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Ratlarda Olusturulan Kritik Boyutlu Kalvaryal Defektlerde Bakteriyel Seliiloz Temelli
Hidroksiapatit (BS-HAp) Nanokompozitinin Kemik Olusumu Uzerine Etkisi

The Effect of Bacterial Cellulose Based Hydroxyapatite (BC-HAp) Nanocomposite on Bone Formation in
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Oz

Bu ¢aligmada, sicanlarda kritik boyuttaki kalvaryal defektlerde bakteriyel seliiloz-hidroksiapatit (BS-HAp) kompozitinin kemik
rejenerasyonundaki potansiyelinin degerlendirilmesi amaglanmustir. Komagataibacter xylinus S4 izolatindan elde edilen BS-HAp
taramali elektron mikroskobunda (SEM) incelenerek icerigindeki Ca ve P iyonlarinin yogunlugu tespit edilmistir. Ratlarda olusturulan
kalvaryal defektlere elde edilen BS-HAp dondurulup kurutularak uygulanmistir. 4. ve 8. haftanin sonunda alinan érnekler histopatolojik
olarak incelenmistir. SEM sonuglarina gore BS lifleri, ince demetler halinde olup fibril ¢ap: 42,11 nm olarak tespit edilmistir. HAp,
BS pelikiline dahil olarak iceriginde yiiksek oranda Ca ve P elementleri saptanmugtir. Yapilan in-vivo deneylerin sonunda 4. haftada
herhangi bir kemik olusumuna rastlanmamistir. BS-HAp grubunda diizgiin bag doku olusumu gézlenmistir. 8. haftanin sonunda
BS-HAp grubunda biyomateryal komsulugunda yeni kemik alanlari izlenmistir. Komagataibacter xylinus S4 izolatindan elde edilen
BS-HAp biyomateryal olarak kullanildiginda 8. haftada yeni kemik olusumunu indiklemistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel seliloz, Biyomateryal, Hidroksiapatit, Kemik rejenerasyonu, Rat

Abstract

'This study, it was aimed to evaluate the potential bone regeneration effect of bacterial cellulose-hydroxyapatite (BC-HAp) composite
in calvarial defects of critical size in rats. BC-HAp obtained from Komagataibacter xylinus S4 isolate was examined under a scanning
electron microscope (SEM), and the concentration of Ca and P ions in its content was determined. BC-HAp was freeze-dried and
applied to calvarial defects. Samples taken at the end of the 4 and 8" weeks were examined histopathologically. According to SEM
results, BC fibers were in thin bundles and the fibril diameter was determined as 42.11 nm. As HAp is included in the BC pellicle,
high levels of Ca and P elements were detected in its content. At the end of the in-vivo experiments, no bone formation was found in
the 4™ week. Uniform connective tissue formation was observed in the BC-HAp group. At the end of the 8" week, new bone areas
were observed in the BC-HAp group adjacent to the biomaterial. When BC-HAp obtained from Komagataibacter xylinus S4 isolate
was used as a biomaterial, it induced new bone formation at 8 weeks.
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1. Girig

Dis kaybs, siniis pnématizasyonu, periodontal hastalik, fa-
siyal ve dentoalveoler travma, odontojenik ve odontojenik
olmayan kistler ve timorler, oral patolojik lezyonlar ve daha
bircok durumda alveoler kemik defektleri olugmaktadir
(Tolsunov vd. 2019). Normal anatomik ¢ergeveyi korumak,
bos alani ortadan kaldirmak, estetik restorasyon ve dental
implant yerlestirmek adina, olugan bu defektlerin rekons-
tritksiyonu gerekir. Defektin i¢ini doldurup fiziki bir yap1
saglayan kemik ve kemik yerine gecen materyaller kullanil-
maktadir. Bu materyallerin genel ismi “kemik grefti” olarak
geemektedir. Kemik greftleri; osteogenezisi, osteoindiiksi-
yonu ve osteokondiksiyonu aktive etmek i¢in kullanilmak-
tadir (Nandi vd. 2010). Giintimiizde kalsiyum fosfat (trikal-
siyum fosfat ve hidroksiapatit), kalsiyum silfat ve biyoaktif
cam gibi seramik bazli malzemeler, yeni mineralize doku ve
greft materyali arasinda yakin bag olusturmasi nedeniyle
siklikla kullanilmaktadir (Boccaccini ve Blaker 2005, La-
urencin vd. 2006). Ozellikle hidroksiapatit (HAp) kemige
benzer yapist ve kompozisyonu dolayisiyla kemik rejeneras-
yonu uygulamalarinda yaygin kullanimi (Wang vd. 2007)
onun osteojenik olmayan osteokondiiksiyon &zelliginden
kaynaklanmaktadir. Sentetik HAp, osteointegrasyon orani-
n1 arttirmak icin implant ¢evresinde basariyla kullanilmigtir

(Moore vd. 2001).

