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OZET

Kitosan ve Kurkumin fle Kaplanan Mini Vidalarin Osseointegrasyonunun
Histolojik ve Molekiiler Diizeyde in Vivo Rat Modelinde Degerlendirilmesi

Amag: Deneysel olarak gerceklestirdigimiz bu calismanin amaci, kitosan ve
kurkuminin bir biyoaktif kaplama halinde kullanilarak osseointegrasyona olan etkilerini

postoperatif 2. ve 6. haftalarda degerlendirmektir.

Materyal ve Metod: Calismada 2.2x4 mm ¢apinda 80 adet standart titanyum mini
vida, 80 adet Sprague dawley cinsi ratlara ait femurlarin facies patellarisin anteromedial
bolgesine yerlestirilmistir. Deney gruplari, femur {lizerine uygulanan 4 farkli mini vida
cesidine ve 2 ila 6 haftalik takip siirelerine gore belirlenmistir. Elektrokimyasal
depozisyon yontemiyle titanyum vidalara sirasiyla kitosan (CH-Ti-2h, CH-Ti-6h),
kurkumin (CU-Ti-2h, CU-Ti-6h) ve kitosan-kurkumin (CH-CU-Ti-2h, CH-CU-Ti-6h)
kaplama yapilmistir. Kontrol grubu olarak belirlenen deney hayvanlarina yerlestirilmek
tizere non-modifiye titanyum vidalar (NM-Ti-2h, NM-Ti-6h) ayrilmistir. Vida iizerine
uygulanan biyoaktif kaplamanin morfolojisi XRD ve SEM yontemleri ile incelenmistir.
Cerrahi islem esnasinda deneklere %?2’lik Ksilazin (10 mg/kg) (Xylazinbio, Bioveta, Cek
Cumbhuriyeti) ve %10’luk Ketamin HCI (50 mg/kg) (Ketalar®, Pfizer, New York, ABD)
anestezisi uygulanmistir ve femur yiizeyi agilarak mini vidalar yerlestirilmistir. Deney
hayvanlar histolojik ve molekiiler inCelemelerin yapilmasi i¢in postoperatif 2. ve 6.

haftalarda %2100 CO: ile sakrifiye edilmistir.

Bulgular: Vida gevresinden alinan doku ornekleri incelendi. Yeni kemik
olusumunun CH-CU-Ti uygulanan gruplarda ileri seviyede oldugu, osteoklast sayisinin
en az bu grupta oldugu goriildii (p<0.05). RUNX2 eksprasyon seviyesi CH-Ti uygulanan
gruplarda en fazla iken, OPG ve OC eksprasyon seviyeleri en fazla CH-CU-Ti uygulanan
gruplarda bulundu. RANKL eksprasyon seviyesi CH-CU-Ti ve CU-Ti uygulanan
gruplarda en diisiik izlendi (p>0.05). Fibrotik doku yogunlugu agisindan gruplar arasinda
fark gozlenmedi (p>0.05).

Sonu¢: Calismamizdan elde edilen bulgulara gore kitosan-kurkumin kaplamanin,
kemik remodelasyonunu erken ve ge¢ donemde etkileyerek, osseointegrasyonu artirdigi

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Osseointegrasyon, kitosan, kurkumin, elektrokimyasal

depozisyon



ABSTRACT

Evaluation of Osseointegration of Mini Screws Coated with Chitosan and
Curcumin in In Vivo Rat Model at Histological and Molecular Levels

Objective: The aim of this experimental study is to evaluate the effects of chitosan
and curcumin on osseointegration by using a bioactive coating at the 2nd and 6th weeks

postoperatively.

Materials and Methods: In the study, 80 standard titanium mini screws with a
diameter of 2.2x4 mm were placed in the anteromedial region of the facies patellaris of
the femurs of 80 Sprague dawley rats. The experimental groups were determined
according to the 4 different types of mini screws applied on the femur and the 2 to 6 weeks
follow-up period. Chitosan (CH-Ti-2h, CH-Ti-6h), curcumin (CU-Ti-2h, CU-Ti-6h) and
chitosan-curcumin (CH-CU-Ti-2h, CH-CU-Ti-6h), respectively, to titanium screws by
electrochemical deposition method. coating has been made. Non-modified titanium
screws (NM-Ti-2h, NM-Ti-6h) were reserved for placement in the experimental animals
determined as the control group. The morphology of the bioactive coating applied on the
screw was examined by XRD and SEM methods. During the surgical procedure, subjects
were anesthetized with 2% Xylazine (10 mg / kg) (Xylazinbio, Bioveta, Czech Republic)
and 10% Ketamine HCI (50 mg / kg) (Ketalar®, Pfizer, New York, USA) and mini screws
were placed after exposing the femural surface. Experimental animals were sacrificed
with 100% CO. at postoperative 2nd and 6th weeks for histological and molecular

examinations.

Results: Tissue samples taken from around the screw were examined It was
observed that new bone formation was advanced in the groups treated with CH-CU-Ti
and the number of osteoclasts was the least in this group (p <0.05). RUNX2 expression
level was highest in CH-Ti applied groups, OPG and OC expression levels were highest
in CH-CU-Ti applied groups. RANKL expression level was the lowest in CH-CU-Ti and
CU-Ti groups (p> 0.05). There was no difference between the groups in terms of fibrotic

tissue density (p> 0.05).

Conclusion: According to the findings obtained from our study, it was determined
that chitosan-curcumin coating increased osseointegration by affecting bone remodeling
in the early and late periods.

Keywords: Osseointegration, chitosan, curcumin, Electrochemical deposition
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1. GIRIS

Tibbi titanyum ve titanyum alasimi ortopedi, travmatoloji, maksillofasial cerrahi,
plastik cerrahi ve dental implantoloji alanlarinda yaygin olarak kullanilan bir
biyomalzemedir. Viicut ig¢inde kullanilacak implant malzemeleri, viicudun dogal bir
elemaninin yerini alacagi i¢in biyolojik olarak viicutla uyumlu (biyouyumlu) olmalidir.
Biyomedikal uygulamalarda en 6nemli konu; implantlarin biyouyumluluklarinin ytiksek
olmasi, viicut igerisinde (in vivo) miikemmel bir korozyon direncine sahip olmasi ve
kemikle hizli bir sekilde biitiinleserek (osseointegrasyon) kalict bir baglanma
saglanabilmesidir.

Osseointegrasyon terimi, 1976'da Branemark tarafindan ortaya konmus ve daha
sonra 151k mikroskobunun ¢oziiniirliik seviyesinde, implantlar ve kemik arasindaki
dogrudan temas olarak tanimlanmgtir.! Implantlar kemige uygulandiktan sonra,
osseointegrasyonu saglamak i¢in dokuda bir dizi inflamatuar yanit goriiliir. Bu yanitin
anjiyogenez ve osteogenez ile sonuglanmasi igin biyomalzemelerin bir¢ok faktorii bir
arada bulundurmasi gerekmektedir. Biyomedikal sistemlerin tiretiminde kullanilan
malzemelerin yiizey 6zelliklerinin degistirilmesi ve gelistirilmesi gereksinimi bu nedenle
ortaya c¢ikmaktadir. Bu gereksinim implant malzemesi olarak yaygin bir bigimde
kullanilan titanyum ve alagimlari i¢in de s6z konusudur. Titanyum ve titanyum
alagimlarina ylizey islemlerinin uygulanmasini gerektiren farkli nedenler vardir. Bunlar;
yiizey Ozelliklerinin optimize edilerek implant ve kemik dokusu arasinda saglikli bir
mekanik baglanmanin gerceklesmesi, liretim sirasinda ylizeyde olusan kirliligin ve
siireksizliklerin giderilerek ylizeyin homojenlestirilmesi, yiizeyin pasiflestirilerek
korozyona kars1 direncinin artirilmasi, sertlik artigi ile 6zellikle asinma ve yorulmaya
kars1 direncin artirilmasi, kemikle tam biitiinlesme saglayacak bigimde ylizeyin

puriizlendirilmesi, kemik dokuda bulunan hiicreler ile dogrudan etkilesim sonucu



osteoindiiktif veya osteokondiiktif etkinin saglanmasi amaciyla biyoaktif bir ylizey elde
edilmesi olarak siralanabilir. Bu nedenlerin sonucunda titanyum implantlarin yiizey
ozelliklerini iyilestirmek amaciyla kumlama, asitle piiriizlendirme, oksitlendirme,
titanyum plazma sprey kaplama ve SLA (Sandblasted, Largegrit, Asit-etched) yontemleri
gelistirilmistir.? Osteoindiiktif veya osteokondiiktif etkinin olusmasi iginse biyoaktif
kaplama ¢alismalar1 yapilmaktadir. Bu calismalarin sonucunda titanyum yliizeyler,
kitosan temelli organik materyallerle kaplandiginda, osseointegrasyonun, osteokondiktif
etkinin, kitosanin iizerine eklenen maddenin Ozelliklerine bagli olarak antibakterial,
antiinflamatuar ve antioksidan 6zelliklerin arttig1 gdzlenmistir.3®

Dogal bir polisakkarit olan kitinin deasetile tiirevi olan biyopolimer kitosan, dental
ve ortopedik implantlar i¢in yeni bir potansiyel kaplamadir. Kitinin asetil gruplarinin
%50'den fazlas1 deasetilasyon yoluyla uzaklastirildiginda, N-asetil-glukozamin ve N-
glukozamin birimlerinin bir kopolimeri olan molekiile kitosan denir. Kitosan temelli
hidrojeller ve yara iyilestirme bandajlar1 tip alaninda kullanilmaktadir. Mukoadeziv
yapisi ve epiteliyal baglantilari gegici olarak agma yetenegi ile kitosan, gesitli iyi organize
olmus epitellerde (gdz, bagirsak vb.) ilaglarin verilmesinde kullanilmistir.” 8 Aym
nedenle ¢esitli nanopargacik temelli formiilasyonlarla (kitosan-hidroksiapatit, kitosan-
kollojen, Kkitosan-antioksidan ajanlar, Kitosan-biiytime faktorleri...) bir kaplama
malzemesi ve kemik grefti olarak da kullanilmistir.>*! Kitosanin bir ilag tasiyici ve
kaplama molekiilii olarak kullanilmasimi saglayan bir baska o6zelligi, kimyasal
modifikasyonlar1 kolaylastiran fonksiyonel gruplarin mevcudiyetidir.'?** Son caligmalar,
kitosan kaplamalarin osseointegrasyonu artirmak icin geleneksel kalsiyum fosfat,
hidroksiapatit veya gozenekli kaplamalara etkili bir alternatif olabilecegini dnermektedir.
Ozellikle kemik uygulamalari igin kitosanin osteojenik ozelliklere sahip oldugu

bildirilmistir. >’



Kemik remodelasyonunun inhibisyonu ve osseointegrasyon kaybi konusundaki
aragtirmalar, kemik-implant arayiiziinde osteolizis olusumuna neden olan Niikleer faktor
kappa-B reseptor aktivatorii (RANK)/RANK ligandi (RANKL) aktivasyonu iizerine
yonelmistir.'® 1 Niikleer faktor-kappa B (NF-kB) sinyal yolunun modifikasyonu, séz
konusu osteolizis i¢in potansiyel bir terapdtik hedeftir.!®

Curcuma longa L.'nin (Zingiberaceae) kok ve sapindan elde edilen sar1 renkli
pigment olan kurkumin; antiinflamatuar, antiproliferatif, antioksidan ve kemopreventif
aktiviteler gibi sayisiz biyolojik aktiviteye sahiptir.?’ Kurkuminin osteolizis iizerine
etkisi, RANK/RANKL sinyal inhibisyonu yoluyla ortaya ¢ikar. Bu baglamda kurkuminin
NF-kB yoluna miidahale ederek RANKL sinyalini ve osteoklastogenezi baskiladigi
gdsterilmistir.”* Buna ek olarak mezenkimal kdk hiicre kiiltiirii iizerinde yapilan bir in
vitro ¢alismada kurkuminin osteoblast farklilagsmasi {izerine pozitif etkileri, alkalen
fosfataz (ALP) aktivitesindeki artig, Runt ile iliskili transkripsiyon faktorii 2 (RUNX2)
ve osteokalsin (OC) mRNA ’larindaki artis ile belirlenmistir.?? Bu noktadan yola ¢ikarak
kurkuminin, kitosan gibi bir tasiyict matriks tizerine eklenerek osseointegrasyonu
saglamada basarili olabilecegi diisiintilmiistiir.

Bu deneysel calismada kitosan ve kurkuminin biyoaktif bir kaplama olarak
kullanilmas: ile mini vidalarin osseointegrasyonuna olan etkilerinin histolojik ve
molekiiler diizeyde arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla rat femurlarina mini vida
uygulanarak olusturulan deney modellerinde 2 ve 6 haftalik iyilesme periyodu sonunda

olusan kemik-implant arayiizii incelenerek aradaki farkliliklar ortaya konmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik

Kemik, mineralize bir doku olup insan yasami boyunca modelling ve remodelling
olarak bilinen iki temel siirecle degisen, esnek ve canli bir dokudur.?® Kemik dokusunun
viicutta; viicuda mekanik olarak destek saglama, 6nemli hayati organlari koruma, kan
hiicrelerinin olusumu (hematopoesis) ve kana verilmesini saglama, kalsiyum (Ca) ve
fosfat (P) homeostazini diizenleme olmak iizere dért ana islevi vardir.?* Kemik genel
olarak, %67 inorganik yap1 ve %33 organik matriksten olusur.

A) Inorganik yapi

Kemigin en Onemli inorganik bileseni (yaklasik %65) hidroksiapatittir
(Cal0(PO4)6(OH)2). Hidroksiapatit (HA) kristallerinin kemikteki 6nemi, kollajenlerle
beraber kemik sertligini ve dayanikliligini saglamasidir. Kemigin mineral kismi, ¢ok
miktarda kalsiyum ve fosfatin yani sira sitrat, magnezyum, potasyum, klor, demir,
karbonat ve floriir anyonlar1 da igerir.?®

B) Organik matriks

Organik matriks kemigin kuru agirliginin %30-35’ ini olusturur. Bunun da %90-
95’1 su bazli soliisyonlarla kaynatilinca jelatine doniisebilen Tip I Kollajen formundadir.
Kollajen olmayan 6nemli organik maddeler arasinda ise, kondroitin siilfat, keratan siilfat,
hyaliironik asit gibi glikozaminoglikanlar, osteonektin (OCN), osteokalsin (OC),
osteopontin (OPN), kemik sialoproteini gibi glikoproteinler, interlokin 1 ve 6 (IL1,1L6)
gibi sitokinler, doniistiiriicii bliytime faktor B ailesi (TGF ), koloni uyarici faktorler
(CSF), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii
(IGF) 1 ve 2 gibi biiyiime faktorleri bulunur.?

Kemik dokusunda bulunan hiicreler; osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar ve

osteoprogenitdr hiicreler olmak iizere dort cesittir.?> 27 Kemik dokusu, osteoklastlar



tarafindan  gerceklestirilen kemik rezorpsiyonu ve osteoblastlar tarafindan
gerceklestirilen kemik olusumu gibi birbirini takip eden uyumlu siireclerle stirekli olarak
yeniden sekillendirilir. Osteosit hiicreleri ise kemik remodelasyon siirecinde
mekanosensdr gorevi goriir ve bu islevin yonetilmesinde dnemli rol oynar.?8%° Sinir
hiicrelerinin iglevi tam olarak belli olmamakla beraber kemik rezorpsiyonu ve kemik
olusumu arasindaki baglantida énemli bir rol oynadig1 goriilmektedir.3! Ayrica kandaki
kalsiyum orani diistiiglinde, kana acil olarak kemikten kalsiyum salimi yapilmasinda
gorev alirlar. Kemigin remodelasyonunu tetikleyebilecek hormanlari ve faktorleri taniyan
reseptorleri vardir.

2.1.1. Kemik Dokusunun Makroskobik Yapisi

A) Kompakt Kemik

Kortikal kemik olarak da adlandirilan kompakt kemik, kemik matriksinin
inorganik tuzlarla kati bir sekilde dolduruldugu yogun kemiktir. Osteositleri veya diger
kemik hiicrelerini iceren sadece kiiciik bosluklar (lakunalar) birakir. Insan iskeletinin
agirhiginin %80'in1 olusturur. Kemiklerin dis yiizeyinde yer alan ve daha i¢ kisimdaki
trabekiiler kemigi saran lameller kemikten olusan yapidir. Kompakt kemik osteon veya
havers sistemi olarak isimlendirilen silindirik birimlerden olusur.%2

B) Trabekiiler Kemik

Spongioz, kansell6z veya trabekiiler kemik, diisiik yogunluklu kemik dokusunun
farkli adlaridir. Tiip veya bar seklinde ossedz yapilar olan trabekiillerden ve bunlarin
yaptiklar1 anastomozlardan olusan kemik tiirtidiir. Diislik yogunluklu ve bosluklu yapida
oldugundan bask1 kuvvetlerine ¢ok iyi direng gosterir. Cogunlukla daha pargali havers
lamellerinden ve lakiinlerinden yapilmis olan trabekiiler kemik ve bunlari ¢cevreleyen ¢cok

sayidaki sement ¢izgilerinin arasinda kemik iligiyle dolu olan genis bosluklar bulunur.



