerinin incelenmesi on yillarda ilgi odagi
olmustur. Nie vd., (2009)’nin BMP2 i¢ceren PLGA/hidroksiapatit bilesiminden olusan
kompozit biyomateryalin siganlarda olusturulan femur defektlerinin iyilesmesi iizerine
etkileri aragtirllmistir. BMP2 igeren kompozit biyomateryalin 4. haftada kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde kolajen birikimi ve yeni kemik olusumu sagladig: belirtilmistir (Nie
vd., 2009). BMP2 i¢eren PLGA nanopartikiillerinin in vitro MSC’ler ile muamele edildikten
7 glin sonra BMP2 iceren PLGA uygulanan grupta ALP mRNA ekspresyonlarin ve
osteojenik etkilerin diger gruplardan anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriildii (del Castillo-
Santaella vd., 2024). Kritik femoral defektlerin iyilesmesi iizerine yapilan bir ¢alismada
farkl1 dozlarda rekombinant BMP2 igeren PLGA-PEG nanolifleri uygulanarak etkileri
aragtirtlmistir. Bu ¢alismada 20 pg BMP2 igeren biyomateryalin 12. haftada otogreft
gurubundaki yeni kemik olusumu diizeyine ulastigi bildirilmistir (Peng vd., 2016).
BMP2’nin kontrollii salimimin yapildigi bu calismalarda osteoprogenitdr hiicrelerin
aktivasyonu ve yeni kemik olusumu i¢in en 6nemli molekiillerden biri olan BMP2’nin kemik

iyilesmesi ve kaynagsmasini ge¢ donemde saglayabilecek sekilde aktive oldugu sdylenebilir.
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Calismamizda ise 7. giinde kaynama bolgesinde BMP2 pozitif hiicre yogunlugunun diger
gruplara gore anlamli diizeyde arttig1 belirlenmistir. Bu sonuglar melatoninin PLGA
nanolifleri ile kontrollii saliminin osteoindiiktif etkinligini olduk¢a artirdigini

gostermektedir.

Kemik iyilesmesinin erken doneminde osteoprogenitor hiicrelerin osteoblastlara
diferansiyasyonu ve bu osteoblastlarin matiirasyonu hem kemik remodelingini hem
dekaynasmay1 saglayan esas mekanizmalardandir. Bunlar arasinda 6zellikle osteoprogenitor
hiicrelerden preosteoblastlar olusmaya basladikca Runx2 ekspresyonunda kayda deger bir
artis ortaya c¢ikar. Runx2 aktivitesi olgunlasmamis osteoblastlar ortaya ¢iktiginda zirveye
ulagir ve hiicreler osteoblastlara olgunlastikca yavas yavas daha diisiik degerlere gelir. BMP2
de bu mekanizmada anahtar rollerden birine sahiptir. BMP2, Runx2 ekspresyonlarinin
artmasini saglar ve Runx2 de osteoblast progenitdrlerinin ¢ogalma siirecinin kolaylastirir
(Giuliani vd., 2009). Runx2 ile osteoprogenitor hiicrelerin diferansiyasyonun saglanmasi
olgun osteoblastlarin olusmast ile sonuglanir ve osteoblastlarin yeni kemik olusumu i¢in
aktivasyonu baglatilmis olur (Zhu vd., 2024). Calismamiz erken donemde kemik
remodelingi ve kaynasmasini amacladigindan kaynama bolgesinde Runx2 pozitif hiicre
yogunlugu incelenmistir. Elde ettigimiz sonuclar PLGA/MEL grubunda 7., 14. ve 28.
giinlerde Otogreft grubuna gore anlamli diizeyde Runx2 pozitif hiicre yogunlugu ortaya

ciktigini gostermistir (p<0,05, p<0,001).

Overektomize farelerde kemik mineral yogunlugu ve osteoklastogenez lizerine 6
hafta boyunca oral melatonin (10-100 mg/kg) uygulamasinin etkileri arastirilmistir. Bu
caligmanin 6. haftasinda yapilan analizlere gore 10 mg/kg oral melatonin uygulamasi yapilan
grupta, kontrol grubuna gore Runx2 ekspresyonlarinin anlaml diizeyde arttig1 belirlenmistir.
Diisiik doz melatonin uygulanan grupta Runx2 ekspresyon seviyelerinin yiiksek doz
melatonin uygulanan gruptan da anlamli diizeyde yiiksek oldugu gériilmiistiir. Tki farkli
dozda melatonin uygulamasinin kemik mineral dansitesini anlaml diizeyde artirdig: fakat