Guintimuzde farkli nanokompozit tiirlerinin (organik-inor-
ganik, inorganik - inorganik ve biyo-organik nano malze-
meler), ila¢ iletimi, kanser tedavisi, tibbi gorintileme ve
kimyasal algilama gibi biyomedikal alanlarda kullanimlarina
izin verilmistir (Bramhill vd. 2017). Nanokompozit gelis-
tirmede yogun olarak arastirilan bir polimer olan bakteriyel
seliiloz (BS), su tutma kapasitesi yiiksek oldugu i¢in yaraya
nemli bir ortam saglar ve yaranin iyilesmesini destekler. Yii-
zeyindeki hidroksil gruplarinin fazlalifi nedeniyle, tretim
sirasinda ya da dretildikten sonra kolaylikla modifiye edi-
lebilmekte ve 6zellikle yaralarda mikroorganizma geligimini
engellenmek amaciyla antimikrobiyal 6zellikler kazandiril-
maktadir (Czaja vd. 2006, Oliveira vd. 2016). BS lifleri ke-
mik kollajenine benzer bir yapiya sahiptir bu ytizden kemik
rejenerasyonu icin kullanimi alanininda yapilan aragtirmalar
son yillarda artmigtir (Vadaye vd. 2018). BSden elde edilen
membranlar, kritik ve kritik olmayan kemik defektlerinin
rekonstriiksiyonu i¢in bariyer membran olarak kullanimig-
tir (Lee vd. 2015). BS’nin tretim miktari, kompozisyonu
ve buna bagl olarak biyolojik 6zellikleri de tiire spesifiktir
ve bu hem teknolojik hem de bilimsel amaglar i¢in dikkate
alinmasi gereken 6nemli bir degiskendir. Modifiye edilme-
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mis seliilozun antibakteriyel ve antibiyofilm etkisi ilk kez ye-
rel izolatimiz olan Komagataibacter xylinus $4 (K. xylinus) ile
yapilan ¢alismamizda gosterilmistir (Top vd. 2021). BSlerin
ozellikleri ve HAp'in etkili osteojenik yetenegi ve glici goz
6nine alindiginda, bunlar1 kemik rejenerasyonu i¢in hem
biyo hem de mekanik 6zelliklere sahip hibrit yap: iskelele-
rine entegre etmek umut verici bir strateji olarak gérilmek-

tedir (Liu vd. 2021).

Piyasada kullanilan ¢ok sayida greft materyallerin pahali ol-
mast ya da kolaylikla ulagilamamas: gibi dezavantajlarindan
dolay1 BS kaynakli yeni tibbi malzemelerin tiretimi ve selii-
lozun alternatif biyo-materyal potansiyeline ilgiyi ¢ekmistir.
Literatirde K. xy/inus S4 susundan elde edilen BS-HAp'in
kemik rejenerasyonuna etkisini degerlendiren bir calig-
ma bulunmamaktadir. Bu baglamda sunulan makale, BS-
HAp'tan elde edilen materyalin kemik rejenerasyonuna olan
etkisinin degerlendirildigi ilk ¢aligmadir. BS’ nin fizikokim-
yasal 6zelliklerine ve HA'nin kemik rejenerasyonuna 6nemli
katilimina dayanarak, bu ¢aligmanin amaci, ratlarda olugtu-
rulan kritik boyutlu kalvaryal defekt modelinde K. xylinus
S4 susundan elde edilen BS-HAp nanokompozitinin kemik
rejenerasyonu potansiyelini degerlendirmektir.