Trabekiiler kemik dokusu kortikal kemige kiyasla metabolik bakimdan daha aktiftir ve
yogunlugunu daha hizli bir sekilde degistirebilir.>®

2.1.2. Kemik Hiicreleri

Dort tip kemik hiicresi vardir. Bunlar osteoprogenitor hiicreler, osteoblastlar,
osteositler ve osteoklastlardir.3*

2.1.2.1. Osteoprogenitor Hiicreler

Kemigin ana hiicreleri olup mezenkimal hiicrelerden kaynaklanirlar. Bu hiicreler
kemigin dis ve i¢ ylizeylerini Orten periosteum ve endosteumda bulunurlar. inaktif
sekillerinin morfolojik olarak tanimlanmas giictiir. Genellikle soluk boyanan ¢ekirdekli,
asidofilik sitoplazmali hiicrelerdir. Ancak herhangi bir nedenle kemik yapimi
uyarildiginda, hem sayica artmalari hem de osteoblastlara dontismeleri ile ayirt
edilebilirler. Yapisal olarak uzun, dar ve mil seklindedirler.3*

2.1.2.2. Osteoblastlar

Osteoblastlarin morfolojik goriintiileri, sentez durumunda olup olmamalarina
baglidir. Aktif sekilleri kiibiktir, mononiikleer hiicrelerdir ve bazofil boyanirlar. Kemik
yiizeylerinde tek tabaka halinde, epiteloid bigimde siralanmiglardir. Osteoblastlar, ytliksek
protein sentez kapasitesine sahip hiicrelerdir. Tip I kollajen ve matriks proteinleri
sentezlerler ve matriks mineralizasyonunu diizenlerler. Implantlarda kemik olusumu icin
sart olan kemik onarimi ve yeniden sekillenmesi i¢in osteoklast aktivitesinin sistemik ve
fiziksel sinyallerine aracilik ederler. Kemik yapim aktivitelerinin tamamlanmasina yakin
bazi osteoblastlar osteositlere doniigiirken, digerleri kemigin periosteal ve endosteal
yiizeyinde varliklarim1 siirdiirmeye devam ederler. Osteoblastlar ayni zamanda

osteoklastlar aracilig1 ile kemik rezorpsiyonunun aktivasyonunda rol oynarlar.®*



2.1.2.3. Osteositler

Kemik dokusu olusumu sirasinda kemik matriksi i¢inde lakiinalarda bulunan
olgun osteoblast hiicreleridir. Her osteosit hiicresinde, kan damarlarina veya diger osteosit
hiicrelerine, silindirik bir kanal i¢inde uzanan sitoplazma uzantilari mevcuttur.
Osteositler, kalsiyum ve fosfatin ekstraselliiler konsantrasyonunu kontrol ederler. Ayrica
kemik iligi aracilig1 ile doku sivilar1 ve matriks arasinda madde aligverisini saglayarak,
kemik matriksinin vitalitesinin, yapisal ve metabolik biitlinliigiiniin devamliligina yardim
ederler. Osteositlerin 8liimii kemik matriksinin rezorpsiyonuna neden olur.34

2.1.2.4. Osteoklastlar

Osteoklastlar, hormonal ve hiicresel mekanizmalarla kontrol edilen multiniikleer,
kemik rezorpsiyonunda rol oynayan hiicrelerdir. Osteoklastlar mitoz boliinme yapmazlar.
Rezorpsiyona ugrattiklar1 kemik yiizeyinde, hidrolitik enzimler salgilayarak, kemigin ve
kalsifiye olmus kikirdagin organik ve inorganik matrikslerini yikima ugratirlar.
Osteoklastlar, osteoblastlarla birlikte, kemigin mekanik streslere bagli olarak
sekillenmesini, plastik etkinliginin en 1yi sekilde olusmasmi saglarlar. Kemikte
depolanmis olan kalsiyumu serbestlestirirler. Say1 ve etkinlikleri hormonal denetim
altinda olup paratiroid ve tiroksin hormonlar1 etkisinde artar, kalsitonin ve Ostrojen
hormonlarn etkisinde azalir.3*

2.1.3. Kemik Remodelasyon Markerlari

Kemik remodelasyonu RUNX2 yoénetimindeki osteoblastlar, RANK/RANKL ve
osteoprotegrin (OPG) yonetimindeki osteoklastlar tarafindan diizenlenen bir siiregtir.
Bunlara ek olarak kemik remodelasyonunun direkt dokuda veya serumda
gozlemlenebilen belirtegleri; osteoblastlardan sentezlenen ALP ve OC, kemik yapimi
sirasindaki kollojen yapimina bagli C-terminal (P1CP), N-terminal (P1NP) propeptitler

ve kemik yikimi sirasinda olusan karboksi terminal telopeptit (CTX) ve katepsin K’dir.%



2.1.3.1. Osteoprotegrin

Osteoklastogenez inhibitdr faktorii veya timor nekroz faktorii reseptor siiper
familya iiyesi 11B olarak da bilinen osteoprotegerin (OPG), TNFRSF11B geni tarafindan
kodlanan timor nekroz faktorii reseptor siiper ailesinin bir sitokin reseptoriidiir. OPG,
transmembran alani olmayan ve dogrudan sinyal 6zelligi olmayan salgilanmig bir protein
olmasi agisindan, TNF reseptor ailesinin atipik bir iiyesidir.*® OPG ilk 6nce kemik
yogunlugunun diizenlenmesinde rol oynayan ve daha sonra RANKL i¢in bir reseptor
olarak rol aldig1 gozlenen TNFR ile iliskili bir protein olarak kesfedildi.¥” Yapilan
calismalarin sonucu; OPG'nin osteoklastlarin aktivitesini, hayatta kalimmi ve kemik
yiizeylerine adezyonunu baskiladigini géstermistir.3®4% OPG'nin kemik rezorpsiyonunu
baskilama ve kemik kiitlesini artirma yetenegi, RANKL olarak bilinen TNF ligandi
icindeki alanlara baglanma yetenegi ile ilgilidir.**

OPG ayrica TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligandi (TRAIL) baglar ve tiimor
hiicreleri de dahil olmak {iizere spesifik hiicrelerin TRAIL kaynakli apoptozunu inhibe
eder.*? Diger OPG ligandlari arasinda syndecan-1, glikozaminoglikanlar, von Willebrand
Faktorii ve Faktdr VIII-von Willebrand Faktor kompleksi bulunur.®

2.1.3.2. RANK-RANKL

Niikleer faktor kappa-B reseptor aktivator ligandi (RANKL), tip II membran
proteini olarak bilinir ve tiimér nekroz faktdrii (TNF) siiper ailesinin bir {iyesidir.*
Mezenkimal kok hiicrelerinde bulunan niikleer faktor kappa-B reseptor aktivatoriine
(RANK) baglanir ve osteoklast farklilagmasi ve aktivasyonu i¢in anahtar bir faktor olarak
islev goriir. RANKL, osteoblast hiicreleri ve aktive T hiicreleri dahil olmak {izere ¢ok
sayida hiicre tipi tarafindan iiretilir.*> Membran iizerinde veya ¢dziinmiis halde olmak
tizere iki formu vardir. Her iki form da enflamatuar artrit ile iligkili fokal kemik

erozyonlarinda rol oynar.*® 47 Céziinmiis haldeki RANKL serumda 6lgiilebilir ve bazi



calismalarda serum RANKL'n, uyarilmis kemik rezorpsiyonu ile arttig1 gdsterilmistir.®
8 Osteoblast soyunun hiicreleri, yiizeylerinde RANKL"1, preosteoklast hiicreden hiicreye
temas yoluyla in vitro osteoklastogenezi kolaylastiracak sekilde eksprese edebilir.*°
RANKL, osteoklast farklilasmas1 ve isleviyle ilgili birgok basamagi kapsar. RANKL,
preosteoklastlarin  ¢ok ¢ekirdekli hiicrelere flizyonunda, olgun osteoklastlara
farklilagmalarinda, kemik ylizeylerine baglanmalarinda, kemigi rezorbe etmek igin
aktivasyonlarinda ve hiicreleri apoptozdan koruyarak hayatta kalmasini saglamada gorev
alir.3® %51 Cogu durumda, RANKL, makrofaj koloni hiicreleri tarafindan uyarilan faktore
(M-CSF, ayn1 zamanda CSF-1 olarak da bilinir) osteoklast farklilasmasi i¢in bir kofaktor
olarak baglanir.>? > Kemik remodelasyonu, osteoklastogenez ve kemik rezorpsiyonunda
bu proteinin gen ekspresyonunda artis oldugu ve RANKL olmadiginda higbir faktoriin
veya faktor kombinasyonunun kemik rezorpsiyonunu saglayamadig: bildirilmistir.
RANKL'In RANK'a baglanmasini 6nleyerek giiclii bir osteoklast olusum inhibitorii etkisi
gosteren ve osteoblastik hiicreler tarafindan salgilanan bir protein olan osteoprotegerine
de baglanabilir.>* RANKL ayrica bagisiklik sisteminde yardimer T hiicreleri tarafindan
eksprese edilir ve dentritik hiicre olgunlagsmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. T hiicre
bagli immiin cevabin diizenlenmesinde gorev alir. RANKL, iskelet kasi, timus, karaciger,
kolon, ince bagirsak, adrenal bez, osteoblast, meme bezi epitel hiicreleri, prostat ve
pankreas dahil olmak iizere cesitli hiicre doku ve organlardan salmir.>® Cesitli organlarda
RANKL konsantrasyon seviyelerindeki degisim, RANKL'In doku biiyiimesinde
(0zellikle kemik biiylimesinde) ve viicuttaki bagisiklik fonksiyonlarindaki onemini
dogrular.

RANK'in baglanmasi ve aktivasyonu, trimerik RANKL'In hiicre dis1 reseptor
baglanma alani ile trimerik RANK'n hiicre dis1 sisteinden zengin alanlar1 arasindaki

dogrudan etkilesimlerini icerir.*" % Bu etkilesimin RANK'n oligomerizasyonuna ve



ardindan birkag sinyal iletim yolunun aktivasyonuna neden oldugu diistiniilmektedir. Ana
sinyal yollarinin basitlestirilmis bir incelemesi Sekil 2.1°de agiklanmaktadir. RANKL'in
RANK'a baglanmasi; TNF reseptorii ile iligkili faktor 6 (TRAF6) olarak bilinen bir
adaptor proteinin, RANK'in hiicre i¢i alan1 i¢indeki spesifik bolgelere baglanmasina yol
acar. TRAF 6, cesitli protein kinaz yollarinin yani sira NF-kB dahil transkripsiyon
faktorlerini aktive etmek i¢in ikinci bir haberci gorevi goriir. Aktive edilmis NF-xB
cekirdege translokasyon yapar ve c-FOS ekspresyonunu artirir, bu daha sonra
osteoklastojenik genlerin transkripsiyonunu indiikklemek igin aktive T hiicrelerinin
niikleer faktorii (NFATc1) ile etkilesime girer. RANK sinyalizasyonu yukarida tarif

edilenden ¢ok daha karmagsik olmasina ragmen 6zet olarak sunulmustur.
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Sekil 2.1. RANK/RANKL etkilesimi ile aktive olan temel sinyal yolaklar

Osteoblastlar, stromal hiicreler, T hiicreleri ve diger hiicreler tarafindan iiretilen RANKL, preosteoklast ve
osteoklastlarin yilizeyindeki RANK"1 etkinlestirir. RANK aktivasyonu, adaptor proteini TRAF 6'min
aktivasyonuna yol acarak, NF-kB aktivasyonuna ve NF-kB'nin ¢ekirdege translokasyonuna yol agar. NF-
kB, c-Fos ekspresyonunu arttirir ve c-Fos, osteoklastojenik genlerin transkripsiyonu i¢in NFATc1 ile
etkilesime girer. Bu yollarin aktivasyonu, RANKL'in hiicre dist ortamda RANK" aktive etmesini 6nleyen
OPG tarafindan dogal olarak engellenir.%

OPG, RANK ve RANKL'm islevleri ve temel rolleri bilimsel olarak belirtilmistir.
Bu molekiiler {iglii ile ilgili fikir birligi; OPG'nin RANKL'a baglanarak bir tuzak
reseptOrii olarak islev gormesi ve boylece RANKL''n RANK'1 baglamasimi ve aktive
etmesini engelledigi yoniindedir (Sekil 2.2.). RANKL'!n OPG inhibisyonu; osteoklast

olusumunun durmasi ve inaktivasyonu ile sonuclanir.
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Sekil 2.2. OPG-RANKL/RANK etki mekanizmalari

RANKL,; cesitli proresorptif biiylime faktorlerinin, hormonlarin ve sitokinlerin kontrolii altindaki
osteoblastlar, kemik iligi stromal hiicreleri ve diger hiicreler tarafindan iiretilir. Osteoblastlar ve stromal
hiicreler OPG fiiretirler, bu da RANKL'a baglanir ve dolayisiyla inaktive eder. OPG yoklugunda RANKL,
osteoklastlarda ve preosteoklast onciillerinde bulunan kendi reseptorii RANK't aktive eder. RANK-
RANKL etkilegimleri, preosteoklastlarin ¢ok ¢ekirdekli osteoklastlara doniisiimiine ve osteoklast

aktivasyonuna yol acar. Bu RANK aracili yanitlarin her biri, OPG tarafindan tamamen inhibe edilebilir.5

2.1.3.3. RUNX2

Cekirdek baglanma faktorii alt birimi alfa-1 (CBF-alfa-1) olarak da bilinen Runt
ile iligkili transkripsiyon faktorii 2 (RUNX2), insanlarda RUNX2 geni tarafindan
kodlanan bir proteindir. RUNX2, osteoblast farklilasmasi ve osteoblastlarin fonksiyonu
icin marker gen ekspresyonunun ana diizenleyicisi olarak bilinir. RUNX2, multipotent
mezenkimal kok hiicrelerden (MSC) osteoblast farklilasmasini ve bazi kemik
ekstraseliiler matriks proteinlerinin gen ekspresyonunu aktive etmekten sorumludur. Bu
yiizden RUNX2 genellikle kemigin ana regiilatorii olarak adlandirilir.®® Osteoblast
biyolojisinde RUNX2, osteoblast farklilagsma siirecini farkli asamalarda diizenler. RUNX2
ile diizenleme, farklilagmanin erken asamalarinda olumlu bir sekilde gerceklesirken,
sonraki agsamalarda RUNX2 osteoblast farklilasma siirecini inhibe eder (Sekil 2.3.).
Farklilasmamig bir MSC'den bir osteoblasta kadar olan tiim siireg, farkli asamalarda
meydana gelir ve bu agamalarin her biri, eksprese edilmis osteoblast marker genlerinin

belirli bir modeli ile karakterize edilir. RUNX2, tiim major osteoblast marker genlerinin
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(ALP,0OC,COL1,BSP, OPN) promotor bolgesinde bulunan RUNX2 baglanma bdlgesine
baglanarak osteoblast marker genlerinin ekspresyonunu kontrol eder. Osteoblast ve
kondrosit farklilagmasinda RUNX2'nin fonksiyonlart sekil 2.3'te gosterilmektedir.
Osteoblast farklilasmasinda RUNX2 nin rolii, farklilasmanin agamasina gére pozitif veya
negatif yonde degisim gosterir. Bu degisim RUNX2’nin 2 farkli izoformu olmasiyla
aciklanir. RUNX2 tip I izoformu, osteoprogenitdr hiicrelerde ve preosteoblastlarda
mevcuttur.®® Bu nedenle, RUNX2 tip I'in erken osteoblastogenezde 6zel bir role sahip

oldugu, RUNX2 tip II’nin ise osteoblastik olgunlasmanin terminal agamalari i¢in gerekli

oldugu bulunmustur.>
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Sekil 2.3. Osteoblast ve kondrosit farklilasmasinin RUNX2 ile diizenlenmesi

Osteoblast farklilagmasi siireci sirasinda RUNX2, mezenkimal kok hiicrelerden osteoblast olgunlagmasi
icin ¢ok 6nemlidir ve osteoblast farklilagmasinin erken agamalarin1 olumlu yonde etkiler. Osterix (OSX)
ise RUNX2 aracili mezenkimal yogunlagsmay1 takiben osteoblast farklilasmasinda 6nemli bir rol oynamaya
baglar. Osteoblast farklilasmasi siirecinde RUNX2 kemik matriks genlerinin (kollojen tip 1(Coll), OPN,
OCN, kemik morfojenik protein (BMP)) ekspresyonunda rol oynar. Daha fazla kemik olgunlagmasi yani
maturasyon safhasi i¢in ise RUNX2 gen ekspresyonun azalmasi gerekir.5!

Bunlara ek olarak RUNX2'nin osteoprotegrin geninin ekspresyonunu diizenledigi
belgelenmistir.®? Bu bulgular, osteoblastogenez ve osteoklastogenez arasinda molekiiler
bir baglant1 oldugunu gosterir; burada RUNX2, osteoblast farklilagsmasindaki roliine ek

olarak, osteoprotegrini pozitif olarak diizenleyerek osteoklast olusumunu inhibe eder.%?
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Ayrica promotor RANKL proteininin bir RUNX2 baglanma sahasi oldugu ve
osteoklastogenezin bu yolla da baskilanabilecegi vurgulanmistir.%®

2.1.3.4. Osteokalsin

Kemik gama-karboksiglutamik asit igeren protein (BGLAP) olarak da bilinen
osteokalsin, kemik ve dentinde bulunan ve kalsiyum baglayici protein olarak tanimlanan,
kollajendz olmayan bir protein hormonudur.** Omurgalilarda en bol bulunan onuncu
proteindir. Insanlarda osteokalsin, BGLAP geni tarafindan kodlamr.®® Sadece
osteoblastlar tarafindan salgilanir ve viicudun metabolik regiilasyonunda rol oynadigi
diisiiniiliir.®® Karboksillenmis formunda kalsiyumu dogrudan baglar ve bdylece kemikte
yogunlagir, karboksillenmemis formunda, osteokalsin viicutta bir hormon gdrevi goriir ve
pankreas, yag, kas, testis ve beyinde sinyal olusturur.®’” Osteokalsin osteoblastlar
tarafindan iretildiginden, genellikle kemik olusum siirecinin ve osteoblast aktivitesinin
bir belirteci olarak kullanilir.®®

2.2. Titanyum Implantlar

Implantlar, insan viicudundaki eksik bir béliimii restore etmek i¢in doku icerisine
yerlestirilen ve eksik bir organ veya dokunun yerini alan aygitlardir. Cansiz dokularin
veya biyomateryallerin insan viicudunda ¢esitli fonksiyonlar1 yerine getirmek amaciyla
canli dokuya yerlestirilmesine implantasyon denir.5®

Titanyum ve Ti alasimlar1 yiiksek mukavemet, diisiik yogunluk, yiiksek korozyon
direnci, viicut dokusunda tam inertlik, kemik ve diger dokulara entegre olabilme
ozelliklerinden dolay1 biyomedikal uygulamalarda siklikla tercih edilen malzemelerdir.
Ayrica diger metalik malzemelere gore kemige daha yakin elastisite modiiliine sahiptirler.
Biyomedikal uygulamalar i¢in hazirlanmig, aliiminyum (Al), vanadyum (V), molibden
(Mo), zirkonyum (Zr), niyobyum (Nb), paladyum (Pd) ve kalay (Sn) gibi elementler

iceren pek ¢ok Ti alasimi bulunmaktadir.”® Titanyum ve alasimlari, dental ya da ortopedik
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implant alaninda 1960’11 y1llardan itibaren kullanilmaya baslanan ve kullanimi giiniimiize
kadar hizla artan malzeme grubunu olusturmaktadir. 1969’da titanyumun, dental
implantlar olarak kullanim1 ve ilk bulgularin yaymlanmasi, implant uygulamalari
alaninda yeni bir ¢agim baslangici sayilmaktadir.”* O tarihten bu giine kadar bu uygulama
devam etmekte ve sadece titanyum implantin sekli ve ylizey 6zelliklerinin degistirilmesi
yoniinde galigmalar yapilmaktadir.’

2.3. Kemik-Titanyum Implant Baglantisi

Yapilan arastirmalar sonucunda, canli kemik dokusu ile titanyum implantlar
arasinda meydana gelen rijit baglanti ‘Osseointegrasyon’ olarak tanimlanmaktadir.”
Ancak literatiir incelendiginde, titanyum implantlarin canli kemikle baglantis1 “1-
Osseointegrasyon, 2-Fibréz retansiyon, 3-Biyointegrasyon” olarak 3 ayr1 grupta
incelenmektedir.”

2.3.1. Osseointegrasyon

Osseointegrasyon “Canli kemikle, okluzal kuvvetler altindaki implant yiizeyi
arasinda olusan direkt yapisal ve fonksiyonel baglant1” olarak tarif edilmektedir.”® Klinik
olarak ise direkt olarak baglanti halinde oldugu kemik igerisinde stabil halde bulunan
implantlar osseointegre olmus olarak kabul edilmektedir.! Ayrica kemik igerisine
yerlestirilen ve 1-500 gramlik dikey ve yatay yonde uygulanan kuvvetler karsisinda
mobilite gdzlenmeyen implantlarin, klinik olarak rijit fiksasyonlarinin saglandigi kabul
edilmektedir.”

2.3.1.1. Molekiiler Diizeyde Osseointegrasyon

Osseointegrasyonun implant yerlestirilmesine bagl kemik remodelasyonu ile es
anlamli oldugu diisiiniilmiistiir.” Kemigin remodelasyonu, eski kemigin yerini yeni

kemigin aldig1 veya implant ylizeylerinde yeni kemik matriksi olusumunu kapsayan bir
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stirectir. Bu slire¢, mezenkimal kok hiicrelerin, osteoklastlarin ve osteoblastlarin entegre
ve siral1 etkilerini iceren 5 asamada gergeklesir.” ’® Bunlar;

e Aktivasyon fazi (Kemik ylizeyine osteoklastlarin ¢ekilmesi asamasidir.)

e Rezorpsiyon fazi (Osteoklastlar kemik yiizeyinde, aktivasyonun ardindan 4-7
giinlerde erozyon kavitesi agar.)

e Reversal faz (7-10 giinlerde osteoklastik kemik rezorpsiyonunun bitmesi ile
kemik formasyonu arasindaki zaman araligini ifade eder. Mononiikleer
hiicrelerin erozyon kavitesini diizgiin hale getirme siirecidir.)

e Formasyon fazi (10-15. giinlerde osteoblastlar erode olan yiizeye gelirler ve
burada osteoid matriksi sentezlerler.)

e Mineralizasyon fazi (Osteoblastlarca matriks sentezinden birkag giin sonra
yeni olusturulan osteoid matriks mineralize olur.)