aralarinda istatistiksel olarak bir farklilik olmadig1 belirlenmistir (Zhou vd., 2020). Guan vd.
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(2022)’nin yaptig1 c¢aligmada overektomi yapilan siganlarda pre-menopozal ve post-
menopozal donemlerde oral melatonin uygulamasinin etkileri aragtirllmistir. Bu amagla her
iki déonemde olan iki ayr1 sigan grubunda kemik dansitesi, kemik mineral yogunlugu ve
Runx?2 ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Calismada bu amagla, 8 hafta boyunca siganlarin
icme sularina 100 mg/kg dozda melatonin eklenmistir. Yapilan analizlerde 8. haftada
melatoninin pre-menopozal donemde olan siganlardaki Runx2 seviyesini post-menopozal
donemindeki siganlardan anlamli diizeyde daha fazla artirdigi goriilmiistir. Bu durum
melatoninin osteoporotik kiriklar i¢in profilaktik bir etki olusturma potansiyeli tasidigini
gostermektedir. Erken donemde Runx2 artist osteoprogenitdr hiicrelerin  erken
matilirasyonunu saglayarak kemik mineralizasyonunu aktive edebilecegi belirtilmistir (Guan

vd., 2022).

Melatoninin biyomateryaller ile birlikte kullanildig1 calismalardan birinde poly-di-
asetil fosfolipitleri ile enkapsiile edilmis ve zebra baliklarinin embriyolarinda Runx2
aktivitesi lizerine etkileri degerlendirilmistir. Melatoninin 50 nM dozunda kontrollii
saliminin 3. ve 7. glinlerde Runx?2 aktivitesini enkapsiile edilmis melatonin grubunda kontrol
grubuna gore anlaml diizeyde artirdigr goriilmiistiir (Ishaniya vd., 2022). Melatonin ve
BMP2 igeren PLGA nanopartikiillerinden ikili salimimin osteoblastik hiicre hattinda
(MC3T3-El) etkilerinin arastirildig: bir in vitro ¢alismada 14. giinde yapilan molekiiler
analizlerde sadece melatonin (10 pg) igceren PLGA nanopartikiillerinin Runx2 ekspresyon
seviyelerini sadece BMP2 (20 pg) iceren PLGA nanopartikiillerinden daha yiiksek diizeyde
artirdig belirlenmistir (Jarrar vd., 2021). Titanyum oksit nanotiiplerinden melatoninin (0,1
M) kontrollii salimmin MSC’lerin osteojenik diferansiyasyonu iizerine etkilerinin
arastirildigi bir bagka in vitro ¢calismada ise melatonin igeren titanyum oksit nanotiiplerinin
sadece titanyum oksit uygulanan gruptan daha ytiksek diizeyde Runx2 ekspresyonu sagladigi
ve osteojenik etkiler gosterdigi bildirilmistir (Lai vd., 2017).

Literatiirdeki melatoninin paranteral veya kontrollii saliminin yapildig: in vitro veya
in vivo c¢aligmalar farkli dozlarda melatoninin Runx2 aktivasyonu iizerindeki etkilerini in
vitro ortamda bile en erken 7. giinde sagladigi gostermektedir. Calismamizda ise

uyguladigimiz melatoninli PLGA nanolifleri in vivo ortamda Runx2 diizeylerini, osteojenik
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farklilagsmay1 ve yeni kemik olusumunu 7. glinde saglamistir. Elde ettigimiz sonuglar
uyguladigimiz biyomateryal bilesiminin in vivo ortamda in vitro diizeyde elde edilen
caligmalara benzer etkiler gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu etkiler lirettigimiz melatonin
igeren biyomateryalin in vivo ortamda ¢ok giiclii bir kemik yapimi uyarici etki gosterdigini

distindirmiistiir.

Kemik rejenerasyonunun incelendigi calismalarda, kemik iyilesmesinin takibi
biyokimyasal olarak serum ALP seviyelerinin dl¢iimii ile gergeklestirilmektedir. Kemik
kiriklarinmi takiben istatistiksel olarak anlamli artisin 4. ve 6. haftalarda belirlendigi
bildirilmistir (Cheng ve Zhao, 2023). Buna ek olarak yapilan deneysel ¢alismalarda inanlar
ve siganlarda serum ALP seviyelerinin benzer zamanlarda artis gosterdigi belirtilmektedir
(Meller vd., 1984). Calismamizda bu verilerden yola ¢ikarak serum ALP seviyeleri 7., 14.
ve 28. giinlerde alinan kan oOrneklerinden elde edilen serumlar ile incelenmistir. Elde
ettigimiz verilere gore tiim gilinlerde PLGA/MEL grubunda serum ALP seviyeleri Otogreft
grubuna gore artis gdstermis olmasina ragmen istatistiksel olarak bir anlamlilik tespit
edilmedi. Bununla birlikte 14. giin verilerinde PLGA grubunda serum ALP seviyelerinin
PLGA/MEL ve Otogreft grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii.
Bulgularimizdan yola ¢ikarak PLGA nanoliflerinin igerisindeki diisiik doz melatoninin erken

donemde serum ALP seviyelerini anlamli diizeyde artirmadigin diisliniiyoruz.