2. Gereg ve Yontemler
2.1. Bakteriyel Seliiloz Uretimi

Caligmada, seliiloz trettigi bilinen Komagataibacter xylinus
S4 yerel izolat kullanilmistir (Top vd. 2021). Bakteri, Pa-
mukkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Bakteriyoloji
Laboratuvari kaltir stoklarindan temin edilmigtir. BS tre-
timi icin M1AOS5P5 besiyeri (glukoz 10 gr/l, yeast extract
10 gr/l, pepton 7 gr/l, asetik asit 1.5 gr/l ve 10 ml/1 etanol)
kullanilmistir (Cakar vd. 2014). Kiltir 30°C'de 3 ile 4 glin
inkiibe edilmis ve ylizeyde olusan seliiloz pelikili nazikge
alinmig ve distile su ile 6n yikama iglemi yapilmigtir. Daha
sonra besiyerinden gelebilecek tim kalintilarin uzaklagtiril-
masi i¢in seliiloz pelikili 0,5 M NaOH igerisinde 90°C'de
30dk bekletilmistir. Bu iglem iki kez tekrarlandiktan sonra
BS, NaOH ile muamele edilmistir. Son olarak, nétr pH'’ya
ulasana dek distile su ile yikanan BS, analiz i¢in buzdolabin-
da saklanmugtir.

2.2. Hidroksiapatit Sentezi

Hidroksi apatit (HAp) sentezi, Fosfat ve Ca onciilleri olarak
(NH,)2HPO, ve Ca(NO,).4H,O ¢ozeltileri kullanilarak
in vitro kimyasal ¢okelim metodu ile gerceklestirilmistir.
Bunun i¢in 6ncelikli olarak 0,6 M (NH,) 2HPO, ve 1,0 M
Ca(NO,).4H,O ¢ozeltilerinin pH’lar1, konsantre NH,OH
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ile 10,2’ye ayarlanmistir. Fosfat iceren ¢ozelti, kalsiyum
iceren ¢ozeltiye 70 °Cde damlatilarak ilave edilmis ve
48 saat boyunca oda sicakliginda karigtirlmistir. Olusan
cokelti (HAp partikilleri) toplanmis ve 4 kere distile su
ile yikanmigtir. 60 C'de 24 saat kurutulan HAp partikilleri
ogutilerek toz haline getirilmistir (Grande vd. 2009).

2.3. Bakteriyel Seliiloz-Hidroksiapatit kompozit (BS-
HAp) Sentezi

Homojen biyomimik mineralizasyon reaksiyonun ger¢ekle-
sebilmesi igin bakteriyel seliiloz 0,1 M CaCl, ¢ozeltisinde
37°Cde 3 giin inkiibe edilerek aktiflestirildi. Daha sonra
HAp mineralizasyonunu baslatmak i¢in BS, 1,5xSBF’de
37°Cde 7 ile 14 gin inkibe edildi. Elde edilen BS-HAp
kompoziti liyofilize edildi (Hong vd. 2006). Olusturulan
kafa defektine yerlestirilmek tizere dondurulup kurutuldu.

Sentetik Viicut Sivis1 (SBF); NaCl (99.5%), NaH-
CO, (99.5%), KCI (99.0%), Na,HPO4.H O (99.5%),
MgCl,.6H,0 (99.0%), Na,SO,, (CH,OH),CNH, (99.5%),
CaCl,.H,0 (99.0%) ve HCI gibi kimyasallardan olus-
maktadir. 960 mL distile su igerisine sirasi ile 6,5456
gr NaCl; 2,2682 gr NaHCO3; 0,373 gr KCI; 0,1419 gr
Na,HPO,.2H,O eklendikten sonra sicaklik 37°C’ye ¢ikaril-
di. 0,3049 MgCl,.6H,0; 9 mL 1M HCI; 0,3675 gr CaCl,.
H,0; 0,071 gr Na SO,; 6,057 gr (CH,OH),CNH, eklen-
dikten sonra 30 mL. 1M HCI kullanilarak pH 7,4 ayar-
landi. Her bir kimyasal distile su igerisine eklendiginde tger
dakika karigtirildi. Hazirlanan SBF, BS-HAp sentezinde
kullanilmak tizere +4 C%de muhafaza edildi (Tas 2000).