Kemik rezorpsiyonu, osteoklast olusumu, osteoklast aktivitesi ve kemik
remodelasyonu bir TNF ailesi iiyesi olan RANKL olarak bilinen sitokine baglhdir.
RANKL'in katabolik etkileri ise, osteoklastlar iizerinde RANKL" baglayan ve RANK
olarak adlandirilan reseptdriin aktivasyonunu dnleyen yine bir TNF reseptorii ailesi tiyesi
olan OPG tarafindan Onlenir. Osteoklast aktivitesi RANKL ve OPG'nin dengesine
baghdir.* % Hayvan modelinde yapilan ¢ok sayida ¢alisma, RANKL inhibisyonunun
kemik rezorpsiyonunu belirgin bir sekilde azalttigin1 ve kortikal ve siingerimsi kemik
hacmi, yogunluk ve mukavemetinde artisa neden oldugunu gostermektedir.’’ Bu
baglamda RANKL inhibisyonun ve  osteoklastogenezin  baskilanmasinin
osseointegrasyonda faydali olabilecegi diislintilmektedir.

Implant yiizeyinde kemik matriksi olusumu igin; fibronektin gibi hiicre
adezyonunu saglayan ekstraseliiler matriks proteinlerine, MSC'ler integrin reseptorleri

yoluyla yapisir. Kemik morfogenezi ve remodelasyonu sirasinda, MSC'ler, kemik
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morfogenetik proteinle iliskili Smad fosforilasyonu ve wnt/B-katenin sinyali gibi RUNX2
transkripsiyon faktorii sentezi ile sonuglanan bir dizi uyarana maruz birakilir.”” ® Bu
transkripsiyon faktorleri MSC'nin pangenomik ekspresyon modellerini degistirir ve
diizenli osteojenik farklilagmaya yol agar. RUNX2 transkripsiyon faktorii
osteoindiiksiyonun anahtaridir.”® Tamamen farklilasmis osteoblastlar, esas olarak tip |
kollajen (Coll), OC, OPN, OCN ve kemik sialoprotein gibi kollajen olmayan
molekiillerden olusan kemik hiicre dist matrisinin (ECM) sentezinden sorumludur.
Osteoblast farklilasmasi ve kemik olusumu ile iligkili embriyonik molekiiller ve hiicresel
olaylarin implant osteotomi bdlgesinde remodelasyon ve osseointegrasyonun olugmasina
neden oldugu ileri siiriilmiistiir.2% 8 Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) ¢aligmalari, implantin yerlestirilmesinden sonraki birka¢ giin i¢inde insanlarin ve
deney hayvanlarinin kemik-implant arayiiziinde osteoblastik marker gen ekspresyonunun
gozlendigini ortaya koymustur.®? Peri-implant dokularinda osteoblastik marker gen
ekspresyonunun zaman i¢indeki degisimi ve miktar1 genellikle osteoblastik farklilasma
sirasindaki gen ekspresyon paternini takip eder. Bununla birlikte ekspresyonun; implant
tipi, malzeme ve implantin yiizey 6zelliklerinden etkilendigi goriilmiistiir.2®

2.3.2. Fibroosseoz Retansiyon

Fibroosse6z retansiyon teorisine gore; implant ve kemik arasindaki ylizeyde
bulunan kollajen lifler, osteojenik etkisi olan bir periimplant membran olusturur.34 8 Bu
hipoteze gore, kanselloz kemigin trabekiillerinden koken alan kollajen lifler implanti
sararak kars: taraftaki trabekiile girer. Implant iizerine gelen kuvvetler bu liflere bir basi
kuvveti (kompresyon) uygular; trabekiile giren liflere ise gerim kuvveti (tension) aktarilir.
Bag doku bilesenlerine uygulanan kompresyon ve gerim kuvvetleri biyoelektrik bir akim
olusturur ve bu akim (piezzoelektrik etki) bag doku bilesenlerini farklilagsmasina neden

olarak kemik yapimin olusumunu (osteogenez) saglar. Bu hipoteze gore iyilesme
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stirecinde hi¢ kuvvet uygulanmamasi ankiloza sebep olurken, rolatif kuvvet uygulanmasi
ise implant etrafinda, bir periodontal ligament olusumu saglayabilir.”* ® Yapilan
caligmalarla; periodontal ligamentlerin dogal dislerde kok yilizeyine dik seyrederken,
implant ylizeyine paralel seyretmesinin kemik-implant iligkisine zarar verdigi
goriilmiistiir. Implant etrafinda enkapsiilasyon olusturdugu ve implant kaybina sebep
oldugu igin, bu baglant1 sekli, giiniimiizde kabul goren bir baglant1 sekli degildir.’* 8’88

2.3.3. Biyointegrasyon

Titanyum implantlar iizerinde yapilan son ¢alismalar, osseointegrasyona ek olarak
“biyointegrasyon” terimini giindeme getirmistir. implantin kemige entegrasyonu temelde
iki siireci igerir: kemik dokusu ile kenetlenme (mekanik retansiyon) ve gevreleyen kemik
bilesenleri ile kimyasal etkilesimler (biyoaktif retansiyon).®® iki siire¢ de implant
yiizeyinin kimyasal bilesimine ve morfolojisine baglidir. Mekanik retansiyon, titanyum
ve titanyum alagimlarin tizerindeki delikler, bosluklar, oyuklar ve vida yivleri yoluyla
titanyum ytizeydeki dioksit tabakasi ile kemik arasinda gerceklesen baglantidir. Biyoaktif
retansiyon ise, ¢esitli biyoaktif materyallerin (6rn. hidroksiapatit) kimyasal baglarla
direkt olarak kemige baglanmasi olarak tanimlamr.”* Bu retansiyon seklinde implant
yiizeyinde yer alan biyoaktif alanlarla kollajen lifler arasinda meydana gelen
fizikokimyasal etkilesim ile hidroksiapatit tabakasi tizerinde kemik matriksi birikimi
goriilmektedir.” Biyoaktif materyallerin yeni kemik olusumu iizerinde olumlu etkilerinin
oldugunu gosteren c¢alismalarda, biyointegrasyona bagli  olarak implant
stabilizasyonunun daha erken ddénemlerde arttigi gosterilmistir.®® % Bununla birlikte
elektron mikroskobuyla goriintiilenebilen ve cesitli mekanik tutunma mekanizmalarindan
bagimsiz olarak, belirgin bir sekilde kemik ve implant arasinda olusan biyokimyasal

baglant1 “biyointegrasyon” olarak tanimlanmistir.%

17



2.4. Biyomateryaller Ve Fizikokimyasal Ozellikleri

2.4.1. Kitosan Materyallerin Yap1 Ve Ozellikleri

Kitin, [B-(1-4)-poli-N-asetil-D-glukozamin], eklembacaklilarin iskeletlerinin esas
maddesi olup baz1 bakteri ve mantarlarin hiicre duvarinda, kelebek kanadinda, 1stakozda,

miirekkep baliginda ve boceklerde bulunur. Sekil 2.4°te molekiiler yapisi verilmistir.

NHCOCH CH:OH NHCOCH:
HO~ \/’, ¢ - /
HO- =\ ~0
CH:OH NHCOCH: CH:OH

- ~

Sekil 2.4. Kitin polimerlerinin molekiiler yapisi

Seliilozdan sonra dogada en ¢ok bulunan ikinci organik bilesik olan kitinin
deasetile formu olan kitosan dogal bir karbonhidrat yapida polimerdir. Kuvvetli baz
uygulamasi ile kitinin asetil gruplar1 uzaklastirilarak kitosan (2- amino- 2- deoksi- - D-
glukoz) elde edilir. Asagida kitosan polimerinin molekiiler yapisi gosterilmistir (Sekil

2.5).

Sekil 2.5. Kitosan polimerlerinin molekiiler yapisi

Kitin ve kitosan arasinda N-deasetilasyon derecesine gore keskin bir adlandirma
ayrimi yoktur. Genelde %70’in iizerinde deasetilasyon derecesine sahip kitin, kitosan
olarak adlandirilir. Kitosan, suda ¢oziinmezken pH’1 6’dan diisiik asidik ¢ozeltilerde
¢oziinilir. Asetik asit, formik asit ve laktik asit gibi organik asitler kitosan1 ¢6zdiirmek i¢in

kullanilir. Kitosanin inorganik asit ¢ozeltilerinde ¢oziiniirliigii olduk¢a sinirlidir. pH
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7’den yiiksek oldugunda, presipitasyon ve jellesmeye bagli olarak kitosan ¢ozeltilerinin
stabilitesi diiser. Kitosan, pozitif iyon yiiklerine sahiptir ve bdylece negatif yliklenmis
yaglar, lipidler, kolesterol, metal iyonlari, proteinler ve makromolekiillere kimyasal
olarak baglanabilir. Bu agidan, kitin ve kitosan biyouyumluluk, biyobozunurluk,
adsorbsiyon, film olusturabilme ve metal iyonlarmi selatlama gibi {istiin 6zellikleriyle
ticari olarak oldukea ilgi gérmektedir.%

2.4.1.1. Kitosanin Kullanim Alanlari

Toksik olmayan ve yiiksek molekiil agirlikli biyobozunur kitosan polimerleri
bircok  biyomedikal alanda siklikla  kullanilmaktadir. Doku  miihendisligi
uygulamalarinda iskelet olarak kullanildig1 birgok ¢alisma mevcuttur.®**® Kemik
rejenerasyonunda, osteoblastlar tarafindan  sentezlenen ekstraseliiler —matriks
proteinlerinin ylizeylere baglanmasini ve ekspresyonunu artirmasi 6zelliklerinden dolay1
kitosan ve tlirevi temelli bir¢cok enjekte edilebilen malzeme kullanilmaktadir. Ayrica,
kikirdak doku miihendisligi i¢in sentetik hiicre iskelelerine iyi bir alternatif olabilir. Gen
terapi uygulamalarinda vektor olarak kullanilmasi miimkiindiir.®® Yapilan klinik ve
hayvan g¢alismalarinda kitosan diyeti uygulamasinin plazma kolesterol miktarinmi etkili
sekilde distirdiigii goriilmiistiir. Bagirsakta jellesen kitosan, diyetle alinan kolesterol ve
lipidlerin emilimini azaltir.®” Kitosanin bagirsak sistemi iizerindeki tek etkisi jel olusumu
degildir. Antimikrobiyal 6zellik gosteren kitosan, bagirsak florasinin degismesine ve
boylece primer safra asitlerinden olan kolik asit ve kemodeksoikolik asidin fekal
bosaltiminda artisa neden olur. Safra asidi bilesimindeki degisim yag emulsifikasyonu,
sindirilebilirligi ve absorbsiyonunun engellenmesine katkida bulunabilir.®® Kitosanin, en
onemli kullanim alanlarindan bir digeri de ila¢ endiistrisidir. Farmasotik amagla, ilag
tasiyici temel ve/veya yardimcr materyal olarak tabletler, graniiller, hidrojeller, nano ve

mikropartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda kitosan kullanimi oldukga yaygindir.'? 14
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Cesitli ilaglar, kitosan matriksi igerisine (film, mikrokapsiil, kaplanmig tablet vb.)
yerlestirilmektedir. Farkli sekillerde kitosan igerisine yiiklenmis ilaglar da
bulunmaktadir.®® Kitosanin serbest amin grubu, katyonik 6zellik kazandirmasi nedeniyle
negatif yiiklii ilaglar, polimerler ve biyoaktif molekiillerle etkilesimini saglamaktadir. Jel
olusturabilmesi, kopolimer gibi ¢ok ¢esitli formlarda bulunmasi ilag salim sistemlerinde
biiyiik avantaj saglamaktadir. Midede tahrisi engelleyen antiasit ve antiiilser aktivitelere
sahip olmas1 da kitosani ideal materyal haline getirmektedir.1®

2.4.1.2. Kemik Remodelasyonu Ve Osseointegrasyon Siirecinde Kitosan

Kemik, hasar gordiigiinde dikkat ¢ekici bir sekilde kendi kendini iyilestirme

yetenegine sahiptir. Bununla birlikte bazi1 biiyiik kemik defektlerinin onarimi igin greft
metaryelleri gereklidir. Sentetik greftlerin kullanildigi kemik dokusu miihendisligi
stratejileri otogreft ve allogreftlere umut verici alternatifler sunar. Bununla birlikte,
sentetik bir greft, kemik rejenerasyonunu basarili bir sekilde tesvik etmek igin birkag
temel gereksinimi karsilamalidir. Bunlar;

1) Osteokondiiktivite; kemik olusumunu kolaylastirmak igin,

2) Gozeneklilik; neovaskiilarizasyon/anjiyogenez ve kemik biiylimesine izin
vermek i¢in,

3) Biyomekanik uyumluluk; yeni kemik olusumu sirasinda yapisal biitiinligiin
korunmasi igin,

4) Biyobozunurluk; implantasyon yerinde kemigin ige dogru bilylimesini
desteklemek ve zaman i¢inde kemik rejenerasyonu ile uyumlu bir oranda
bozunmak igin.

Kitosan, tiim bu 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle hem biiyiik kemik defektlerinin

rekontriiksiyonunda kullanilan sentetik greft materyali olarak hem de biyoaktif bir

kaplama materyali olarak titanyum alasimlarin yiizey ozelliklerini gelistirmek igin
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kullanilmaktadir. In vitro ¢alismalar kitosan materyallerin, osteoblastlar tarafindan
sentezlenen ekstraseliiler matriks proteinlerinin  yiizeylere baglanmasimni  ve
ekspresyonunu destekledigini gdstermistir.}” 102104 Cok sayida in vivo calisma, kitosan
filmlerinin, zarlarinin ve jellerinin insan, koyun, kopek ve kemirgen modellerinde kemik
rejenerasyonunu ve mineralizasyonunu gelistirme yetenegini gdstermistir,t® 105 106
Kitosanin kemik remodelayonunu arttirma ve osteogenezi destekleme yetenegi,
polimorfoniikleer ve progenitdr hiicre gogiiniin yara bolgesinde artmasina yardimei olan
katyonik yiikiine ve hiicre dis1 glikoproteinlere yapisal benzerligi ile agiklanir.t> 107 108

Bu 6zelliklerden yararlanarak osseointegrasyonu iyilestirmek i¢in maksillofasiyal
cerrahi, dental implantoloji ve ortopedi alalarinda kullanilan titanyum implantlarin
kitosan ile kaplanmasi amaglanmistir.

2.4.2. Kurkumin Materyallerin Yap1 Ve Ozellikleri

Curcuma bitki cinsi, yaklasik 120 tiirden olusur ve uzun bir tibbi uygulama
gecmisine sahiptir.1%® 1% Curcuma tiirleri arasinda Curcuma longa L. (Zingiberaceae) en
yaygin olarak taninanidir; diinyanin birgok bolgesinde sicak bir iklimde yetisen bir kiiltiir
bitkisidir. Curcuma longa L.'nin kdk ve sapindan elde edilen sar1 renkli pigment olan
kurkumin, antiinflamatuar, antiproliferatif, antioksidan ve kemopreventif aktiviteler gibi

sayisiz biyolojik aktiviteye sahip polifenolik bir bilesiktir.?’ Sekil 2.6°da kurkumin

bilesiginin molekiiler yapist sunulmustur.

C|:H3 o o <|:H,
o N = o
HO OH

Sekil 2.6. Kurkuminin bilesiginin molekiiler yapisi

Kurkumin genellikle 1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dionu

ifade etmesine ragmen, bilesik ayni zamanda "curcumin [" olarak da bilinir. Kisaca
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kurkumin; kristalin, sari-turuncu renkli, molekiiler agirligi 368,39 g/mol, erime sicakligi
183 ° C ve kimyasal formiil C21H2006 olan bir diferuloilmetandir. Kimyasal olarak
keto-enol tautomerizmi sergiler, yani nétr ve asidik soliisyonlarda baskin bir keto
formuna sahipken, kati halde ve alkali soliisyonda baskin form daha stabil enol
formudur.!*! Kurkumin olarak bilinen iki bilesik daha vardir, bunlar kurkumin II
[demetoksikurkumin,1-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-7-(4-hidroksifenil)-1,6-heptadien-
3,5-dion] ve kurkumin 1l [bisdemetoksicurcumin, 1,7-bis (4-hidroksifenil) -1,6-
heptadien-3,5-dion].1*2 Kurkuminin tibbi uygulamalari, zayif ¢oziiniirliigii ve diisiik oral
biyoyararlanimi nedeni ile sinirhidir. Tipik bir oral kurkumin dozunun yaklagik %80'i
gastrointestinal sistemden degismeden gecer ve emilen bilesigin ¢ogu bagirsak
mukozasinda ve karacigerde metabolize olur.!'® Diisiik emilim oram ve zayif suda
¢coziinlirliighi nedeniyle, kurkumin genellikle biyoyararlanimini1 artirmak ve terapdtik
uygulamalarda kullanmak i¢in uygun hale getirilmek lizere 6zel olarak tasarlanmis
tastyicilar ile birlikte formiile edilir. Serbest kurkumin ile karsilastirildiginda, kurkuminin
polimerlerle kapstillenmesi veya polimer tasiyicilara yiiklenmesi, biyoyararlanimini
onemli Ol¢iide arttirmakla kalmaz, ayn1 zamanda kurkumini fizyolojik degradasyondan
korur. 14

2.4.2.2. Kemik Remodelasyonu Ve Osseointegrasyon Siirecinde Kurkumin

Son yillarda yapilan ¢alismalarda kurkuminin kemik dokusu iizerine olan etkileri
arastirllmistir. Inflamatuar kemik hastaliklar;, kemik doku kanserleri ve periodontitis
konularinda ¢alismalar yapilmistir.!®® Yapilan calismalar 1s13inda kurkuminin kemik
dokusu tizerindeki etkisinin osteoklastogenizin inhibisyonu ile oldugu anlasilmistir. Bu
calismalar kurkuminin RANK/RANKL sistemini baskilayarak osteoklastogenezi inhibe
ettigi yoniindedir.?! 1*® Kurkumin uygulamasindan sonra OPG’nin protein ve mRNA

ekspresyon seviyelerinde artis bulunmustur. Bu artisa bagli olarak RANK/RANKL sinyal
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yolunda inhibisyon meydana gelir. Kurkumin uygulamasi ile osteoklastogenezin
baskilanmasi yoluyla kemik rezorpsiyonunun oniine gegildigi bulunmustur. Buna ek
olarak mezenkimal kok hiicrelerle yapilan ¢alismalarda kurkuminin, osteoblast
diferansiyasyonu {iizerine etkileri de arastirllmistir. Kurkuminin osteojenik genlerin
mRNA ekspresyonu iizerindeki etkisi histolojik ve molekiiler diizeyde belirlenmistir.
Genel olarak, bu ¢alismalarin sonucu; kurkuminin RUNX2, ALP ve OC gibi osteojenik
genlerin ekspresyonunu artirarak osteoblast farklilasmasina neden oldugu yéniindedir.'!’