Yapilan c¢aligmalarda serum ALP seviyelerinin kullanilan tasiyici biyomateryal
gruplarinda da kontrol gruplarina gore anlamli diizeyde artis sagladigi goriilmiistiir. Bu
caligmalardan birinde PCL/PLGA nanoliflerinin tavsanlarda olusturulan kritik Radius
kiriklarinin 1yilesmesi iizerine etkileri incelenmistir. Bu ¢alismanin 4., 8. ve 12. haftalarinda
yapilan serum ALP analizlerine gére PCL/PLGA grubunda serum ALP seviyeleri en erken
4. haftada artig gostermistir (Lee vd., 2016). Bu veriler ile calismamizin verilerinin paralel
oldugu goriilmektedir. Serum ALP seviyelerinin erken donemde ve kontrollii salim yapilan

bir ¢calismada degil daha uzun siireli bir ¢alismada 6l¢iilmesi anlamli sonuglar verebilir.
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5.2. Sonug ve Oneriler

Calismamizda kullanilan PLGA nanolifleri bir membran yapisinda olup defekt
alanlarina uygulanirken herhangi bir siitur veya fiksasyon gerektirmemektedir. Boylelikle
kaynama bolgesinde fazladan bir travmaya neden olmamaktadir. Bu sayede klinik

translasyonu kolay olabilir.

Calismamizda literatiirden farkli olarak melatonin igeren nanolifler defekt alaninda
primer bir iskele olarak degil otogreftlenen defekt alaninin ana kemik ile kaynasmasini

saglamak iizere kullanilmistir.

Calismamizda 28 giinliik biyobozunurluk elde etmek {izere PLGA ve PLGA/MEL
nanoliflerinin formiilasyonu LA:GA oranlar1 degistirilerek optimize edildi. Elde edilen
sonuclar LA:GA oran1 50:50 olan biyomateryalin in vitro ortamda 28. giinde % 85-90
oraninda (PLGA 50:50) biyobozunuma ugradigini gosterdi. Calismamizin bulgular1t PLGA
(50:50) formiilasyonunun farkli dozlarda melatonini erken donemde osteojenik etkiler

gosterebilecek diizeyde salindigini gostermektedir.

Kemik kaynama bolgesine kontrollii salim seklinde melatonin uygulamasinin en
erken 7. ve 14. giinlerde yeni kemik olusumunu uyardigim gostermektedir. Bu sonuglarin
melatoninin osteoindiiktif etkilerine bagli ortaya ¢iktigini diistinmekteyiz. Yalniz basina
PLGA uygulanan grupta kontrol grubuna gore daha iyi oranda yeni kemik olustugu

gorilmiistir.

Melatonin yiiklii nanoliflerin yeni kemik olusumunu ve kaynamay1 7. giinden itibaren
aktive ettigi goriilmiistiir. Melatonin kontrollii saliminin yapildig1 ¢aligmalarda yeni kemik
olusumu ve kaynamasi in vitro deneylerde bile en erken 7. giinde baslamaktadir. Bu durum

biyomateryal bilesimimizin optimal diizeyde oldugunu gdstermektedir.
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Calisma bulgularimiz melatoninin PLGA yapisindaki nanolifler ile kontrollii
saliminin erken donemde otogreftin ana kemik ile kaynamasin1 histopatolojik ve molekiiler
diizeyde hizlandirdigin1 gostermistir. Buradan yola ¢ikarak melatonin igeren PLGA
nanoliflerinin kritik defektlerin kaynamasi {lizerine kullanilabilecek etkili inovatif bir
biyomateryal oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte melatoninli PLGA nanolifleri farkli
kemik kaynamasi modellerinde de uygulanabilir oldugunu 6nermekteyiz. Yalnizca ortopedik
uygulamalarda degil torakotomi, diskektomi ve vertebral flizyon cerrahilerinde de
kaynamay1 hizlandirabilecek ve hastalarin post operatif donemde immobilizasyon siirelerini
azaltabilecek diizeyde etkili olabilecegini savunuyoruz. Hem melatonin hem de PLGA’nin
FDA onayli olmasmin deneysel siire¢lerden klinik kullanima kolay adapte edilebilecegi

acgiktir.
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