2.4. Taramal1 Elektron Mikroskobu Gériintiileri (SEM

goriintiileme)

BS-HAp materyalinin morfolojik yapisi, Pamukkale Uni-
versitesi Ileri Teknoloji Uygulama ve Aragtirma Merkezi'nde
(Denizli) Taramali Elektron Mikroskop (SEM) analizi ile

incelenmistir.
2.5. Hayvan Deneyi

Buaragtirma, Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir (PAUHDEK-2018/19).
Caligmamizda alti adet erkek 320-400 gr Wistar rat (2-3
aylik) kullanilmigtir. Tim hayvanlar 22+1 °C'de 12 saatlik
kafeslerde

Ratlar, 6tenaziye kadar yeteri kadar kemirgen yemi ve su

aydinlik/karanlik  doéngisiinde

tutulmugtur.

almistir. Deneyler Pamukkale Universitesi Deneysel Cerrahi
Uygulama ve Aragtirma Merkezi'nde gergeklestirilmigtir.
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2.5.1 Cerrahi Iglemler

Calismada tim iglemler steril ortamda gerceklestirilmis olup
hayvanlarin anestezisi intramuskiiler enjeksiyon yontemi
ile 10 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun 2%, Bayer,
1stanbul,Turkey) ve 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar,
Eczacibagi-Warner Lambert, Istanbul, Turkey) kullanilarak
yapilmistir. Genel anesteziyi takiben ratlarin kafa bolgesi
tiras edilip povidone iyot ile kafa derisi dezenfekte
edilmistir. Rat kafa derisinde kalvaryal kemigin bitimine
kadar bir kesi atilarak kafa derisi ve periost, kalvaryadan
ayrilmigtir. Bunu takiben ratlarin kalvaryalarinda parietal
kemigin saginda ve solunda 5Smm’lik defektler trepan frez
ve steril salin sogutmas ile agilmistir (Alpan vd. 2016). Sol
defekt bolgesine, BS-HAp'tan olusturulan greft materyali
defektin ¢ap: kadar hazirlanip yerlestirilmigtir. Sag defekt
ise bos birakilmistir (Sekil 1). Daha sonra periost greft
stabilizasyonu ve defekt beslenmesini saglamak icin 5-0
poliglaktin 910 (Vikril Jonson&Johnson/ethicon) ile siitiire
edilmigtir. Kafa derisi ise 4-0 ipek sitiir ile suture edimistir.
Postoperatif olarak ratlara 50 mg/kg Seftriakson (Cephaxon-
Toprak) i.m. ve 4 mg/kg Carprofen (Rimadyl- Pfizer) 20 cc
flakon 3 giin siire ile subkiitan6z olarak verilmistir. Ratlar,
4 ve 8 haftalik iyilesme periyodundan sonra 200 mg/kg
i.p. sodyum pentotal enjeksiyonu (Petothal, Abbott, ABD)
kullanilarak sakrifiye edilmistir.

2.5.2. Histolojik Analizler

Histopatolojik incelemeler i¢in defekt alanlarindan alinan
ornekler %10 nétr formalin ile sabitlendi. 2 glinlik fiksas-
yondan sonra numuneler EDTA (etilendiamintetraasetik
asit) (0,1 M) solisyonunda 1 hafta stireyle dekalsifiye edildi.

Sekil 1. Rat
kalvaryasindaki
caligma gruplarinin
goriintlsi. Sol defekt
bolgesinde BS-HAp,
sag defekt bolgesi bosg
birakilmigtir.
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Lektemiir Alpan, Dogan, Denizli, Ozmen / BS-HAp Nanokompozitinin Kemik Rejenerasyonuna Etkisi

Ardindan doku 6rnekleri otomatik doku isleme ekipmani
(Leica ASP300S, Leica Microsystem, Nussloch, Almanya)
tarafindan rutin olarak iglendi. Parafin bloklarina gémilmis
orneklerden 5 mikron kalinliginda seri kesitler, tam otoma-
tik doner mikrotom (Leica 2155, Leica Microsystem, Nuss-
loch, Almanya) ile alindi. Daha sonra histopatolojik ince-
lemeler i¢in Hematoxylin-Eosin (HE) ile boyanan kesitler
15tk mikroskobunda incelendi. Defekt alanindaki kemik iyi-
lesme bolgesi asagidaki gibi puanlandi. Histomorfometrik
parametreler ve hesaplamalarda;

Toplam iyilesme alani (THA; mm?), defekt kapanma orani
(DCR;%), yeni olusan kemik alani (NFB; mm?) ve artik
materyal alani (RMA; mm?) hesapland: (Jung vd. 2015).
Lezyon bolgesindeki osteoblast ve osteoklastlarin sayisi
1,23 mm? alanda (400 X biytitme) sayild: (Araujo vd. 2015).
Morfometrik analizler Image] (Ulusal Saghk Enstitileri,
Bethesda MD) kullanilarak yapildi.