2.5. Kitosan Ve Kurkumin Materyal fle Titanyum implantlari Kaplama
Yontemleri

Gilinlimiizde titanyum implantlarda kitosan ile biyoaktif kaplama saglanmasinda
kullanilan dort ana teknik vardir. Bunlar: ¢ozelti dokiimii, silanizasyon, ¢ok tabakali
kaplama ve elektrokimyasal depozisyon yontemleridir.!!8

2.5.1. Cozelti Dokiimii

Cozelti dokiimi, katyonik yiikli kitosan ile titanyum yiizeylerdeki oksit tabakasi
arasindaki elektrostatik etkilesimlere dayanan basit bir daldirma yontemidir (Sekil
2.7.).189 Kitosan gibi polielektrolit film kaplamalar, titanyum oksit tabakasi iizerinde ince
bir tabaka olarak olusturulur. Bu film tabakasinin olusumu farkli yiik etkilesimlerinden
kaynaklanan elektrostatik kuvvet ile saglanir. Cozelti dokiim yontemleri, maliyet
diistikliig, hizl gerceklestirilmesi ve 6zel ekipman gerektirmemesi gibi nedenlerle tercih
edilebilir. Kaplama c¢ozeltisinin pH’t ve tuz kosullarinin degistirilmesi kaplama
prosediiriinii  degistirebilir.!? Yapilan ¢alismalarla kaplamanimn titanyum yiizeye
baglanma giicii, klinik uygulamalar i¢in yeterli bulunmamistir. Bu yiizden bu yontemin
kullanim1 gozenekli, yivli, implantlardan ziyade diskler gibi karmagik olmayan implant

sekilleriyle sinirlidir. 1%
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Sekil 2.7. Biyoaktif kitosan kaplamalar i¢in ¢6zelti dokiimii yontemi

Katyonik kitosan ile titanyum implant yiizeylerindeki oksit tabakasi arasindaki elektrostatik etkilesimler,
basit bir daldirma yonteminde kullanilir. Kitosan ¢dzeltisine daldirildiktan sonra, karmasik olmayan
implant sekilleri hizla kaplanir, ancak kaplamanin baglanma giicii klinik uygulamalar igin yetersizdir.!?!

2.5.2. Silanizasyon

Silanizasyon, bir amino silanin titanyum oksit tabakasi ile reaksiyonuna dayanan
ve kovalent baglarla sonuglanan kimyasal bir baglanma islemidir. Bu kaplama yontemi
icin deasetile kitosan, gluteraldehit ve silan ajani igeren bir soliisyon kullanilir
(Glutaraldehit, biyomedikal uygulamalarda materyallerle capraz baglanma veya
reaksiyona girme i¢in yaygin olarak kullanilan bir materyaldir. Kitosan molekiilleri ve
aminosilan ile kovalent baglar olusturmak i¢in reaktif aldehit gruplar1 saglar.). Soliisyon
igerisine dahil edilen titanyum yiizey, silan ve kitosan ile ¢apraz reaksiyona girer (Sekil
2.8.).1%2 Bu islem deasetilason derecesinden bagimsizdir, ¢dzelti dokiim yontemlerine
kiyasla 6nemli 6l¢lide daha {istiin baglanma kuvveti ile sonuglanir ve kaplama kalinliginin
dogrudan kontroliine izin verir.'% 122 Bununla birlikte, kaplamanin doku igerisinde
biyolojik olarak pargalanmasi sirasinda olusan gluteraldehit kalintilar1 salinabilir ve

cevredeki dokuya zarar verebilir.}%
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Sekil 2.8. Kitosan membranlarin silanizasyon yoluyla titanyum implantlara baglanmasi
Onceden islenmis titanyum implantlar, bir amino-silan soliisyonuna daldirilir (6rnegin APTES (3-
aminopropil-trietoksisilan)), reaksiyona girmemis reaktif kalintilarini ¢ikarmak i¢in durulanir ve daha sonra
kovalent bag olusumunu indiiklemek i¢in kiirlenir. Glutaraldehit ¢6zeltisine daldirmanin ardindan, yiizeye
bagli amino-silanin birincil amin grubu, glutaraldehitin aldehit gruplarindan biriyle reaksiyona girer. Ikinci
aldehit grubu aracihigiyla ise kitosan yiizeye kovalent olarak baglanir. Son asamada, kaplanmig implant
ylizeyi kurutulur, ndtralize edilir ve sonraki kullanim icin sterilize edilir.?!

2.5.3. Cok Tabakah Kaplama

Cok tabakali kaplama yontemi, ¢ozelti dokiim yoOntemine alternatif olarak,
titanyum yiizeyin negatif yiliklii bir biyomateryal ¢dzeltinin ardindan pozitif yiiklii bir
kitosan c¢ozeltisine daldirilmasi ile elde edilir. Geleneksel ¢ozelti dokiimiine benzer
sekilde bu yontem de pozitif yiikli kitosan ile negatif yiiklii biyomateryal ¢ozelti
arasindaki elektrostatik etkilesime dayanmaktadir (Sekil 2.9).1%* Ortaya ¢ikan kaplama
tabakalari, yivli veya karmagik sekle sahip implantlarin kullanimina izin verecek sekilde
nispeten stabil ve tiniformdur. Cok tabakali kaplama, 6zel ekipman veya potansiyel olarak
toksik kimyasallarin kullanilmasmi gerektirmeyen ucuz ve basit bir ydntemdir.'?®
Kalinlik ve yiizey topografyasi, yontemin parametrelerinin degistirilmesi ile istenilen
sekilde iyilestirilebilir, bu da degisken 6zelliklere sahip biyoaktif kaplama katmanlari ile
sonuglanir.?® Yine de, bu yontem iki farkli biyomalzemenin dogru kombinasyonuna ve

optimal depozisyon igin ¢dzeltinin tuz kosullarmin dogru belirlenmesine baglidir.*?’
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Sekil 2.9. Cok tabakali kaplama yontemi

Polietilenimin (PEI) ¢ozeltisine daldirilarak titanyum implant yiizeyine stabil bir pozitif yiik verilir. Bu
pozitif yiik, negatif yiiklii bir polianyon ¢ozeltisi ile elektrostatik etkilesimlere izin verir. Simdi tersine
cevrilmis yiizey yiki, pozitif yiikli kitosan ¢ozeltisi ile reaksiyon igin kullanilabilir. Bu dongii, implant
yiizeyinde istenen miktarda ¢ift katman birikene kadar tekrarlanir. Son olarak ¢ok tabakali kapli implant
sabitleme soliisyonuna daldirilir ve kurutulur.*?*

2.5.4. Elektrokimyasal Depozisyon

Uzun siiredir kullanilmakta olan elektro-kaplama teknolojisi, yiiksek ¢oziiniirliige
sahip elektrolit ve metal tuzlari igeren, yiiksek iletme yetenegine sahip sulu ¢ozeltilerin
kullanim1 esasina dayanmaktadir. Elektrokimyasal depozisyon (EPD), kararli bir
stispansiyondan gelen yiiklii parcaciklarin, zit yiiklii bir substrat yiizeyinde, dogru akim
altinda depolanmasini iceren kolloidal olusum teknigi olarak tanimlanabilir. EPD
yontemi ile toz halindeki malzemenin karmasik yapili elektrotlar iizerine homojen
birikmesi saglanabilir.?® Organik monomerlerin elektrokimyasal depozisyonu ile
hazirlanan iletken, yar iletken ve yalitkan filmler son yillarda ¢ok sayida aragtirma
calismasinin konusu olmustur. Bu filmlerin kalinliginin ve elektriksel iletkenlik
ozelliklerinin kontrol edilebilirligi, gelismis 0Ozelliklere sahip polimer modifiye
elektrotlarin  {iretilerek mikroelektronik, fotoelektrokimya, elektrokataliz, enerji

depolama ve yiizey korumasi gibi ¢esitli uygulamalarda kullanimina imkan saglar.!2°

26



Biiyiik  Ol¢iide aromatik  bilesiklerin  anodik  oksidasyonuna dayanan
elektrodepozisyon, ¢esitli substratlar iizerinde polimer biriktirilmesinde kullanilan etkili
bir yontemdir. Bu islem oldukga karmasiktir ve 6rnek olarak verilen reaksiyonda mevcut
E1 potansiyelinde aromatik bir hidrokarbondan (AR) katyon radikal olusumuna yol agan
elektron transferi gergeklesir (Reaksiyon 1.1). Bu asamayi, E2 potansiyelinde oksitlenen
bir dimer (D) olusturmak (Reaksiyon 1.2) i¢in, bagska molekiil veya radikal igeren ve
oldukca hizli gergeklesen bir kKimyasal reaksiyon (Reaksiyon 1.3) izler. Reaksiyonlara ait

denklemler asagida verilmistir: AR+

AR — AR+ + ne- (1.1)
AR+ + ARH(AR) —» D (1.2)
D — D+ + ne- (1.3)

(ne-: transfer edilen elektron sayist)

Polimer zincirinin biiyiimesi, tekrarlanan bir elektrokimyasal reaksiyon islemi
(Ornegin; déniisiimlii voltametri (CV)) yoluyla gerceklesir. Bununla birlikte, katyon
radikali, polimer zincirinin biiylimesini sona erdirmek i¢in ¢oziicli bir molekiille veya
cozeltideki baska bir molekiil ile reaksiyona girebilir. Bu durum monomer molekiiliine,
¢oziicli tipine, cozeltideki diger bilesenlere, ortam sicakligina ve elektrodepozisyon
potansiyel aralig1 gibi gesitli reaksiyon kosullarina baglidir.1?°

Elektrotta, hidrojen gazi salimi1 pH" yiikseltir ve ince bir biyofilmin birikmesine
neden olur (Sekil 2.10.).1% Diger kaplama teknikleriyle kolayca ulasilamayacak derecede
stokiyometrik yiiksek saflikta malzeme birikmesine olanak saglamasi ve metal fiber ag
yapilar1 gibi karmasik yapilar iizerine kaplama yapilabilmesi sebebiyle biyomedikal
uygulamalar i¢in elektrodepozisyon énemli bir avantaj olusturmaktadir.*®* EPD’yi diger
yontemlerden ayiran Ozelliklerin basinda, oda sicaklifinda uygulanabilmesi ve

elektrokimyasal potansiyeli ya da elektrolit derisimi degistirilerek yiizey morfolojisini
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kontrol etmenin miimkiin olmasidir.**? Ayrica basit, ekonomik ve hizli bir ydntem olmas;
film kalinliginin ve birikme hizinin kontrol edilebilirligi, ylizey kaplama islemi icin

EPD’yi cazip hale getirmistir.'*3

EPD

Step 1 Step 2

Power supply Power supply

Release of OH ™+

2 .

i hitosan solution

-

Itanium cathode Platinum anode Titanium cathode Platinum anode

Deposition of chitosan by pH increase
due to release of hydroxyl lons

Sekil 2.10. Kitosan kaplamalarin elektroforetik birikimi

Titanyum implant yiizeyi, pozitif yiiklii kitosan soliisyonuna batirilms iki elektrotlu bir hiicre sisteminde
elektrot olarak kullanilir. Bir elektriksel uyar1 uygulandiginda, pozitif yiiklii pargaciklar elektroda dogru
hareket eder. Elektrotta hidrojen gazinin salinmasi nedeniyle, pH yerel olarak artar ve titanyum yiizeyinde
ince bir kitosan tabakasimnin birikmesine neden olur.!?

Teknigin avantajlari;

1. Elde edilen kaplama ylizeyi incedir ve kompozisyonu varyasyon gosterir;
kristal boyutu ve kimyasal 6zellikleri de kemige yakindir,

2. Kaplamanin kalinligi ve kimyasal kompozisyonu, submikron diizeyinde
kontrol edilebilmektedir,

3. Hem pordz yiizeylerde hem de diizensiz ylizeye sahip substratlarda, miikemmel
homojeniteye sahip kaplamalar elde edilebilmektedir,

4. Yiksek spesifik ylizey alani olan kaplamalarin tiretimi miimkiindiir,

5. Diger kaplamalarin siiresiyle kiyaslandiginda, daha kisa siirede kaplama

yapilabilmektedir,
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6. Uygun pH, sicaklik ve soliisyon kullanilarak ¢esitli biyomataryeller
kaplanabilmektedir,

7. Sicakligin substrat materyali tizerinde olumsuz etkisi bulunmamaktadir,

8. Teknigin uygulanisi yiiksek enerji gerektirmemektedir,

9. Yapilan islemin maliyeti diistiktiir.

Teknigin Dezavantajlari;

1. Elde edilen kaplama materyalinin tutunma dayaniminin diisiik olmasi
nedeniyle, lretilen kaplama yiizeylerinin aniyodik olarak oksit tabakasi ile
kombine edilmesi gerekmektedir,

2. Kaplama materyali veya kaplanan yiizeyler elektrigi ileten bir substrat
olmalidir,

3. Yiiksek akim yogunlugu veya uzun siireli polarizasyon gerektiren cesitli
elektrokimyasal ortamlarda, metalik substratlarin hidrojen kirilganliginda artig
meydana gelebilme riski bulunmaktadir.

Elektrodepozisyonu Etkileyen Parametreler

EPD teknigi ile elde edilen ince filmin kalitesini etkileyen bazi parametreler

vardir. Bu parametreler degistirilerek istenen Ozelliklere sahip ince film iiretmek
miimkiindiir. EPD’y1 etkileyen parametreler su sekilde siralanabilir: depozisyon
potansiyeli, ¢ozelti pH’1, akim yogunlugu, elektrolit sicakligi, ¢ozelti icine katilan
kimyasal maddeler.133-1%

2.6. Kaplamalarin Karakterizasyon Yontemleri

Titanyum alagimlarin kitosan temelli biyoaktif kaplamalarmin ve diger

biyomateryallerin gelistirilebilmesi ve sahip olduklar1 eksikliklerin giderilebilmesi
amactyla, bu yapilarin igeriklerinin, yapisal Ozelliklerinin ve mekanik direnglerinin

belirlenmesi gerekmektedir. Yiizey degerlendirmeleri genellikle sadece yiizey kimyasini,
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topografyasint ve 1slanabilirligini degil, aym1 zamanda biyomateryalin polimer
kristalligini, matriks protein adsorpsiyonu ve bozunma hizi degerledirmelerini de
icerir.13® Bu amacla her biri avantaj ve dezavantajlara sahip, cesitli inceleme ydntemleri
gelistirilmistir. Bu yontemler in vivo ve in vitro ¢alismalarda, titanyum vidalarin biyoaktif
kaplamalarinin  incelenmesinde ve degerlendirilmesinde uygulanmaktadir.’®” Bu
yontemlere genel olarak asagidaki ornekler verilebilir:

1. Foton Temelli Yontemler: Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopi (FTIR),
Raman spektroskopisi, X-Isin1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) ve X-Isini
kirmimi analizi (XRD),

2. Mikroskobik Yontemler: Tarama elektron mikroskopisi (SEM), Enerji dagitici
X-Isin1 spektroskopisi, Transmission (Gegirim) elektron mikroskopisi (TEM).

2.6.1. Foton Temelli Yontemler

2.6.1.1. X-Istm Kirinimi Analizi (XRD)

X-Ism1 kirmim analizi ya da X 1smi1 kristalografisi bir kristalin atomik ve
molekiiler yapisini incelemek i¢in kullanilan ve kristallesmis atomlarin bir X-151m
demetindeki 1sinlarin kristale 6zel, ¢esitli yonlerde kirinimi olayma dayanan bir
yontemdir. Bu yontem farkli materyallerin nitelik ve nicelik yoniinden
incelenebilmelerine olanak saglar. Islem esnasinda materyale zarar vermeyen bir
yontemdir. Bu yoOntemde incelenecek materyallerin kristal yapiya sahip olmasi
gerektiginden, bu teknik gesitli organik materyallerin sivi 6rneklerinin incelenmesinde
uygun degildir. Ancak incelenmesi uygun goriinmeyen materyallerin kristal haldeki
tirevleri, sahip olduklar1 benzer karakteristik Ozellikleri sayesinde bu yontemle
incelenebilmektedir.3® Bir X-1511 kirmim 6l¢iimiinde bir agidl¢erin iizerine yerlestirilen
kristal, yavas yavas dondiiriiliirken X-isinlartyla bombardimana tabi tutulmasi

neticesinde kirinima ugrayan 1sinlar yansimalar olarak bilinen diizenli araliklarla dizilmis
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bir spot deseni olusturur. Degisik acilardan elde edilen iki boyutlu goriintiiler,
matematiksel Fourier donlisiim yontemi kullanilarak ve kullanilan numunenin bilinen
kimyasal verileriyle birlestirilerek kristaldeki elektronlarin ti¢ boyutlu modeli elde edilir.
Glintimiizde bu yontemle kat1 materyallerin ve ince film seklindeki kaplama yiizeylerinin
kristallografik yapisi, kimyasal kompozisyonu ve fiziksel 6zellikleri hakkinda bilgi sahibi
olunabilmektedir.3% 140

2.6.2. Mikroskobik Yontemler

2.6.2.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali1 elektron mikroskobu veya SEM (scanning electron microscope),
odaklanmis bir elektron demeti ile numune yiizeyini tarayarak goriintii elde eden bir
elektron mikroskobu tipidir. Elektronlar numunedeki atomlarla etkileserek numune
yiizeyindeki topografi ve kompozisyon hakkinda bilgiler iceren farkli sinyaller iiretir.
Elektron demeti raster tarama ile ylizeyi tarar ve demetin konumu, algilanan sinyalle
eslestirilerek gorintii olusturulur. SEM ile 1 nanometreden daha yiiksek ¢oziiniirliige
ulagilabilir. Standart SEM cihazlar yliksek vakumda, kuru ve iletken yiizeyleri incelemek
icin uygundur. Tarama elektron mikroskobunun gelistirilmesiyle, 1950’lerin basindan
itibaren, tip ve fizik alaniyla ilgili bilim dallarinda yeni arastirma alanlari ortaya ¢ikmastir.

Tarama elektron mikroskobunda, elektron tabancasindan ¢ikan elektronlar,
yiiksek voltaj altinda hizlandirilarak ¢esitli elektromanyetik lenslerin de yardimiyla,
numune yiizeyine odaklanmaktadir. Bu islem cihaz igerisinde yer alan saptirma bobinleri
yardimiyla gergeklestirilmektedir. Numunenin yiizeyinden yansiyan elektronlarin
meydana getirdigi sinyaller ise uygun dedektorler vasitasiyla bir araya getirilip,
giiclendirilmis bir halde katot 1s1n tiiplinde goriintiilenmektedir. Numune yiizeyinden
yanstyan sekonder elektronlardan alinan bilgi neticesinde, numunenin yiizey morfolojisi

hakkinda yiiksek ¢oziiniirliikte goriintii alinabilirken; yansiyan geri sacilan elektronlar
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vasitasiyla da, numunenin elemental degiskenleri hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir.
Bu sistemde numune yiizeyine gonderilen hizlandirilmig elektronlar, numune yiizeyinde
elektriksel olarak negatif yiilklenmeye neden olmaktadirlar. Meydana gelen yiik degisimi,
gonderilmekte olan elektronlarin sapmasina ve elde edilen goriintiide distorsiyona sebep
olmaktadir (Yik etkisi). Bu durumun etkilerini en aza indirebilmek amaciyla, kitosan
kapl yiizeyler, polimerler ve biyolojik materyaller inceleme 6ncesinde yaklagik 10 nm
kalinligindaki karbon veya altin iletken yiizeyle kaplanmaktadir. Ayrica konvansiyonel
tarama elektron mikroskoplarinda, elektronlarin numune yiizeyine ulasmadan 6nce ortam
sartlarindan etkilenmemeleri amaciyla islem vakumlu ortam igerisinde siirdiiriilmek
zorundadir. Bu zorunluluk sebebiyle, numune igerisinde bulunabilen ve yliksek vakumlu
ortamda buharlasabilen materyallerin, inceleme 6ncesinde numuneden uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Uzaklastirilmasi gereken materyaller genellikle biyolojik {iriinler, su ve

cesitli ¢oziicli materyallerden olusmaktadir.}4!