2.6. Istatistiksel Analiz

Calismanin verileri SPSS ver 21 ile degerlendirilmistir.
Gruplarin  kargilagtirilmast Mann-Whitney U testi ile
gerceklestirilmigtir. 4. Hafta ve 8. Hafta verileri ise Wilcoxon
testi ile degerlendirilmigtir. Anlamlilik dizeyi 0.05 olarak
alinmugtir.

3. Bulgular ve Tartigma

Bu ¢alismada, yerel bir izolat olan K. Xylinus 84 ile tretilen
BS-HAp nanokompozitinin, ratlarda olugturulan kalvaryal
defektler tizerine olan kemik rejenerasyon potansiyeli deger-
lendirilmigtir. Farkli analizlerde gozlemlenen sonuglar, BS-
HAp nanokompozitinin, ratlarda olusturulan kritik boyutlu
defektlerde 8. haftada kemik rejenerasyonunu destekledigi
sonucuna varlmistir. BS; Azotobacter, Pseudomonas, Sal-
monella and Sarcina ventriculi, Pseudomonas, Salmonella ve
Sarcina ventriculi gibi belirli bakteri tirleri tarafindan hiicre
dig1 olarak sentezlenen bir materyaldir. Bunlar arasinda en
etkili ve dolayisiyla seliiloz Gretimi igin en ¢ok kullanilan
bakteriler Gluconacetobacter xylinum, Gluconacetobacter han-
senii ve Gluconacetobacter pasteurianustur (Torres vd. 2019).
Komagataeibacter cinsinin seliiloz Gretme kabiliyeti ile dik-

kat ¢ekici oldugu bulunmusgtur (Wang vd. 2018).

Hem saflign hem de yiksek derecede biyouyumluluk
ozelligi ile bakteriyel seliiloz, kemik doku mithendisligi
igin potansiyel bir iskele gorevi gérmektedir. Ozellikle
toksik olmamasi ve yiliksek sisme yeteneginden dolay: BS,
biyomedikal uygulamalarda dogal ve sentetik polimerler
arasinda on plana ¢tkmistir (Svensson vd. 2005). Kollajen ve
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jelatin ile kiyaslandiginda, BS hayvansal kaynakli olmadig:
i¢in alerjik de degildir (Fontana vd. 1990). BS, ags: ultra
ince fiber yapisi nedeniyle 6nemli mekanik o6zellikler
gosterir. BS’nin mekanik 6zellikleri, bitki selilozundan daha
glclidir (Wahid vd. 2021). Yapay HAp, kemigin dogal
HAp'1 ile ayn1 kimyasal ve kristal yapiya sahiptir ve kemik
rekonstriiksiyonu i¢in kullanilmaktadir. Bu baglamda, esitli
caligmalar, herhangi bir toksisite olmaksizin osteoblast
hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirarak kemik onarimi i¢in BS

ile HAp'i arastirmigtir (Favi vd. 2016, Grande vd. 2009).