Literatiir incelendiginde, kitosan
kaplamalarinin yap1 ve morfolojilerinin incelenmesinde tarama elektron mikroskobu
analizi siklikla kullanilmaktadir.* Kaplamanin kalinlig1 ve kompozisyonu disinda in vitro
ve in vivo c¢alismalarda kaplama ylizeyinde olusan mikrobiyolojik aktivite ile birlikte
kaplama yiizeyinde hiicre kiiltiirii sonrasinda olusan kemik matriksinin degerlendirilmesi

amactyla da siklikla bagvurulan bir analiz yontemidir.> 102 142
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3. MATERYAL METOD

3.1. Deney Hayvanlarimin Gruplandirilmasi

Calismamiz, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan,
calismanin gerekce, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis olup
12.04.2021 tarih ve sayili oturumunda, 57 nolu karar ile tez projesi olarak onaylanmistir
ve Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeler Koordinatérliigiiniin TDH-2020-
8525 proje numaras: ile desteklenerek gerceklestirilmistir. Deneysel calismalarimiz
Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinde yapilmistir. Calismamizda denek
olarak Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden temin edilen Sprague
dawley 1rki 80 adet erkek rat kullanildi. Denekler 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik
siklusu uygulanarak ortam sicakligi 24-26°C olacak sekilde paslanmaz tel kapaklari olan
plastik kafesler igerisinde, iizeri hava alabilecek sekilde tutuldu. Caligma siiresince
kafesler 3 giinde bir diizenli olarak temizlendi. Hayvanlar ¢aligmada kullanilmadan 6nce
veteriner hekim tarafindan kontrol edildi ve genel saglik durumlarinin normal oldugu
onaylandi.

Erken ve ge¢ donem osseointegroasyonun ve zaman bagimli olarak kitosanin
dokudaki kurkumin salimina etkisinin anlagilmasi amaciyla her biri 20 rattan olusan 4
grup deney hayvanm kendi gruplari i¢inde 2. ve 6. haftalik incelemeler i¢in randomize

olarak ikiye ayrildi (Tablo 3.1).

33



Tablo 3.1. Deney Gruplart (Gruplarin her biri 10 rat igermektedir.)

2. HAFTA TAKIP 6. HAFTA TAKIP
NM-Ti-2h grubu(n=10) NM-Ti-6h grubu(n=10)
CH-Ti-2h grubu(n=10) CH-Ti-6h grubu(n=10)
CU-Ti-2h grubu(n=10) CU-Ti-6h grubu(n=10)
CH-CU-Ti-2h grubu (n=10) CH-CU-Ti-6h grubu(n=10)

3.2. Titanyum Vidalarin Yiizey Kaplama islemi

Calisma i¢in Trimed® Self Tapping Mikro Titanium grade 5 mini vidalar
(California, ABD), Sigma-Aldrich (Missouri, ABD) orta molekiiler agirlikli kitosan
(deasetilizasyon derecesi %85), Sigma-Aldrich kristalize kurkumin (saflik derecesi %80)

kullanilmustir (Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Tablo 3.2).

Sekil 3.1. Caligmada kullanilan kitosan ve kurkumin materyaller
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan bir vidanin teknik ¢izimi ve gorseli
A: Vidanin kafa capi, B: Vidanmn i¢ ¢api, C: Vidanin dis ¢api, L: Vida boyu

Tablo 3.2. Calismada kullailan grade 5 Ti vidanin boyutlari

Dis Cap (C) ic Cap1 (B) Boyu (L) Kafa Capi (A)

1.8 mm 1.6 mm 4 mm 2.2mm

Calisma i¢in kullanilacak olan titanyum mini vidalar 4 gruba ayrilmistir. Kontrol
grubunda bulunan vidalara herhangi bir yilizey islemi uygulanmamistir. Bu grup non-
modifiye titanyum grubu (NM-Ti) olarak ayrilmistir. Diger 3 grup ise kaplama
materyaline gore sirasiyla kitosan grubu (CH-Ti), kurkumin grubu (CU-Ti) ve kitosan-
kurkumin grubu (CH-CU-Ti) olarak belirlenmistir. EPD yontemiyle yiizey kaplama
islemi Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dal1 laboratuvarinda
yapilmustir. EPD islemleri 6ncesinde substrat olarak kullanilan grade 5 titanyum (Ti-6Al-
4V) vidalar, yiizeyinde bulunabilecek organik artiklarin uzaklastirilabilmesi adina
sirastyla %99,8’°lik etanol ve saf su icerisinde 15 dakika sonike edilerek temizlenmis ve
argon (Ar) gaz1 ile kurutularak elektrokimyasal depozisyon islemine hazir hale
getirilmistir. Kitosan depozisyonu ig¢in, asetik asit igerisinde ¢ozdiiriilen kitosan ile 1mM
kitosan hidroklorir + 0.1M KCI (potasyum kloriir) ¢o6zeltisi kullanilmistir.

Elektrokimyasal reaksiyon igin 3 elektrotlu hiicre sistemi se¢ilmistir. Hiicre sisteminde
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calisma elektrodu Ti vida, karsit elektrodu platin (Pt) tel (yaklasik %99,95 saflikta, 0,5
mm ¢apinda ve 5 cm uzunlugunda) ve referans elektrodu olarak da glimiis/glimiis kloriir
(Ag/AgCl) kullanilmistir. Kitosanin, Ti vida elektrotlar yiizeyinde elektrodepozisyonu -
0,5 Vile +1,5 V araliginda 25 g¢evrim sayisinda tekrarlayan doniisiimlii voltamogram
kullanilarak yapilmistir. Kurkuminin elektrodepozisyonu igin ise %99,8 saf ethanol
icerisinde disperse edilmis 10 mM kurkumin (0.05 mg/ml kurkumin-etanol ¢ozeltisi)
kullanilmis ve -0,2 V ile +0,8 V araliginda 30 ¢evrim sayisinda tekrarlayan dontistimlii
voltamogram uygulanarak titanyum vidalar kurkumin ile kaplanmistir. Son olarak
kitosan-kurkumin ¢ift tabakali kaplama i¢in sirasiyla her iki polimer i¢in de belirtilen
elektrodepozisyon sentez adimlart uygulanmistir. Titanyum vidalara, yiizey
modifikasyon iglemi sonrasi kaplamanin morfolojisinin belirlenmesi i¢in SEM ve XRD
analizleri yapilmstir.

3.3. Kaplama Yiizeyinin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kaplama igslemi tamamlanan Ti mini vidalar yeterli siirede deiyonize su ve etanol
ile durulandiktan sonra havada kurutuldu. Atatiirk Universitesi DAYTAM’da FESEM
(Field Emission Scanning Electron Microscope, Zeiss, Jena, Almanya) cihazi kullanilarak
yiizey morfolojisi degerlendirildi.

Temizleme prosediirii uygulanan non-modifiye Ti vidalarin FESEM goriintiileri
kurkumin ve kitosan modifikasyonu sonrasinda yapilacak morfolojik analizlerde referans
olmas1 amaci ile Sekil 3.3’te verilmistir. FESEM goriintiileri mikro boyutta piiriizsiiz bir

metalik ylizeye igaret etmektedir.
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Sekil 3.3. Non-modifiye grade 5 titanyum vidanin FESEM goriintiisii

Kitosan kapli Ti vidalarin Sekil 3.4’te verilen FESEM goriintiileri yiizeyin ince bir
film ile kaplandigini, artan biiyiitme oraniyla birlikte non-modifiye Ti vidaya oranla
yiizey piriizsiizliginiin degistigini ve titanyum iizerinde kitosan tabaka olusumunu

gostermektedir.

o ENT = 300
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Sekil 3.4. Kitosan kapli titanyum vidanin farkli biiyiitmelerdeki FESEM goriintiileri
Vida yiizeyinde kitosan film goriilmekte.

Kurkumin modifiye Ti vidalarin FESEM goriintiileri Sekil 3.5°te verilmistir.
Incelenen FESEM goriintiileri yine non-modifiye Ti vida referans alindiginda yiizeyde
ince film tabakasi olustugunu goéstermektedir. Vidanin farkli bolgelerinden alinan
goriintiilerde yiizeyin homojen oldugu ve oldukga gézenekli bir morfolojiye sahip oldugu

tespit edilmistir.
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Sekil 3.5. Kurkumin kapli titanyum vidanin farkli biiyiitmelerdeki FESEM goriintiileri
Vida yiizeyinde kurkumin partikiilleri goriilmekte.

Non-modifiye titanyum vida yiizeyine elektrodepozit edilen kitosan-kurkumin
film i¢in de modifiye titanyum vidanin yilizey morfolojisi FESEM ile arastirilmistir.
FESEM goriintiileri Sekil 3.6’da goriildiigii gibi yalnizca kurkumin depozit edilen
elektroda benzer sekilde porlu ve yalnizca kitosan kapli elektroda benzer sekilde ince bir

filmin olustugunu gostermektedir.

o e P DAYTAM [ ||FTq  Wo-atee i smocx DAYTAM
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Sekil 3.6. Kitosan-kurkumin kapli titanyum vidanin farkli biiylitmelerdeki FESEM
goriintiileri
Vida yiizeyinde kitosan film yapist ve kurkumin partikiilleri beraber goriilmekte.

SEM goriintiilerine ek olarak vidalara uygulanan XRD (PANalytical Empyrean,

Malvern, Birlesik Krallik) analizleri sekil 3.7’de gosterildigi gibidir.
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Sekil 3.7. NM-Ti vida (A), Cu-Ti vida (B), CH-Ti vida (C), CH-CU-Ti vida (D) XRD
grafigi
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Sekil 3.8. Cakistirilmig XRD grafigi

Grafikler cakistirlldiginda elde edilen goriintiide kaplanan yiizeylerde titanyumun olusturdugu pikteki
degisimler gozlenmektedir

(Seril CH-Ti vida, Seri2 NM-Ti vida, Seri3 CU-Ti vida, Seri4 CH-CU-Ti viday: ifade eder.)

3.4. Cerrahi Yontem

Deney hayvanlari, ketamin hidrokloriir (500mg/10ml Ketalar, Pfizer, New York,
ABD) ve ksilazin (XYLAZINBIO %2 ¢ozelti. Bioveta, Cek Cumhuriyeti)
kombinasyonunun intraperitoneal enjeksiyon ile genel anesteziye alindi (Sekil 3.9).

Anestezi derinligi, goz kapag: refleksinin kaybolmasi ve enjeksiyon yapilmayan taraftaki
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ayagin ¢imdiklenmesiyle olusan tepkiye gore degerlendirildi. Ayaginda tepki goriilen
deneklerde anestezinin derinlesmesi i¢in beklenerek tekrar test yapildi. Tepki vermeye

devam eden hayvanlara ek anestezi verildi.

Sekil 3.9. Intraperitonal anestezi uygulamasinin gergeklestirilmesi

Cerrahi islem uygulanacak alanin antisepsi islemi %10’luk povidon iyot
soliisyonu (Dermosept®, Baticonol, ALG Ilag¢ Sanayi, Tiirkiye) ile gerceklestirildi.

Daha sonra 15 nolu bistiiri ile femur medialinden longitudinal bir cilt insizyonu
yapildi ve periost elevatorii ile periost kaldirilarak kemik yiizeyi aciga ¢ikarildi (Sekil

3.10).
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Sekil 3.10. Vida yerlestirilecek femur ylizeyinin goriintiisii

Sag femurda, facies patellarisin anteromedial kismina, her bir hayvanda kortikal
kemige bir adet 2.2 mm ¢apinda 4 mm uzunlugunda vidalarin yerlestirilecegi vida
yuvalart olusturuldu (Sekil 3.11). Bu islem irrigasyon ile ¢alisan tur motoru ve 1.6 mm

capinda mini dril ile gerceklestirildi.

Sekil 3.11. Vida yuvasi

Vida yuvalarinin agilmasinin ardindan, yuvalar serum fizyolojikle yikanip kanama
kontrolii saglandiktan sonra deney gruplarina uygun olarak NM-Ti, CH-Ti, CU-Ti, CH-
CU-Ti vidalar torklu tornavida ile yerlestirildi (Sekil 3.12.). Vidalarin yerlestirilmesi

strasinda maksimum 2,5 N/cm tork uygulandi.
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Sekil 3.12. Vida yerlestirilmis femur yiizeyi

Cilt insizyonu 3/0 ipek siiturla primer kapatildi (Sekil 3.13.). Operasyonlar
sirasinda deney hayvanlarinin viicut sicakligi korundu. Deneklere postoperatif 3 giin
stiresince gilinde iki kere seftriakson 1 gr/kg IM/IV ve analjezik olarak da metamizol
sodyum 1 gr/2 ml IM/IV intramuskuler yolla verildi. Denekler, operasyonu takiben

standart rat yemi ve suyla beslendi ve her giin klinik takipleri yapildi.

Sekil 3.13. Cilt siiturasyonu
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Operasyon sonrast ikinci ve altinci haftalarda, hayvanlar CO: iinitesinde

inhalasyon yoluyla asirt dozda CO; verilerek sakrifiye edildi (Sekil 3.14.).

Sekil 3.14. Deneklerin 6zel kafesler igerisinde % 100 CO ile sakrifiye edilmesi

Ti vidalar1 igeren femur Ornekleri alindi (Sekil 3.15.). Bu o&rneklerin yarisi
histolojik inceleme igin %10’luk tamponlu formalin (0,1M, pH 7,4) soliisyonuna alind1.

Diger yarisi ise molekiiler incelemeler i¢in -80° derecede muhafaza edildi.

Sekil 3.15. Deney hayvanlarinin sakrifiye edilmesinden sonra alinan femur 6rnegi
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3.5. Histolojik Inceleme

6. hafta sonunda alinan doku 6rnekleri histolojik incelemeye alinmistir. %10°luk
tamponlu formalin ¢ozeltisinde 1 hafta siire ile tespit yapilan dokular, %20’lik formik asit
sollisyonunda 5 gilin boyunca dekalsifiye edilmistir. Daha sonra sirastyla %50 alkolle 30
dakika, %60 alkolle 60 dakika, %70 alkolle 75 dakika, %80 alkolle 75 dakika, %95
alkolle 90 dakika dehidratasyon islemi uygulanmistir. Seffaflastirma islemi icin 3 set,
sirastyla 40, 60 ve 60 dakika ksilen uygulanmustir. infiltrasyon islemi igin dokular, 40
dakikalik 4 set ile parafine gomiilmiistiir. Dokular uygun kalinlikta kesilerek lamlara kesit
alinmigtir. Deparafinizasyon i¢in lamlar etiivde 30 dakika boyunca 70 derecede
bekletilmistir. Deparafinizasyonun 2. agamasi i¢in 3 asamali olarak 15 dakika boyunca
ksilen uygulanmistir. Rehidratasyon islemi i¢in dokulara %100 alkol 30 dakika, %90
alkol 30 dakika uygulanmistir. Akarsuda 5 dakika yikanan 6rnekler hematoksilen-eozin

boyama prosediiriine alinmigtir. Boyama protokolii tablo 3.3’te gosterildigi gibidir.

Tablo 3.3. Hematoksilen-eozin boyama protokolii

YIKAMA AKARSU 5 dakika
BOYAMA HEMATOKSILEN 10 dakika
YIKAMA AKARSU 5 dakika
DIFERANSIYASYON ASIT-ALKOL 1 saniye
YIKAMA AKARSU 5 dakika
BOYAMA EOZIN 2 dakika
YIKAMA AKARSU 5 dakika
% 80 ALKOL 1 saniye
%96 ALKOL 1 saniye
% 96 ALKOL 1 saniye
KSILEN 1 saat
KAPAMA ENTELLAN
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Yeni kemik olusumu, osteoklast aktivitesinin belirlenmesi ve fibrotik doku
olusumu ag¢isindan her denegin; Axio Scope Al mikroskop (Zeiss, Jena, Almanya) x40
ve x100’lik biiylitme altinda, vida etrafindaki alan incelenerek gergeklestirilmistir.
Onceki ¢alismalara benzer sekilde drneklerin incelenmesi sonucu ortaya ¢ikan yeni kemik
olusumu, 2 haftalik gruplarin incelemesinde formasyon derecesine gore: yok (-), zayif
(+), orta (++), ileri diizey (+++) ve 6 haftalik gruplarin incelemesinde maturasyon
derecesine gore: yok (-), zayif (+), orta (++), ileri diizey (+++) olarak derecelendirilmistir.
Osteoklast aktivitesinin sayisal degerlendirmesi ise su sekildedir: vida etrafinda goriilen
osteoklast sayisina gore; yok (0), 1-2 adet (1), 3-4 adet (2), 5 adetten fazlasi (3) olarak
degerlendirilmistir. Fibrotik doku yogunlugu da ayni sekilde derecelendirilmistir: yok
(-), zay1f (+), orta (++), ileri diizey (+++).

3.6. Molekiiler Inceleme

RANKL, OPG, RUNX2 ve OC mRNA seviyelerinin degerlendirmesi, alinan peri-
implant kemik numunelerinin RT-PCR yontemiyle olgiilerek gerceklestirilmistir.
Periimplant kemik doku Tissue Lyser Il (Qiagen, Hilden, Almanya) cihazinda
homojenize edildi ve QlAcube (Qiagen, Hilden, Almanya) RNA izolasyon cihazinda
RNA ekstraksiyonu tiretici firmanin tavsiye ettigi sekilde stirdiiriildii. Total RNA miktari
Nanodrop spektrofotometri (EPOCH, Biotek, Vermont, ABD) ile 260nm’de 6l¢iildi.
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD) enzimi kullanimi ile total RNA’dan ¢cDNA sentezi yapildi (Tablo
3.4). Her reaksiyon 10 uLL RNA ile gergeklestirilerek cDNA sentezi asagidaki sicaklik
degerlerine gore Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystem, California, ABD)
ile sagland1 (Sekil 3.16.). ¢cDNA miktari nano drop spektrofotometri (EPOCH Take3

Plate, Biotek, Vermont, ABD) ile belirlendi ve -20°C’de saklandi.
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Tablo 3.4. cDNA sentez reaksiyonu

Total RNA 10 pl
10 X RT Buffer 2l
25 X dNTPs mix 0.8 ul
10 X RT Random Primers 2l
MultiScribe Reverse Transcriptase 1 ul
DEPC-H20 4.2 ul

85°C

iFc smin

25°C 120min 4C
10min

Sekil 3.16. cDNA sentezi sicaklik grafigi

Vida etrafindaki kemik doku RNA’larindan elde edilen cDNA’lardan RANKL
(Rn00589289), OPG (Rn00563499), RUNX-2 (Rn01512298) ve OC (Rn01455285)
mRNA ekspresyonu, TagMan® Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD) kiti kullanilarak kantifiye edildi. Amplifikasyon ve kantifikasyon
islemi StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA)
cihazinda yapildi. Referans gen olarak (-actin (Rn00667869) kullanildi. Her doku igin 9
pl cDNA (100 ng), 1 pl Primer Perfect Probe karisimi ve 10 pl QuantiTect Probe PCR
Master Mix (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak total voliim her 6l¢iimde 20 pl olacak
sekilde diizenlendi. Prosediire uygun olarak Applied Biosystems StepOnePlus Real Time
PCR cihazinin plakalart 50°C'de 2 dakika ve 95°C'de 10 dakika isitild1 ve ardindan
94°C'de 15 saniyelik ve 60°C'de 60 saniyelik 45 dongii uygulandi. Tiim veriler, AACt

yontemi kullanilarak kontrol grubuna kiyasla kat degisimi olarak ifade edildi.
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3.7. Istatiksel Analiz

Calisma sonucu elde edilen veriler IBM SPSS V23 ile analiz edildi. Histolojik
inceleme verilerinin, gruplara gore kategorik degiskenlerin karsilagtirilmasinda Ki-kare
testi kullanildi. Molekiiler inceleme verilerinin gruplara gore kategorik degiskenlerin
karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Veriler arasindaki
zamansal farkliligin anlamlilik derecesi ise ¢ift yonlii varyans analizi (ANOVA) ile

belirlendi. Onem diizeyi p<0,05 olarak alind.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Elde edilen bulgular 1s18inda, tiim gruplar arasinda kontrol grubuna gore 2. hafta
formasyon durumlar istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermektedir (p=0,005). NM-
Ti-2h grubunun %50'sinin 2. hafta formasyonu zayif ve %50'sinin 2. hafta formasyonu
orta, CH-Ti-2h grubunun %75'inin orta, CU-Ti-2h grubunun %100'iniin orta ve CH-CU-
Ti-2h grubunun %100 iniin formasyonu ileri diizey olarak elde edilmistir. Gruplar
arasinda 6. hafta maturasyon durumlari1 kontrol grubuna gére CU-Ti-6h ve CH-CU-Ti-6h
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir (p=0,014). NM-Ti-6h
grubunun %50'sinin 6. hafta maturasyonu zayif ve %50'sinin 6. hafta maturasyonu orta,
CH-Ti-6h grubunun %50'sinin zayif ve %50'sinin orta, CU-Ti-6h grubunun %100'iniin
ileri ve CH-CU-Ti-6h grubunun %100%iniin maturasyonu ileri diizey olarak elde
edilmistir (Tablo 4.1.). Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de yeni kemik olusumu skorlamasinin

gruplar arasindaki degisimi gosterilmistir.