BS ve BS-HApin morfolojik gorinimleri SEM ile
incelenmis ve mikrograflar Sekil 2'de verilmistir. BS lifleri,
ince demetler halinde olup fibril cap1 42,11 nmdir. Farkli
ortamlardan elde edilen BSnin morfolojik gérinimi
ve fibriler yapisi farklilik gosterir. Ornegin Jung ve
arkadaglarina (Jung vd. 2010)'na gore BS, ultra ince seliiloz
fibrillerinden olusan retikiiler yapidadir ve bu fibrillerin
cap1 gliserollu ortamda yaklasik 65-80 nm iken, glukozlu
ortamda 75-90 nmdir. Gliserol ve melas iceren ortamdan
elde edilen seliilozun fibril ¢ap: ise 35-70 nmdir (Vazquez
vd. 2013). Acetobacter xylinum selilozik fibrilleri ise 128-207
nm arasinda degismektedir (Gayathry ve Gopalaswamy
2014). Caligmamizin SEM goriintiilerine gore HAp, kiiresel
globiiler yapidadir (Sekil 3). BS-HAp kompozitinde ise, BS
liflerinin HAp kuresel globiillerin tizerini homojen olarak
kapladig: ve bu kiiresel globillerin kiimeler halinde oldugu
gérilmiistiir. Ince seliiloz fibrillerin daha kalin demetler (173
nm) halinde olmas: BS ve HAp arasinda giigli baglanmay1
gostermektedir. Ayrica BS-HAp kompozitinin SEM-
EDS analizi, HAp'nin kimyasal yapisinda bulunan P ve Ca
elementlerin yogunlugu dikkati ¢ekmistir. Bu elementlerin
varligi, HAp'in BS pelikiiliine dahil oldugunu dogrulamistir
(Sekil 3).

Caligmamizda BS ile HAp entegre edilerek, kemik rejene-
rasyonunda kullanilmak tzere potansiyel bir biyomateryal
elde edilmeye ¢aligilmigtir. Aragtirmalar, BS bazli hidrojel
yapt iskelelerinin doku rejenerasyonu uygulamas: igin po-
tansiyel bir biyomateryal haline gelebilecegini géstermistir
(Jiang vd. 2018). BS biyouyumlu bir biyopolimerdir ve yiik-
sek kristallik, ultra ince ag yapist ve yiiksek su emme ka-
biliyetine sahiptir. BS’nin bu 6nemli yapisal ve fonksiyonel
ozellikleri, kas-iskelet/doku miuhendisligi/kemik biyomii-
hendisligi uygulamalarinda 6nemini artirmaktadir (Basu
vd. 2018). Betatrikalsiyum fosfat (3-TCP), okta-kalsiyum
fosfat (OCP) ve HAp gibi biyoaktif kalsiyum fosfat dolgu
maddeleri, biyomateryalin osteoiletim ve osteoindiiksiyon

ozelliklerini iyilestirir (Muthukumar vd. 2016) ayrica HAp
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Sekil 2. Bakteriyel selliloz (A)
ve Hidroksiapatitin (B) SEM

goriinimi.

901

3 7 s

ke

SE MAG: 30000 x HV: 20.0 AV WO: 5.0 mm CE— Owe W22010 21230 FM W 200 P 7 b g
Spectrum: Objects 2637
E1l1 AN Series unn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)
[wt. %) [wt.%]) [at . %] [wt.%])
Ca 20 K-series 25.46 32.16 16.62 0.78
O 8 K-series 21.62 27:.31 35.35 327
C [3) K-series 15.57 19.67 33.92 2:61
P 15 K-series 8.94 11.29 Te DS 0.38
Cl 17 K-series 5.08 6.42 3% 19 0.20
Na 11 K-series 2.09 2.64 2.38 Q.17
Mg 12 K-series 0.40 0.50 0.43 0.05 Sekil 3. BS-HAp

kompozitinin SEM ve SEM-
EDS analizi.

kemigin ana bilesenlerinden biri oldugundan ¢alismamizda

HAp kullanim tercih edilmigtir.

Calisgmamizda 4 haftanin sonunda dekalsifikasyon sonrasi
ilk 3 ratin kafatasinin temporal bélgesinde olusan lezyon-
lardan kesitler alindi. BS-HAp uygulanan bélgede diizglin

246

bir bag dokusu olusumu gérilirken, bos defekt bolgesin-
de agir1 enflamasyon izlendi (Sekil 4). Bos defekt grubuna
gore BS-HAp grubunda artmis osteoblast sayisi ve azalmig
osteoklast sayist saptandi (Cizelge 1). Bu asamada her iki
grupta da kemiklesme saptanmadi. 8 haftalik 6rneklerde ise
BS-HAp grubunda yeni olusan kemik adaciklari goriliir-
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ken, bos defekt bolgesinde, belirgin bir iltihabi reaksiyon  dogru minimal kemik olusumu gériildi (Sekil 5). 8. haftada
gorildi. BS-HAp uygulanan defekt alanlarinin ¢evresinden ~ BS-HAp grubunda 4. haftaya gore anlaml sekilde artmig
kemik olusumu ve ¢ok sayida kemikli adacik izlendi. Bos  osteoblast sayisi saptand: (Cizelge 1).