Tablo 4.1. Gruplar arasi yeni kemik olusum diizeyinin degerlendirilmesi.

2. hafta formasyon 6.hafta maturasyon o .
Grup Zayf  Orta Mleri Grup Zayf Orta  1leri
NM-Ti-2h 2 (50) 2 (50)* 0 (0)? NM-Ti-6h ~ 2(50) 2(50) 0 (0)®
CH-Ti-2h  0(0) 3(75* 1(25* CH-Ti-6h 2(50) 2(50) 0 (0)
0,005 0,014

CU-Ti-2h  0(0) 4(100)° 0(0)®  CU-Ti-6h  0(0) 0(0) 4 (100)°
CH-CU-Ti-2h 0(0) 0(0)* 4(100)° CH-CU-Ti-6h 0(0) 0(0) 4 (100)°

*Ki-kare testi, p*: 2. hafta yeni kemik formasyonuna ait p degeri, p?: 6. hafta yeni kemik maturasyonuna ait
p degeri, a-b: Ayn1 harfe sahip gruplar arasinda anlamli fark yoktur.
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Sekil 4.1. Yeni kemik olusumunun 2. hafta gruplarindaki skorlamasinin siitun grafigi

4,5
4,0
3,5
3,0
2,5

2,0
1,5
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0,5
0,0

Zayif Orta ileri
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HNM-6h ®CH-6h = CU-6h mCH-CU-6h

Sekil 4.2. Yeni kemik olusumunun 6. hafta gruplarindaki skorlamasinin siitun grafigi

Ikinci hafta gruplari arasinda osteoklast sayisinin dagiliminda istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmustur (p=0,003) (Tablo 4.2.). 2. haftada kontrol grubunun %75'inin
osteoklast skoru 1, CH-Ti-2h grubunun %50'sinin osteoklast skoru 1 ve %50'sinin
osteoklast skoru 3, CU-Ti-2h grubunun %100'iniin osteoklast skorunun 1 oldugu
goriilmiistiir. CH-CU-Ti-2h grubunda osteoklast izlenmemistir. Gruplarin 6. hafta
histolojik incelenmesinde gruplar arasinda osteoklast skorlari arasinda istatistiksel

anlamli fark gozlenmemistir. Maturasyon evresinde osteoklast sayisinin formasyon
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evresine gore diisiik olmasi beklenen bir sonugtur. Bununla birlikte kontrol grubunun
%?25’inde osteoklast skoru 1, CH-Ti-6h grubunun %25’inin osteoklast skoru 1, %25’inin
osteoklast skoru 3, %50’sinin osteoklast skoru 0’dur. Histolojik kesitler incelendiginde
CH-Ti-6h grubunda baz1 kesitlerde yabanci cisim reaksiyonu izlenmistir ve yine bazi
kesitlerde vida gevresinde kartilaj doku goriilmistir. CU-Ti-6h ve CH-CU-Ti-6h
gruplarinda osteoklast skoru 0’dir. Sekil 4.3, Sekil 4.4’te ve Tablo 4.2°de osteoklast

sayisinin gruplar arasindaki degisimi gosterilmistir.

Tablo 4.2. Gruplar aras1 osteoklast sayilarinin degerlendirilmesi

(0)Yok 1(1-2) 2(3-4) 3(4>) p! p?

NM-Ti-2h 0 (0)2 3 (75)® 1 (25) 0(0)
CH-Ti-2h 0 (0) 2 (50)2e 0 (0) 2 (50)

0,003
CU-Ti-2h 0 (0) 4 (100)° 0 (0) 0 (0)
CH-CU-Ti-2h 4 (100)° 0 (0)° 0 (0) 0 (0)

0,006

NM-Ti-6h 3 (75)° 1 (25)% 0(0) 0 (0)
CH-Ti-6h 2 (50) 1 (25) 0 (0) 1(25)

0,441
CU-Ti-6h 4 (100)° 0 (0)° 0 (0) 0 (0)
CH-CU-Ti-6h 4 (100)° 0 (0)° 0 (0) 0 (0)

*Ki-kare testi, a-c: Aym harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur, p?: Grup ve zaman etkilesimine ait p
degeri, p*: 2. ve 6. haftaya ait p degerleri

4,5
4,0
3,5
3,0

2,5
2,0
1,5
1,0
0,5 I
0,0
0 1

Osteoklast Skoru

Frekans (n)

2 3

ENM-2h ECH-2h CU-2h ®mCH-CU-2h

Sekil 4.3. Osteoklast sayisinin 2. hafta gruplarindaki skorlamasinin siitun grafigi
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Sekil 4.4. Osteoklast sayisinin 6. hafta gruplarindaki skorlamasinin siitun grafigi

Alman kesitler fibrotik doku yogunlugu agisindan histolojik olarak
incelendiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. (p

degerleri sirasiyla 0,240, 0,321).(Tablo 4.3, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6)

Tablo 4.3. Fibrotik doku yogunlugunun karsilastirilmasi

Yok Zayif Orta Ileri diizey pt p?

NM-Ti-2.h 1(25) 3(75) 0(0) 0(0)
CH-Ti-2.h 0(0) 125  2(50) 1(25)

0,240
CU-Ti-2.h 0(0) 3(75) 1(25) 0(0)
CH-CU-Ti-2.h 2 (50) 2(50)  0(0) 0(0)

0,226

NM-Ti-6.h 2 (50) 125  1(25) 0(0)
CH-Ti-6.n 0(0) 3(75)  1(25) 0(0)

0,321
CU-Ti-6.h 3(75) 1(25) 0(0) 0(0)
CH-CU-Ti-6.h 3(75) 1(25) 0(0) 0(0)

*Ki-kare testi, p?: Grup ve zaman etkilesimine ait p degeri, p': 2. ve 6. haftaya ait p degerleri
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Sekil 4.5. 2. hafta fibrotik doku yogunluguna ait siitun grafigi
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Sekil 4.6. 6. hafta fibrotik doku yogunluguna ait siitun grafigi

Sekil 4.7. NM-Ti-2h grubu histolojik kesiti
Zayif-orta diizeyde yeni kemik formasyonu, osteoklast skoru 1, fibrotik doku yogunlugu zayif. x10
(Hematoksilen Eozin)
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Sekil 4.8. CH-Ti-2h grubu histolojik kesiti
Orta diizeyde yeni kemik formasyonu ile birlikte vida ¢evresinde Kartilaj formasyonu izlendi (Ok
isaretleri ve gorsel B). Fibrotik doku yogunlugu orta olarak goriildii. x10, X100 (Hematoksilen Eozin)

Sekil 4.9. CH-Ti-2h grubu histolojik kesiti
Osteoklast skoru 2. Ok isareti vida ¢evresindeki osteoklasti gostermekte. x100 (Hematoksilen Eozin)
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Sekil 4.10. CU-Ti-2h grubu histolojik kesiti
Vida gevresinde orta seviyede yeni kemik formasyonu, fibrotik doku yogunlugu zay1f, osteoklast skoru 1.
x10, x40 (Hematoksilen Eozin)

Sekil 4.11. CH-CU-Ti-2h grubu histolojik kesiti

Vida etrafinda ileri diizeyde yeni kemik formasyonu, osteoklast skoru 0, zayif diizeyde fibrotik doku
yogunlugu goriilmekte. Vida boynu etrafinda yeni kemik olusumu devam ederken (B) vida alt ucunda
matiir kemik olusumu (C) gézlenmistir. x10, x40 (Hematoksilen Eozin)
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Sekil 4.12. NM-Ti-6h grubu histolojik kesiti

Vida etrafinda eski kemige benzer goriiniim, kemigin maturasyon derecesi zayif, fibrotik doku yogunlugu
zay1f, osteoklast skoru 0. x10 (Hematoksilen Eozin)

Sekil 4.13. CH-Ti-6h grubu histolojik kesiti

Vida etrafinda kartilaj doku goriilmekte (A-B gorselleri ok isaretleri), vida etrafindaki kemigin
maturasyon derecesi orta, fibrotik doku yogunlugu orta, gruptaki bazi drneklerde vida etrafinda yabanci
cisim reaksiyonu olustugu gorildii (C). x10, x100 (Hematoksilen Eozin)
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Sekil 4.14. CU-Ti-6h grubu histolojik kesiti

Vida etrafinda olusan yeni kemigin maturasyonu son asamada, fibrotik doku gézlenmedi, osteoklast skoru
0. x40 (Hematoksilen Eozin)

Sekil 4.15. CH-CU-Ti-6h grubu histolojik kesiti
Vida etrafinda olusan yeni kemigin maturasyonu son asamada, fibrotik doku gézlenmedi, osteoklast skoru
0. X10 (Hematoksilen Eozin)

4.2. Molekiiler Analiz Bulgular

RT-PCR yontemi ile degerlendirilen RANKL, OPG, RUNX2 ve OC genlerinin
eksprasyon seviyeleri 2. ve 6. haftalar igin ayr1 ayri degerlendirilmistir. Osteoblastik
aktiviteyi ifade eden gen eksprasyon seviyelerinin CH-CU-Ti uygulanan gruplarda NM-
Ti uygulanan gruplara gore daha yiiksek oldugu, osteoklastik aktiviteyi ifade eden gen

eksprasyon seviyelerinin ise daha diisiik oldugu gézlenmistir.

56



2. ve 6. haftadaki RANKL gen eksprasyon seviyelerinin gruplar arasindaki
farkliliklart Sekil 4.16°da gosterilmistir. NM-Ti uygulanan grup ile CU-Ti ve CH-CU-Ti
uygulanan gruplar arasinda, 6zellikle 6. haftada daha belirgin istatistiksel olarak anlamli

farklar elde edilmistir.

RANKL RANKL

3- .
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-
i
e

Goreceli mRNA ckpresyon seviyeleri

Gareceli mRNA ekpresyon seviyeleri

NM-2h CH-2% CU28  CH-CU-2h NN-6h CH-6h Cu-6h  CH-CL-6h

Sekil 4.16. RANKL eksprasyon seviyeleri
0.05=<p<0.1(*) Stnirda anlamlilik, 0.01<=p<0.05(**) Istatistiksel anlamlilik, 0.001<=p<0.01(***) Yiiksek
diizeyde istatistiksel anlamlilik, p>0.10 (ns) istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

RANKL eksprasyon seviyesinin 2. ve 6. hafta arasindaki degisimi Sekil 4.17°de
gosterilmistir. CH-CU-Ti uygulanan grupta 2. ve 6. haftalar arasinda RANKL eksprasyon
seviyesinde anlamli fark bulunmamistir. NM-Ti, CH-Ti ve CU-Ti uygulanan gruplarda,

RANKL eksprasyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artis goriilmiistiir.

RANKL

= = mm 6H

-

ns
] I 4_I
0- T T T T
NM CH cu CH-CU

Gireeell mRNA ckspresyon seviveleri

Sekil 4.17. 2. ve 6. haftalar arasindaki RANKL eksprasyon seviyeleri
0.01<=p<0.05(**) Istatistiksel anlamlilik, 0.001<=p<0.01(***) Yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik,
p>0.10 (ns) istatistiksel olarak anlaml farklilik saptanmamigtir.
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2. ve 6. haftadaki OPG gen eksprasyon seviyelerinin gruplar arasindaki farklilar:
Sekil 4.18’de gosterilmistir. Formasyon evresinde tiim gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklar elde edilmisken maturasyon evresinde bu, gruplar arasinda
degiskenlik gostermistir. NM-Ti-6h grubu ile CH-Ti-6h grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmamistir. OPG eksprasyon seviyesi CU-Ti-6h grubunda
kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir. Bununla birlikte

CH-CU-Ti-6h grubu diger gruplara kiyasla yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik

gostermistir.
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Sekil 4.18. OPG eksprasyon seviyeleri
0.05=<p<0.1(*) Sinirda anlamlilik, 0.01<=p<0.05(**) Istatistiksel anlamlilik, 0.001<=p<0.01(***)
Yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik, p>0.10 (ns) istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

OPG eksprasyon seviyesinin 2. ve 6. hafta arasindaki degisimi Sekil 4.19’da
gosterilmisgtir. CH-Ti uygulanan grupta OPG seviyelerinde azalma ve RANKL
seviyelerinde artma goriilmektedir. CU-Ti uygulanan grupta OPG seviyesinde degisiklik
goriilmemistir. CH-CU-Ti uygulanan grupta ise OPG seviyesi istatistiksel olarak anlamli

derecede artarken RANKL seviyesinde istatistiksel olarak anlamli degisiklik yoktur.
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Sekil 4.19. 2. ve 6. haftalar arasinda OPG eksprasyon seviyeleri
0.05=<p<0.1(*) Simrda anlamlilik, 0.001<=p<0.01(***) Yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik, p>0.10
(ns) istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

2. ve 6. haftadaki RUNX2 gen eksprasyon seviyelerinin gruplar arasindaki
farkliliklart Sekil 4.20°de gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla CH-Ti ve CH-CU-Ti
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamlilik mevcuttur. Bununla birlikte CU-Ti
uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli farklilik
gorilmemistir. CH-Ti ve CH-CU-Ti uygulanan gruplarin RUNX2 eksprasyonu agisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilig1 bulunmamaktadir.
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Sekil 4.20. RUNX2 eksprasyon seviyeleri
0.01<=p<0.05(**) Istatistiksel anlamlilik, 0.001<=p<0.01(***) Yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik,
p>0.10 (ns) istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

Sekil 4.21 RUNX2 gen eksprasyonunun 2. ve 6. haftalar arasindaki degisimini

gostermektedir.
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Sekil 4.21. 2. ve 6. haftalar arasinda RUNX2 eksprasyon seviyeleri
0.01<=p<0.05(**) Istatistiksel anlamlilik, p>0.10 (ns) istatistiksel olarak anlaml1 farklilk saptanmamustir.

2. ve 6. haftadaki OC gen eksprasyon seviyelerinin gruplar arasindaki farkliliklar
Sekil 4.22’de gosterilmistir. Formasyon evresinde kontrol grubuna kiyasla diger
gruplarda istatistiksel anlamlilik gozlenmistir. Maturasyon evresinde ise CH-CU-Ti-6h
grubunda, kontrol ve diger gruplara gore yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik

mevcuttur.

ocC oc

Gorecc mRNA ckpresyon seviyeleri
Gilreceli mRNA ekpresyon seviveleri

NM-2h CH-2h CU-2h  CH-CL-2W NAM-6h Cll-6h CU-6h  CH-CU-6h

Sekil 4.22. OC eksprasyon seviyeleri
0.05=<p<0.1(*) Sinirda anlamlilik, 0.01<=p<0.05(**) Istatistiksel anlamlilik, 0.001<=p<0.01(***)
Yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik, p>0.10 (ns) istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

Sekil 4.23 OC gen eksprasyonunun 2. ve 6. haftalar arasindaki degisimini
gostermektedir. Maturasyon evresinde tim gruplarda OC seviyelerinde diisiis
goriilmektedir. Buna ragmen CH-CU-Ti-6h grubunda diger gruplara gére OC seviyesi

istatistiksel olarak ytiksek diizeyde anlamlilik gosterir.
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Sekil 4.23. 2. ve 6. haftalar arasinda OC eksprasyon seviyeleri
0.001<=p<0.01(***) Yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik, p>0.10 (ns) istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmamustir.
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5. TARTISMA

Ortopedi, travmatoloji, plastik cerrahi ve dental implantoloji alanlarindaki
biyomedikal uygulamalarda en 6énemli konu; implantlarin biyouyumluluklarimin yiiksek
olmasi, viicut icerisinde milkemmel bir korozyon direncine sahip olmas1 ve kemikle hizli
bir sekilde biitiinleserek osseointegrasyon saglayabilmesidir. Osseointegrasyon, 6zellikle
dental implantlarin klinik basarisi i¢in ¢ok énemlidir. Giiniimiizde yapilan ¢alismalarda
da osseointegrasyon diizeyini ve hizimi artirarak, dental implantlarin klinik basarisini
artirmak, yiikleme oncesi bekleme siiresini kisaltmak ve kemik hacminin yetersiz oldugu
durumlarda daha kisa implantlarin kullanilabilmesinin 6niinii agmak amaciyla bir¢ok yeni
yontem gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu amagla yapilan ¢alismalarin bir kism1 implantin
yiv karakteri ve sekli tizerinde dururken; diger bir kismi da implantin yiizey 6zelliklerini
degistirerek, implantlarin klinik basarisini artirmayr amaglamaktadir.}*® 14 Kemik igi
implant  yerlestirilmesini  takiben iyilesme siiresini  kisaltmak, materyalin
biyouyumlulugunu artirmak ve daha iyi bir osseointegrasyon diizeyine ulasabilmek
amaciyla yapilan arastirmalar, biyoaktif 6zellikteki cesitli biyolojik veya kimyasal
trtinlerle, implant yilizeyinin kaplanmasi veya bu iriinlerin lokal veya sistemik
uygulamalarin1 icermektedir. Bu amacla literatiirde trombositten zengin plazma,
simvastatin, rekombinant insan kemik morfogenetik proteini-2 (rhBMP-2) ve melatoninle
birlikte rekombinant fibroblast biiyime faktori-2 (rhFGF-2) gibi materyaller
kullaniimigtir 145148

Son ¢aligmalar ise; kitosan kaplamalarin, osseointegrasyonu saglamak igin
geleneksel kalsiyum fosfat ve hidroksiapatit kaplamalara veya ylizey piiriizliligint
artiran islemlere etkili bir alternatif olabilecegini dnermektedir.* Calismamizda kitosanin,
osteojenik ve bakteriyostatik ozelliklerinin yani sira kemik-implant arayiiziinde

osseointegrasyonun saglanmasi icin antibiyotikleri, biyoaktif ajanlari, biiylime
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faktorlerini ve bazi iyonlar1 tasimasit ve bunlarin kontrollii salimini gergeklestirme
potansiyelinden yararlanip kurkumin ile kombine ederek, bu biyoaktif polimerlerin
histolojik ve molekiiler diizeyde osseointegrasyona etkilerini degerlendirmeyi amacladik.

Literatiirde, kitosan veya kurkuminin; kemik iizerine olan biyolojik etkilerinin ve
osseointegrasyonun degerlendirilmesi amaciyla yapilan preklinik in vivo ¢aligmalarda
cogunlukla ratlar ve tavsanlar tercih edilmigtir, 149151

Sendyk ve ark. yapmis oldugu; kemik implant temasinin (BIC), mekanik testlerin
ve histolojik verilerin degerlendirildigi sistematik review ¢alismasinda, kriterlere uygun
olarak degerlendirmeye dahil edilen 17 hayvan ¢alismasindan %82’sinin (14 calisma)
ratlar tizerinde, %18’inin (3 ¢alisma) tavsanlar tizerinde oldugu goriilmistiir. Ratlarda
yapilan bu c¢aligmalar; tibia iizerine 1.0 mm kalinliginda 1.5 mm genisliginde titanyum
plaklarin yerlestirildigi, 2 ve 4 haftalik takipleri igeren arastirmalardir.t>2

Histing ve ark. deney hayvanlarindan rat ve farelerin, boyutsal olarak kiigiik ve
diistik maliyetli olmalar1 nedeniyle avantajli laboratuvar hayvanlar1 olduklarini
belirtmislerdir. Ayni zamanda oda sicakligl, nem ve yem standardizasyonunun
saglanabilmesi yoniiyle de laboratuvar hayvanlarinin kullanimlari1 ¢aligmalarda kolaylik
saglamaktadir. >

Dereka ve ark. osteoporotik ve/veya osteopenik bir grup ve saglikli bir kontrol
grubu iceren, dental implant osseointegrasyonunda BIC degerlerinin histolojik olarak
degerlendirildigi sistematik review c¢alismasinda, en yaygin deneysel modelin 41
calismada (% 71.93) kullanilan rat modeli oldugu belirtilmistir. Calismada kullanilan
hayvanlarin yasinin heterojen olarak, 30 giinden 11 aya kadar degistigi, 1 calismada

implantlarin  femur mediiller kanalina, 3 g¢alismada iyilesmis post-ekstraksiyon

soketlerine ve 1 calismada da maksiller ark icine yerlestirildigi rapor edilmistir.'>*
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AbuMoussa ve ark. yaptigi bir ¢calismada otuz ii¢ ratin femur bdlgesine bilateral
olarak 20 mm uzunluk, 1.2 mm ¢apta titanyum grade 5 implantlar yerlestirilmistir.
Implantasyondan énce vida boslugu, kontrol grubu 0.1 ml salin, tedavi gruplari 1 mM
asetazolamid soliisyonu veya 0.7 mM zoledronik asit soliisyonu ile yikanmuistir. 4 haftalik
takip sonrasi 6tenazi yapilarak femurlar mekanik ve radyografik degerlendirme i¢in izole
edilmistir. Calisma sonuclar1  zoledronik asit enjeksiyonunun implantlarinin
osseointegrasyonunu iyilestirme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.t*

Berley ve ark. subkiitandz yerlestirilmis mini-ozmotik pompalarla verilen yiiksek
seviyelerde plazma nikotininin, hem kisa hem de uzun vadede rat femurlarinda, titanyum
implantlarin osseointegrasyonun ve kemik gelisimi {lizerinde bir etkiye sahip olup
olmadigini arastirdiklart ¢alismada, 30 adet rat 4 gruba ayrilarak her bir ratin femur
bolgesine, 1 mm c¢apinda ve 2 mm uzunlugunda, kumlanmis, asitle piiriizlendirilmis
yiizeye sahip dissiz silindirik implantlar yerlestirilmistir. 2 ve 4 haftalik takiplerin
ardindan Otenazi uygulanarak rat femurlari, biyomekanik testler ve mikro-CT
degerlendirilmesi i¢in alinmistir. Bulgular, sistemik nikotine maruz kalma sonucu kemik
gelisimi  ve remodelasyonda O©nemli bir fark olmamasina ragmen, implant
yerlestirilmesinden 2 ve 4 hafta sonra Ozellikle titanyum implantlarin
osseointegrasyonunun olumsuz ydnde etkiledigi yoniindedir.®

Siqueira ve ark. 2.2 mm ¢ap ve 4 mm uzunluktaki titanyum implantlar1 rat
mandibulalarina yerlestirerek 2 ve 4 haftalik kontrol sonrasi histolojik inceleme ile
kemik-implant arayiiziinii degerlendirmislerdir. Kronik fiziksel stresin implant
osseointegrasyonu iizerine etkilerinin incelendigi bu caligmada, osseointegrasyonun
erken donemlerinde kronik fiziksel stresin etkili olabilecegi, osseointegrasyonun son

siirecinin ise bu durumdan etkilemedigi sonucuna varilmistir,*’
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Literatiirde femur iizerine yerlestirilen vida boyutuyla ilgili farkliliklar
bulunmaktadir. Calismamizda 2.2x4 mm boyutlarinda titanyum grade 5 vidalar rat
femurlarina uygulanmistir. Kemik remodelasyonunun formasyon asamasina ek olarak
kurkuminin etkinliginin maturasyon asamasindaki devamliligint goérmek icin 2 ve 6
haftalik takip periyodu uygun goriilmiistiir.

Kitosan, biyomateryal arastirmalarinda kullanilan umut verici dogal maddelerden
biridir ve doku miihendisligi uygulamalarinda kullanim i¢in birka¢ temel 6zellik saglar
(biyolojik olarak parcalanabilir, biyouyumlu, bakteriyostatik vb).1*® Bu polimer, hemen
hemen her uygulama i¢in diger biyomateryaller ile kolayca birlestirilebilir, hizla biyoaktif
kaplamalara donitistiiriilebilir ve implantasyon bolgesine biiyiime faktorleri ve ilaglarin
etkili bir sekilde iletilmesini saglar.?>®

Literatiire bakildiginda kitosanin kemik dokudaki farkli etkilerini inceleyen
arastirmalar mevcuttur. !> 105 107 | ahiji ve ark. yapmis oldugu in vitro ¢alismada
osteoblast ve kondroblast hiicrelerini normal lameller ve kitosan kapli lameller {izerine
ekerek 2 hiicre kiiltiir grubu arasindaki farkliliklar1 arastirmislardir. Kitosan kapli lameller
tizerine ekilen gruplarda hiicrelerin morfolojik 06zelliklerini koruyarak, fenotipik
ozelliklerini gerceklestirdigi ve 7 gilinliik kiiltiir periyodu sonunda insan osteoblastlarinin
%90’1indan fazlasinin canl kaldigi gézlenmistir. Arastirmacilar, bu bulgular 1s18inda
kitosani, kemik ve kikirdak doku miihendisligi i¢in umut verici bir biyomateryal olarak
degerlendirmislerdir.'’

Muzzarelli ve ark. 10 hasta iizerinde yaptig1 calismada, hastalara gdmiilii yirmi
yas disi ¢ekimi sonrasi, sokete jel formda kitosan uygulanmistir. 7. giin, 1. ay ve 6. aylarda
hastalardan periapikal radyograflar alinmistir. 1. ve 6. aylarda ise kitosan uygulanan
soketlerden alinan biyopsiler histolojik olarak incelenmistir. Postoperatif 6. ayda alinan

radyografiler, trabekiiler yapinin tiim ¢ekim boslugunda mevcut oldugunu ve ¢evreleyen
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kemik dokusuna benzedigini ve kitosanin g¢ekim soketinden tamamen emildigini
gostermistir. Histolojik analiz ise radyografilerle uyumlu olarak, trabekiiler yapiya sahip
yeni kemik olusumunu, lakuna i¢inde bulunan kollajen demetlerini ve osteosit benzeri
hiicreler ile iligkili mezenkimal osteoblastik elementleri gdstermistir.'®

Kitosan matrikslerin osteoindiiktif ve osteokondiiktif etkilerinin incelenmesi
amactyla Lee ve ark. yapmis oldugu calismada, hazirlanan kitosan matriks icerisine
platelet kaynakli biiytime faktorii (PDGF-BB) ve poli-L-laktik asit (PLLA) yerlestirilerek
in vitro ve in vivo olarak arastirilmistir. Calisma sonucunda doku miihendisligi ve kemik
doku ikamesi igin gelistirilen kitosan matrikslerin, kemik iyilesmesini ve
remodelasyonunu 6nemli oOlgiide destekledigi ve kontrolli PDGF-BB salimini
gerceklestirdigini gosterilmistir. Bu nedenle kitosan matrikslerin, dental implantoloji,
ortopedi, plastik cerrahi alanlarinda yapilan rekonstriiktif cerrahilerde kontrollii ilag salim
stratejilerini ve doku miihendisligini gelistirmede kullanilabilecegi belirtilmisgtir. 6

Calismamizda kitosan ile beraber kullanilan kurkumin; diisiik emilim orani ve
zaylf suda ¢oziiniirliigii nedeniyle, genellikle biyoyararlanimini artirmak ve terapotik
uygulamalarda kullanmak i¢in uygun hale getirilmek iizere 6zel olarak tasarlanmis
tasiyicilar ile birlikte formiile edilir. Bu nedenle kurkuminin kitosan nanokapsiiller veya
hidrojeller ile tasindig1 ¢cok sayida farmakolojik ¢alisma bulunmaktadir,161-164

Asefi ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada kurkumin igeren kitosan hidrojeller gelistirerek
ortodontik dis hareketleri sirasinda uygulanmak {izere ratlarda kullanmiglardir.
Hidrojeller, %50 kurkumin igeren 0.03cc kitosan veya jelatinin ultrasonik cihaz
kullanilarak santrifiij edilmesiyle olusturulmustur. Hidrojellerden kurkumin salimi hem
in vitro hem in vivo olarak Ol¢lilmiistiir. Standartizasyon saglandiktan sonra calisma
modeli olusturulmustur. Calisma modeli 40 ratin 4 gruba (negatif kontrol/NC, pozitif

kontol/PC, kurkumin emdirilmis jelatin hidrojel/G, kurkumin emdirilmis kitosan
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hidrojel/Ch) ayrilmasi ile olusturulan bir split-mouth, tek kor ¢calismadir. Ortodontik dis
hareketlerini saglamak icin rat maksillalarina Ni-Ti aparey yerlestirilmistir. Hidrojeller
ise birinci molar disin mezial kokii hizasinda bukkal mukozaya enjekte edilmistir. Aparey
21 giin stireyle uygulanmistir. Ratlarin sakrifiye edilmesinden sonra alinan maksillalar
uygun kalinlikta kesilerek histolojik olarak incelenmistir. Histolojik analizler sirasinda
parametreler olarak; hawship lakunalarin sayisi, osteoklast sayisi, kan damari sayisi ve
kok rezorpsiyonu miktar1 incelenmisti. G ve Ch gruplarinda tiim incelenen
parametrelerin sayisinda PC grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir azalma
izlenmistir. Bu yoniiyle ¢alisma sonuglari, bizim ¢aligmamiza paralel olarak, kurkumin
uygulamasinin osteoklast sayisinda anlamli Olglide azalma ile sonuglandigini ve
ortodontik dig hareketleri sonucu olusan kok ve kemik rezorpsiyonunu azalttigini
gostermistir. Bu nedenle kurkuminin lokal kullanimi arastirmacilar tarafindan kemik
rezorpsiyonunun dniine gegmek igin dnerilmistir. 1%

Kurkuminin kemik rezorpsiyonu iizerindeki baskilayic1 etkisi Ozaki ve ark.
yaptig1 calismada doz bagiml olarak gosterilmistir.’® Ayrica Bharti ve ark. kurkuminin
RANKL sinyal yolu iizerinden osteoklastogenezde baskilayict etkisi oldugunu
dogrulamistir.?!  Calismamizda  kurkuminin  bu  etkisinden  yararlanilarak,
osseointegrasyon sirasindaki kemik rezorpsiyonu evresinde olusabilecek asir1 kemik
kaybinin dnlenmesi ve vida etrafinda yeni kemik olusumunun saglanmast i¢in biyoaktif
kaplama materyali olarak kullanilmigtir.

Kemik fraktiir iyilesmesinde kurkuminin etkileri {iizerine de ¢alismalar
yapilmustir. 1% 150 Li ve ark. 36 rat iizerinde femur fraktiir modeli olusturarak yaptig:
calismada, kurkumin sistemik yolla kullanilarak kirik iyilesmesine etkisi arastirilmistir.
Femurun corpus bolgesinde olusturulan horizontal fraktiir hattina Kirschner teli

yerlestirilmistir. 2 ve 6 haftalik takiplerle radyolojik ve histolojik incelemeler yapilmistir.
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Radyolojik bulgular kurkumin ile tedavi edilen grupta ikinci haftada olusan kallusun daha
kalin oldugunu ve diger gruplara gore fraktiir hattindaki iyilesmenin daha belirgin
oldugunu gostermistir. Histolojik olarak kurkumin ile tedavi edilen gruptaki kemik
trabekiilleri eski kemik ile benzer olarak goriilmiistiir ve sayilan ortalama osteoblast sayisi
591.08 £ 14.53 olarak bulunmustur. Kontrol grubundaki kemik trabekiillerinin ise eski
kemikle daha az oranda birlesmis oldugu, trabekiiler bosluklarin daha genis, trabekiiler
kalinligin ise daha az oldugu goriilmiistiir. Osteoblast sayis1 ise 536.36 = 17.42 olarak
bulunmustur. Calisma sonuglari, otofaji inhibitorii olarak kullanilan 3-metiladenin ile
kombine kullanilan kurkuminin, kemik remodelasyonunu destekledigi yoniindedir.*>°
Rat femur fraktiir modelinde yapilan bir baska ¢alismada Safali ve ark. fraktiir
olusumu ardindan kirik hattina kirschner teli yerlestirmislerdir. Sistemik olarak
uyguladiklart kurkuminin kirik iyilesmesi tizerindeki etkilerini radyolojik, histolojik ve
biyomekanik testlerle postoperatif 14. ve 28. giinlerde degerlendirmislerdir. 2 haftalik
radyolojik ve histolojik incelemelerde toplam kallus capi/femoral cap kiyaslanarak
kontrol grubuna oranla kurkumin uygulanan grupta daha az kallus olusumu izlenmistir. 4
haftalik iyilesmenin kontrolii i¢in diisiik yogunluklu kemigin yiiksek yogunluklu kemige
oranina bakilmistir. 2 haftalik bulgularin aksine 4 haftalik iyilesme oranlarinin kurkumin
grubunda daha 1yi seviyede oldugu fakat istatistiksel olarak anlamli farkliliklar olmadigi
goriilmiistiir. Biyomekanik inceleme sonuclarinda da anlamli farkliliklar bulunamamastir.
Bu nedenle arastirmacilar kurkuminin kemik remodelasyonu tizerindeki etkilerinin dogru
anlasilabilmesi i¢in uzun vadeli takip c¢aligmalarinin yapilmas1 gerekliligini
savunmuslardir. Calismamizin takip siiresi belirlenirken, kurkuminin kemik maturasyonu
ve osseointegrasyonu iizerine etkisinin dogru degerlendirilmesi amaglanarak, bu faktor

dikkate almmistir.4°
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Calismada uygulanan titanyum vida iizerine kitosan ve kurkumin biyoaktif
kaplamanin, kaplama yontemi ve kaplama karakterizasyon teknikleri de literatiir temel
aliarak belirlenmistir.

Titanyum ylizeylerin silanizasyon yontemi kullanilarak kitosan ile kaplandigi bir
calismada, kitosan kaplanan titanyum plaklarin mekanik, ¢6ziinme ve hiicre kiiltiir testleri
yapilarak, kaplamanin uygunlugunun ¢ok yonlii kontrolii yapilmistir. Silanizasyon ile
kaplama yonteminin Ustiinliigliniin arastirildigr bu galisma, silan bagli kaplamalarin
dayanikliliginin, ¢ozelti dokiimii yontemi ile titanyuma baglanan kitosan kaplamalarin
dayanikliligindan 6nemli 6lglide fazla oldugunu gostermistir. Silan ile baglanan kitosan
kaplamalar, hiicre kiiltiirii ortaminda 8 hafta iginde minimum degradasyona ugramistir ve
kitosan ile kaplanmamig titanyum kontrollere kiyasla, kaplanan yiizeylerde artmis
osteoblastik hiicre adezyonu ve proliferasyonu gozlenmistir. Cozelti dokiimii yontemi ile
yapilan kaplamalarin dayanikliliginin yeterli olmamasina ek olarak karmasik geometrik
sekilli yiizeyleri kaplamak igin uygun bir ydntem olarak goriilmemektedir.l%
Silanizasyon yontemi ile yivli yiizeylerde ¢ozelti dokiim yontemine gore dayanikli
kaplamalar saglanabilir fakat kaplama zamanla fizyolojik kararliligini yitirerek
biyobozunuma ugrar. Bu degredasyon sirasinda doku igerisine gluteraldehit salimi olur
ve bu dokuya zarar verir.1?3

Yan ve ark. in vitro osteoblast ve bakteri kiiltiir ¢aligmasinda; titanyum ylizeyler,
hidroksiapatit-giimiis- kitosan (HA/Ag/CS) ile farkli voltaj dereceleri uygulanarak, EPD
yontemi ile kaplanmigtir. Kaplamanin fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in kaplanmis
yiizeyler XRD ve SEM ile analiz edilmistir. Yiizeyden salinan kalsiyum (Ca) ve glimiis
(Ag) miktar1 FTIR analizi ile dl¢iilmiistiir. Calisma sonuglarina gore; antimikrobiyal
etkiye sahip, kemik rejenerasyonunu ve revaskiilarizasyonu tesvik eden HA/AQ/CS

nanokaplamalar, bu arastirmada EPD yontemi ile Ti yilizeyde basariyla tiretilmistir.

69



Elektrokimyasal biriktirme modeli, darbe potansiyeli 0-1,3V olarak ayarlanan
kaplamalarin agregasyonunda daha faydali olmustur ve esit sekilde dagitilmis kiiresel
nanopartikiillerle kaplama olusturmustur. Iyonik salim incelemeleri, CS'nin iyonlarin
salim oranm diislirdiigiinii ve kaplamalarin fizyolojik kararliliklarini iyilestirdigini
gdstermistir.> Bu nedenle calismamizda, teknigin avantajlart da gdz &niinde
bulundurularak, diger kaplama ydntemlerine gore daha dayanikli bir kaplama elde
edebilmek i¢in EPD ydntemi secilmistir. Voltaj degerleri de biyoaktif kaplamanin
agregasyonunu saglamak icin -0.5V ile 1.5V araliginda belirlenmistir. EPD yontemi ile
toz veya soliisyon halindeki malzemelerin, karmasik yapili elektrotlar {izerine homojen
birikmesi saglanabilir.'?® Diger kaplama yontemleri ile kolayca elde edilemeyecek
derecede stokiyometrik, yiiksek saflikta malzeme birikmesine olanak saglamasi ve metal-
fiber ag yapilar1 gibi karmagsik yapilar iizerine kaplama yapilabilmesi sebebiyle
biyomedikal uygulamalar icin EPD 6nemli bir avantaj olusturmaktadir.'® Yan ve ark.
calismanin antibakteriyel testleri, kitosan kaplamalarin Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Candida albicans ve Pseudomonas aeruginosa gibi bakterileri inhibe etmede iyi
performans gosterdigini ve antibakteriyel oranmmin %100'e ulastigin1 kanitlamstir.
Osteoblast benzeri hiicreler, osseointegrasyonun artirmanin temeli olan kaplama
yiizeyine adezyon, proliferasyon ve farklilagsmada {istiin performans sergilemistir. Dahasi,
kitosan kaplamalarin disindaki vaskiiler endoteliyal hiicrelerde (VEC) de benzer sonuglar
bulunmustur, bu da malzemelerin vaskiilarizasyonu indiikleme potansiyeline sahip
oldugu anlamina gelir. Bu in vitro osteoblast kiiltiir ¢alismasi, kitosan gibi biyoaktif
malzemelerin biyouyumluluk ve osteogenezde olumlu sonuglar1 oldugunu da
gdstermistir.®

Cometa ve ark. yapmis oldugu calismada titanyum levhalar {izerine

elektrodepozisyon yoluyla kitosan ve glimilis kaplama uygulanmigtir. Kaplamanin
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morfolojik ozellikleri XPS ve AFM(Atomik Force Microscpy) ile analiz edilmistir.
Kitosan tizerinden giimiis salimi ise ICP-MS(Inductively Coupled Plasma — Mass
Spectrometer) ile Ol¢iilmiistiir. Giimiis modifiye kitosan kaplamanin antimikrobiyal
aktivitesinin arastirilmasi amaciyla Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa
kiiltiirlerinde bekletilen titanyum levhalar daha sonra osteoblast kiiltiirtinde 7 giin siire ile
bekletilmistir. Caligmanin sonucu olarak, EPD yontemi ile kaplanan titanyum yiizeyin
topografyasinin, EPD parametrelerinin uygun sekilde diizenlenmesi ile istenen sonuglarin
elde edilebilecegi belirtilmistir. Kitosan iizerine eklenen giimiisiin, 21. giine kadar ortama
salindig1 ve antibakteriyal etki gosterdigi gdzlenmistir.’