defekt bolgesinde defekt sinir alanindan, defekt merkezine

Sekil 4. 4. hafta histopatolojik kesit gortintiileri HE boyama. BS-HAp grubunda (A, B, C) defektli kisminin altindaki normal kemik
alaninin (ok bast) Gzerindeki defekt yerinde yeni olusan bag dokusu alani (ok). Bos defekt grubunda (D, E, F) belirgin enflamatuvar
reaksiyon (ok), defekt altinda normal kemik dokusu (ok bas1), enflamatuvar reaksiyon (beyaz ok), HE, Olgek cubuklari= 200,100,
40pum (sirasiyla Gstten alt siraya).

/
s > Myl

4 2 o ; & 7h

Sekil 5. 8. hafta histopatolojik kesit goruntiileri HE boyama. BS-HAp grubunda bag dokusunda yeni olusan kemik dokusu (A, B,
C) (oklar), Bos defekt grubunda (D, E, F) ¢cok siddetli enflamatuvar reaksiyon (ok baslar1), HE, Scale ¢ubuklari= 200,100, 40pm
(dan sirastyla Ustten alt siraya).
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Cizelge 1. Gruplar arasinda histomorfometrik sonuglarin kargilagtirilmasi.

Toplam iyilesme alani (mm?)

Defekt kapanma orani1 (%)

Yani olusmus kemik alani (mm?)

Osteoklast sayis1

Osteoblast sayis1

BS-HAp 4. hafta 8.73+0.47*
Bos defekt 4. hafta 6.01+0.42°
BS-HAp 8. hafta 18.99+1.92¢
Bos defekt 8. hafta 11.70+1.18¢
BS-HAp 4. hafta 72.26x1.05*
Bos defekt 4. hafta 63.5622.25°
BS-HAp 8. hafta 84.90+1.63¢
Bos defekt 8. hafta 74.89+2.45°
BS-HAp 4. hafta 6.760.38°
Bos defekt 4. hafta 3.99+0.79*
BS-HAp 8. hafta 24.88+1.53¢
Bos defekt 8. hafta 10.81+1.21¢
BS-HAp 4. hafta 8.66+0.57"
Bos defekt 4. hafta 11.33+0.57°
BS-HAp 8. hafta 11.66+1.57°
Bog defekt 8. hafta 14.33+0.57¢
BS-HAp 4. hafta 10.66+0.57*
Bos defekt 4. hafta 6.00+1.00°
BS-HAp 8. hafta 23.00£1.00¢
Bog defekt 8. hafta 9.00+2.00°

*: Ayni kolonda ayni parametreye ait gruplardaki farkli harfler ortalamalar arasindaki istatistiksel farks belirtir. p<0,05

**: Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir

Yapilan bir ¢aligmada BS, pelikiilleri simiile edilmis viicut
stvisina daldirilarak HAp ile kaplanmistir. BS zarinin yiize-
yinde HAp kiireleri olusturulmus ve daha sonra siganlarda
4-8 hafta boyunca kalvaryal defektte kemik olusumu i¢in
kullanilmistir (Ahn vd. 2015). 4. hafta sonunda BS ve BS-
HAp gruplarinda defekt alaninda fibréz bag dokusu tespit
edilmistir. Tki grupta da yeni kemik olusumu ve bu alan-
larda osteoblast aktivitesi gozlenmistir. Aktif osteoblastlar
BS-HAp grubunda BS grubundan daha fazla gozlenmistir.
8. haftada ise defekt marjininde yeni kemik olusumu 4. hat-
taya gore artmis ve BS-HAp grubunda BS grubuna gore
yeni kemik olugumu daha fazla gozlenmistir. Iki grupta da
enflamatuvar reaksiyon gozlenmemistir. Bizim ¢alismamiz-
da BS-HAp etkinligi bos defekt grubuyla karsilagtirilmugtr.
Yukaridaki ¢alismadan farkli olarak ¢alismamizda 4. hafta-
nin sonunda iki grupta da kemiklesme saptanmamustir ve
enflamatuvar reaksiyon saptanmugtir. 8. haftanin sonunda
ise BS-HAp grubunda defekt cevresinde kemik olusumu
izlenmistir (Cizelge 1). Atila ve arkadaslar1 (Atila vd. 2019),
kemik dokusu miihendisligi i¢cin ATCC 10245 Glucona-
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cetobacter xylinum ile tretilen BC/jelatin/bor katkili HAp
kompozit materyali in-vitro olarak degerlendirmisler. Olug-
turulan materyal yaklagik %68-80 oraninda iyi gézeneklilik
gostermistir ve kemik dokusunun desteklenmesi ve yenilen-
mesi i¢in uygun olan SaOs-2 hicre hattinda uygulandigin-
da ALP aktivitesinin istatistiksel olarak arttirmistir. Pigos-
si ve digerleri (Pigossi vd. 2015), osteojen biiyiime peptidi
(OGP) igeren ve icermeyen bir BS-HAp kompozitini fa-
relerde olugturulan kalvaryal defekt modelinde membran
olarak uygulamuslar ve kemik onarim potansiyelini ALPL,
RUNX2, TNFRSF11B, SPP1, BGLAP ve VEGF genle-
rinin ekspresyonu yoluyla arastirmiglardir. Aragtirmacilar
caligmamizla uyumlu olarak 4. haftada defekt kenarlarinda
tim gruplarda fibréz bag dokusu olusumu gozlemisler. Ay-
rica orta derecede bir enflamatuvar reaksiyon tim gruplarda
gozlenmistir. 60. ve 90. glinde ise hi¢bir grupta enflamatuvar
reaksiyon goézlenmemigtir. Bizim ¢alismamizda 4. haftada
BS-HAp grubunda diizgiin bir bag doku olusumu tespit
edilmisken bos defekt grubunda yaygin enflamasyon goz-
lenmigtir. Bog defekt grubunda 8. haftada hala enflamatu-
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var reaksiyon gozlenirken BS-HAp grubunda enflamasyon
gozlenmemistir. Calismamizdan farkli olarak yukaridaki
calismada 4. haftada yeni kemik olusumu gézlenmisken, bi-
zim ¢alismamizda 8. haftada BS-HAp grubunda yeni kemik
olusumu goézlemledik. Bunun nedeni farkli bakterilerden
tretilen BS’lerin farkli mekanik 6zelliklerinden kaynaklani-
yor olabilir. Ayrica ¢aligilan deney hayvanlarinin farklilig ve
rejenerasyon kapasitelerinin degisikliginden kaynaklanabilir.

4. Sonuglar ve Oneriler

Sonug olarak, kemik rejenerasyonu distintldiginde, BS-
HAp'tan elde ettigimiz biyomateryal kritik boyuttaki kemik
defektlerinde kemik rejenerasyonu icin 8. haftada etkili
bulundu. Calismamizin 6n ¢aligma niteliginde olmasindan
dolay1 yapilan analizler sinirli kalmistir. K. Xylinus $4 ile
tretilen BS-HAp nanokompozitinin kemik rejnerasyonu
tizerine etkilerinin daha kapsamli aragtirilabilmesi i¢in daha
fazla sayida deney hayvan: ile farkli zaman periyotlarinda
caligilmasi, sonuglarin immiinohistokimyasal ve mikro-BT
analizleri ile desteklenmesi gerekmektedir.

Cikar Catigsmasi Beyani: Yazarlar, bu makale ile ilgili olarak
bagka kisiler ve/veya kurumlar arasinda ¢ikar catigmasi
olmadigini beyan etmektedir.

Tesekkiir: Yazarlar bu ¢aligmaya katkisi olan Burak TOP’a
tesekkiir etmektedir.

Yazarlarin Katkisi: A.L.A.: Dizayn, hayvan deneyleri,
metodoloji, veri analizi, orijinal taslak, yazim; N.M.D:
Dizayn, in-vitro tretim, metodoloji, son degerlendirme;
T.H.D: Hayvan deneyleri, laboratuvar ¢alismas;; O.O.:
Histopatolojik incelemeler, veri analizi

Aragtirma ve Yayin Etigi Beyan

Yapilan ¢alismada aragtirma ve yayin etigine uyulmustur.
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