Wang ve arkadaslarinin kegi iliak krestinden elde ettikleri kemik iligi stromal
hiicre kiiltiirii ile yaptiklar1 calismada, grade 5 titanyum plaklar 2 gruba ayrilarak
elektrodepozisyon yontemi ile kalsiyum fosfat (CaP) ve kalsiyum fosfat-kitosan (Cap-
Ch) malzeme ile kaplanmistir. Kaplamanin karakterizasyonu XRD analizleri ile
yapildiktan sonra, hiicre kiiltiiriine uygulanan titanyum plaklardaki hiicre adezyonu SEM
ile dl¢lilmiistiir. 1 ve 3 giinliik kiiltiirler SEM altinda incelendiginde CaP kaplanan plaklar
tizerinde yalnizca birkag hiicre gézlenirken CaP-Ch ile kaplanan plaklar iizerinde biiyiik
miktarda kemik iligi stromal hiicresi gézlemlenmistir. Daha yiiksek biiyiitmelerde, bu
hiicrelerin kitosan ile uygun sekilde birlestigi bulunmustur. Bu birlesmenin; kitosanin,
ekstraseliiler —matriksteki  glikozaminoglikanlara yapisal olarak benzerliginden
kaynaklandig: diistinlilmiistiir. Buna ek olarak kaplama materyaline kitosanin eklenmesi
ile kitosan agreganlarin, kalsiyum fosfat globiillerini sararak kaplamanin dayanikliligini
artirdig1 da gozlenmistir. 16’

Literatiire bakildiginda kaplamanin kalitesinin 6l¢iilmesi i¢in kullanilan yaygin
yontemlerin XRD ve SEM oldugu goriilmektedir. XPS yonteminde 10 nm derinlige kadar

6l¢lim yapilabilir. Bu yontemle daha derin yiizeylere ulasilmasi i¢in kaplama yiizeyinde
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erozyon yapilmasi gerekmektedir.!* TEM yonteminde de benzer sekilde incelenecek
materyalin kalinliginin, elektronlarin gegirilebilmesi igin ¢ok ince olmasi gerekmektedir.
Incelenecek materyali, bu yontemin uygulanabilecegi hale getirmek zordur.!*! Ayrica
TEM yontemi ile yiiksek ¢oziiniirliikte gortintiiler elde edildiginden, incelenen materyalin
cok kiictik bir boliimii izlenebilmektedir. Bu sebeple, daha genis alan1 gosterebilen ancak
daha diisiik ¢oziiniirlikte goriintii verebilen sistemlerin kullanilmasindan sonra, bu
mikroskopik teknigin kullanilmas1 &nerilmektedir.'®® Bu inceleme yonteminin kitosan
kaplamalarinin karakterizasyonunda, SEM ve FTIR spektroskopiyle birlikte kullanildigi
rapor edilmektedir.'®® SEM yontemi, kaplama kalmliginin ve yiizey morfolojisinin
kolayca incelenmesine olanak saglar. Bunun yani sira in vitro ve in vivo ¢aligmalarda
kaplama yiizeyindeki hiicresel aktiviteyi de gosterdigi i¢in siklikla basvurulan bir analiz
yontemidir. > 102142, 170,171 X RTy yntemi; kristalize yapilarin ve film tabakasi seklindeki
kaplama yiizeylerinin kristallografik yapisi, kimyasal kompozisyonu ve fiziksel
Ozelliklerinin ~ belirlenmesi  i¢in  kitosan-kurkumin  biyoaktif  kaplamalarin
karakterizasyonunda kullanilan énemli bir yontemdir.*3® 140171 By yiizden ¢aligmamizda
kaplamanin karakterizasyonu icin bu iki ydntem tercih edilmistir. Ozellikle SEM ile
kitosan-kurkumin film tabakasinin morfolojik ozellikleri farkli  biiyiitmelerle
gosterilmistir. Elde etti§imiz SEM goriintiileri daha 6nce yapilan ¢alismalarla uyumlu
bulunmustur.* 170172

Kitosan ve kurkumin biyoaktif kaplamanin lokal etkinliginin molekiiler diizeyde
degerlendirilmesi icin literatiirdeki onceki ¢alismalara paralel olarak OPG, RANKL,
RUNX2 ve OC genleri RT-PCR yontemi kullanilarak ¢alismamizda incelenmistir.

Xiao ve ark. g¢aligmalarinda ratlarda olusturulan deneysel periodontitis tedavisi
icin oral yolla sistemik kurkumin uygulamislardir. Buna ek olarak gingival fibroblast

hiicre kiiltiiriinde NF-xB, OPG/SRANKL, IL-1B ve TNF-o seviyelerine ELISA ydntemi
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kullanilarak bakilmistir. ELISA bulgular1 kurkumin ile tedavi edilen grupta NF-xB ve
sRANKIL (¢oziinebilir RANKL) seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla daha diisiik, OPG
seviyesinin ise daha yiiksek oldugu yoniindedir. Deneysel periodontitis modeli micro-CT
ve histolojik yontemler kullanilarak analiz edilmistir. Bu analizler sonucu mandibular
birinci ve ikinci molar arasindaki alveolar kemik kaybinin ve inflamasyonun, kurkumin
ile tedavi edilen gruplarda daha az oldugu gériilmiistir.!”® OPG ve RANKL'!n
ekspresyonu/aktivasyonu, alveolar kemik rezorpsiyonu ve metabolizmasi i¢in ¢ok
onemlidir.}™* 17 Osteoklastlar; RANKL/RANK sinyallemesinin diizenlenmesi ile
monosit/makrofaj onciilerinden farklilagirlar. OPG, RANKL'a baglanarak ve RANK'a
baglanmasim dnleyerek kemigi asir1 rezorpsiyondan koruyan bir proteindir.t’® 177 Xiao
ve ark. galigmalarinda ise gingival fibroblastlardan elde edilen SRANKL ve OPG’nin
parakrin sekresyonu ile alveolar kemik metabolizmasini kesintiye ugratabilecegi
disiiniilmistiir. Dolayisiyla, OPG/sRANKL orani onemli bir belirleyici olmustur.
Calisma sonuglarina gore, gingival fibroblastlarin  kiiltiir ~ siipernatantlarinda
OPG/sRANKL oranmi1 kurkumin ilavesi ile artmistir. Bu nedenle kurkuminin osteoklast
aktivasyonunu azaltarak alveolar kemik rezorpsiyonunu hafifletebilecegi kabul
edilmistir.1”

Cirona ve ark. diyabetik ratlarda (diabetus mellitus/DM), kurkuminin kemik
defekti iyilesmesi ve implant osseointegrasyonu {izerine etkilerini arastirdiklar:
caligsmada, deney hayvanlart 5 gruba ayrilmistir: plasebo (DM + PLAC), insiilin (DM +
INS), kurkumin (DM + CURC), insiilin ve kurkumin (DM + CURC + INS) ve kontrol
grubu (non-DM). Rat tibalarina 2.2x4 mm ¢apinda titanyum implantlar yerlestirilmis ve
kalvaryaya trepan frezle kritik boyutta kemik defekti agilmistir. Postoperatif 30. giinde
doku ornekleri alinarak histolojik-histomorfometrik analizler, tork testi ve gen analizleri

yapilmistir. OPN(osteopontin), OPG, RANKL, RUNX2, BMP-2(bone morfojenik
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protein 2), B-katenin, Osx(osterix) gen eksprasyonlari i¢in qPCR (quantitative PCR)
yapilmistir. Defektten alinan doku, histolojik olarak incelendiginde, DM+CURC+INS
grubunda yeni kemik olusumu miktarinin, non-DM grubuna benzer olarak, en fazla
oldugu goriilmiigtiir. Periimplant bolgeden alinan doku Ornekleri ile yapilan qPCR
sonucunda ise DM+CURC ve DM+CURC+INS gruplarinda, DM+PLAC grubuna gore
daha fazla RUNX2 gen eksprasyonu goriilmiistiir. RANKL/OPG orani, DM+CURC ve
DM+CURCHINS gruplarinda non-DM grubuna benzer olarak, DM+PLAC grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur.®? Bu ¢alismanin sonuglar1 bizim
calismamizin sonuglarina kismen paraleldir. Bizim ¢alismamizda da kurkumin uygulanan
gruplarda RANKL eksprasyonu diisiikken OPG eksprasyonu yiiksektir. Bu da
kurkuminin, RANKL-OPG yolu iizerinde etki gostererek osteoklastogenezi baskiladigini
destekleyen bir bulgudur. CH-CU-Ti-2h ve CU-Ti-2h gruplart histolojik olarak
incelendiginde osteoklast sayilarinda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli
bir diisiis olmasi da bu bulguyu dogrulamaktadir. Calismamizda CH-Ti uygulanan grupta
OPG seviyelerinde azalma ve RANKL seviyelerinde artma goriilmektedir. Bu durum
histolojik bulgular da dikkate alindiginda CH-Ti uygulanan gruplarda, CH-CU-Ti
uygulanan ve CU-Ti uygulanan gruplara oranla zayif osseointegrasyonu gostermistir.
CH-CU-Ti uygulanan grupta ise 6. haftada RANKL seviyesindeki azalma ile birlikte
artmis OPG diizeyi osseointegrasyon i¢in gereken kemik formasyonunun devam etmekte
oldugunu gostermektedir. RUNX2 eksprasyonu ise en yiiksek CH-Ti uygulanan
gruplarda olmakla beraber CH-CU-Ti uygulanan gruplarda kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlaml1 derecede yiiksek bulunmustur. Kemik formasyonu agamasinda
RUNX2 gen eksprasyon seviyesinin yiiksek olmasi osteoblastik aktivitenin bir
gostergesidir. Kemik maturasyonu asamasinda ise RUNX2 eksprasyonun azalmasi

beklenmektedir.®* CH-Ti-6h grubunda RUNX2 eksprasyonunun kontrol grubuna oranla
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istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek olmasi, bazi numunelerde histolojik olarak
gordiigiimiiz vida etrafinda kartilaj doku olusumu ile iliskili olabilir. RUNX2 geninin
kondroblastik farklilasmay1 da diizenledigi bilinmektedir.®t CH-CU-Ti-6h grubunda
RUNX2 eksprasyonunun kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek olmasi ise RUNX2 geninin, OPG gen aktivasyonunda rol almasi ile ilgili
olabilir.? Bu grupta OPG eksprasyonunun kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. Fakat Cirona ve ark. ¢alismalarinin aksine
bizim ¢alismamizda, CU-Ti uygulanan gruplarda, RUNX2 gen eksprasyonu kontrol
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Calismamizin
histolojik analiz bulgular1 Cirona ve ark. ¢alismasina benzer olarak yeni kemik olusumu
acisindan CH-CU-Ti uygulanan gruplarda ileri diizeydedir. Bu arastirmacilar; bu bulgular
1s18inda bizim goriistimiizle benzer olarak kurkumin uygulamasinin, titanyum implant
etrafindaki kemik remodelasyonunu iyilestirdigini ve kemik defektlerinin onariminda
alternatif bir yaklasim oldugunu savunmustur.®?

Bumgardner ve ark. in vitro tavsan modelinde yaptig1r ¢aligmada 2x4 mm’lik
titanyum pinler kullanilarak kitosan kaplama ve CaP kaplamalarin osseointegrasyon
tizerine etkileri degerlendirilmistir. Kaplamalar ¢ozelti dokiimii ve silanizasyon
yontemleri kullanilarak yapilmistir. Kaplamanin fiziksel 6zellikleri bizim ¢alismamizda
oldugu gibi SEM ile degerlendirilmistir. Tibiaya yerlestirilen pinler postoperatif 2, 4, 8
ve 12. haftalarda histolojik olarak analiz edilmistir. 4 haftalik kitosan pin i¢eren gruplarda
fibrotik doku gozlenmistir. 2 haftalik 6rneklerde yeni olusan bag dokusu ve yeni kemigin
kaplanmis vidalarla ve eski kemikle direkt temasta oldugu gozlenmistir. Implantasyon
sonras1 12. haftada aliman Orneklerde her ii¢ grupta da benzer sekilde yeni kemik
olusumunun mevcut oldugu gozlenmistir. Calismanin sonuglari, kitosanin implant

osseointegrasyonunu saglayabildigi, kemik-implant arayiiziinde geleneksel CaP
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kaplamalarla benzer sonuglar verdigi ve ilaglar veya biiylime faktorleri gibi terapotik
ajanlarin verilmesi i¢in avantajlar sunabilecegi yoniindedir.* Bizim ¢alismamizda ise CH-
Ti-2h grubunda fibrotik doku yogunlugunun diger gruplardan fazla oldugu bulunmustur
fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (0,240). CH-Ti-6h gruplarinda ise
histolojik incelemelerde bazi 6rneklerde vida etrafinda kartilaj doku ve yabanci cisim
reaksiyonu gozlenmistir. CH-CU-Ti gruplarinda herhangi bir yabanci cisim reaksiyonu
olusmamasimin nedeni, kitosana eklenen kurkuminin antiinflamatuar 6zelliginden
kaynaklaniyor olabilir.t"8180

Suo ve ark. Ti yiizeylerin HA, CH ve grafin oksit (GO) ile EPD ydnteminde
kaplanarak rat tibialarinda 3 aylik siire ile takip edildigi ¢alismasinda biyomekanik testler,
molekiiler ve histolojik analizler, mikro CT degerlendirmeleri yapilmistir. Caligmada 40
rata HA-Ti, GO/HA-Ti, CH/HA-Ti ve GO/CH/HA-Ti uygulanarak her grupta 10 hayvan
iceren 4 grup elde edilmistir. Ti ylizeylerin karakterizasyonu FTIR ve XRD ile
yapilmistir. Calismada in vitro hiicre kiiltliriiniin kaplanmis yiizeylere baglanma
potansiyeli de Olgiilmistiir. Bunun i¢in alinan SEM goriintiilerinde izlenen CH
kaplamanin mikroskobik yapist c¢alismamizdaki SEM goriintiileri ile benzerlik
gostermektedir. Yiizeye baglanan hiicrelerde OPG ve OC genlerinin eksprasyon
miktarini belirlemek i¢in qPCR yapilmistir. CH/HA-Ti ve GO/CH/HA-Ti gruplarinda
OPG ve OC’nin mRNA ekspresyon seviyeleri, 3. ve 7. giinlerde HA-Ti ve GO/HA-Ti ile
karsilastirildiginda 6nemli bir artis gostermistir (p <0.05).8! Bizim calismamizin
sonuglarinda, CH-Ti-2h grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda OPG ve OC diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli artis (p<0.05), CU-Ti-2h ve CH-CU-Ti-2h gruplarina goére
daha az miktarda OPG ve OC diizeyi izlenmistir (p<0.05). CH-Ti-6h grubunda ise kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamli fark izlenmemistir. OC, sadece osteoblastlar tarafindan

salgilanan ve viicudun metabolik regiilasyonunda rol oynadigi diisiiniilen bir protein
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hormondur.%® % En yiiksek OC miktarmnin CH-CU-Ti uygulanan gruplarda olmas1 ve OC
eksprasyonunun kemik maturasyonu asamasinda diger gruplarda diismiis olmasina
ragmen CH-CU-Ti-6h grubunda, formasyon asamasindaki seviyesine yakin miktarda
olmasi, bu grupta osteoblastik aktivitenin hala devam etmekte oldugunu gosteren 6nemli
bir bulgudur ve osseointegrasyonu saglamada, kitosan-kurkumin biyoaktif kaplamanin
faydali oldugunu diistindiirmektedir. Bunlara ek olarak g¢alismamizda RUNX2 ve
RANKL gen eksprasyonuna da bakilmistir. CH-Ti uygulanan gruplarda diger gruplara
oranla daha fazla RUNX2 ekprasyonu gozlenmistir (p<0.05). Bu bulgular 11ginda kemik
formasyonu agamasinda kitosanin osteoblastik aktivite tizerinde olumlu etkisi olabilecegi
diistinilmiistir. Suo ve ark. kaplama karakterizasyonun ardindan Ti yiizeyleri rat
tibialarinin mediiller kanalina uygulamistir. 3 ay sonra deneklerin sakrifiye edilmesi ile
doku ornekleri alinarak histolojik ve mikro-CT analizleri yapilmistir. CH/HA-Ti ve
GO/CH/ HA-Ti igin yeni kemik alan1 (BV) ve kemik-implant temas alan1 (BV1), HA-Ti
ve GO/HA-Ti oranlarindan anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). En yiiksek
BV ve BVI oram1 GO/CH/HA-Ti grubunda bulunmustur.®® Bizim ¢alismamizin
histolojik analizlerinde ise; yeni kemik olusumu, fibrotik doku yogunlugu ve osteoklast
sayist incelenmistir. Elde edilen bulgulara gére CH-CU-Ti uygulanan gruplarda yeni
kemik olusumunun en fazla oldugu goriilmiistiir. Calismamizda tek basina kitosan
uygulamasinin yeni kemik olusumunun formasyon asamasinda kontrol grubuna oranla
daha etkili oldugu goriilmiistiir. Fakat olugan yeni kemigin maturasyon asamasinda CH-

Ti-6h grubu, kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlaml farklilik géstermemistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Kitosan ve kurkumin kaplamanin osseointegrasyon tiizerine etkisini arastirmak

icin yaptigimiz deneysel ¢alismamizin sonucunda;

1. Kurkumin  uygulamasmin  kemik  remodelasyonunu  hizlandirarak
osseointegrasyon tizerine olumlu etkisinin oldugu,

2. Kitosan ve kurkuminin beraber kullaniminin ortamda uzun siireli kurkumin
varligini saglamasi ile kurkuminin antirezorptif ve antiinflamatuar etkilerinden
daha ¢ok yararlanildigi,

3. Tek basina kitosan uygulamasinin erken donem kemik olusumu sirasinda
osteoblastik aktiviteyi artirici etkisi bulundugu,

4. Kitosanin osseointegrasyonu giiclendirmek adina piiriizlii yilizey olusturma ve
yeni kemik olusumunu artiracak diger maddelerin tasiyicisi olarak
kullaniminin dogru olabilecegi diisiiniilmiistiir.

5. Daha kesin sonuglara ulasabilmek i¢in Kitosan ve kurkuminin farkli dozlarda
ve farkli voltaj sevilerinde uygulanarak kaplama kalitesinin artirilmasi ile
kemik remodelasyonunu osseointegrasyon lehine artirdigini  gosteren
biyokimyasal, mekanik ve radyolojik calismalarin yapilmasit gerekliligi
gorilmiistiir. Bu anlamda deneysel c¢alismamiz, tiim bu ileri deneysel

caligmalarin yapilabilmesi i¢in bir basamak olmustur.
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