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OZET

KONSANTRE BUYUME FAKTORU UYGULANMIS TITANYUM
YUZEYLERINDE OSTEOBLAST CEVABI

Amag: Biiylime faktorleri doku iyilesmesinin farkli evrelerinde salgilanan, implanti
cevreleyen dokunun rejenerasyon kapasitesini arttirlpp yeni kemik olusumunu
indiikleyebilen maddelerdir. Konsantre biiylime faktorii (KBF) vendz kanin
santrifiijiiyle elde edilen ve yogun ve zengin blylime faktorleri iceren trombosit
konsantreleridir. Bu c¢alismanin amaci titanyum (Ti) disk yiizeylerinin KBF ile
muamele edilmesinin osteoblast hicrelerinin proliferasyon ve diferansiyasyonlari

tizerindeki etkisini degerlendirmektir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 5 mm capinda ve 1lmm kalinliginda Ti diskler
kullanildi. Kontrol grubu olarak KBF uygulanmamais titanyum yiizeyler kullanilirken,
test grubundaki disk ylzeyleri KBF serumu ile muamele edildi. KBF serumunun
osteoblast hucreleri Uzerindeki etkisini kontrol ve test gruplar1 arasinda
karsilastirmak amaciyla; 1. ve 3.giinlerde osteoblast hiicre sayisi, morfolojisi,
proliferasyonu ve osteokalsin (OCN) seviyeleri incelendi. Uglincii, 7. ve 14. giinlerde
ise alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi degerlendirildi. Hiicre sayis1 hemositometre ile
saptandi.  Hiicre proliferasyon oranlar1 immunohistokimyasal teknik ile

degerlendirildi ve hiicre morfolojileri taramali elektron mikroskobu ile incelendi.

Bulgular: Birinci ve iigiincii giinlerde MTT testi yardimiyla hiicre proliferasyonlari
degerlendirildiginde; her iki degerlendirme periyodunda da test grubunda hiicrelerin
proliferasyon yuzdeleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yuksek bulundu
(p<0.05). ALP aktivitesi degerlendirildiginde 3, 7, ve 14. giinlerde test grubunun
absorbans degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek goriildii
(p<0.05). Birinci. Giindeki OCN seviyesi kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
yiiksekken (p<0.05); 3.giinde her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gortlmedi (p>0.05). Ancak kontrol grubunda 3.gtinde OCN aktivitesinde 1.

giine gore anlamli bir azalma g6zlendi (p<0.05).



Sonug: KBF serumu Ti diskler Gzerindeki osteoblast hiicrelerinin proliferasyonunu
ve diferansiyasyonunu kontrol grubundaki hicreler gore belirgin sekilde

arttirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Konsantre biyume faktori, alkalen fosfataz, osteokalsin,

proliferasyon, Saos-2, hicre kultura, MTT testi



ABSTRACT

OSTEOBLAST RESPONSE ON TITANIUM SURFACES TREATED WITH
CONCENTRATED GROWTH FACTOR

Aim: Growth factors are released at different stages of tissue healing and trigger
tissue repair and regeneration. They induce new bone formation around
osseointegrated implants by increasing regeneration capacity. CGF, is produced by
the centrifugal venous blood which contains intense and rich growth factors. The aim
of this study is to assess the effect of CGF that is applied on titanium discs on cell

proliferation and differentiation.

Materials and Methods: In our study, titanium discs was used. Disc surfaces in the
test group were treated with CGF serum. Titanium surface without CGF was used as
a control group. The effects of CGF serum on number of osteoblast cells,
morphology, proliferation, alkaline phosphatase and osteocalcin levels were
examined. Cells on titanium discs were cultured for 1, 3, 7 and 14 days. Cell number
was determined by hemocytometer. The rates of cell proliferation were investigated
by immunohistochemical techniques and cell morphology was examined by using

scanning electron microscopy.

Results: MTT assay indicated that the absorbance in the test group significantly
increased than that in the control group during 3-day culture period (P < 0.05). ALP
activity: the absorbance of the test group was significantly higher than that of the
control group at days 3, 7, and 14 (P < 0.05). CGF showed positive effect on

osteocalcin activity at day 1, but significant difference was not seen at day 3.

Conclusion: Our results suggest that CGF can efficiently stimulate the proliferation,

differentiation and extension of Saos-2 cells.

Key Words: Concentrated growth factor, alkaline phosphatase, osteocalcin,

proliferation, Saos-2, cell culture, MTT assay
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1.GIRIS VE AMAC

Dental implantlar, kaybedilen dislerin rehabilitasyonunda, kraniyofasiyal iskeletin
rekonstriiksiyonunda, ortodontik tedavide ankraj olarak ve distraksiyon osteogenezi ile
yeni kemik olusumuna yardimci olma islemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Brunski ve ark., 2000). Implant tedavilerinin temel hedefi hastanin ¢igneme
fonksiyonunu ve estetik ihtiyaglarii g6z oniinde bulundurarak, en hizli sekilde
uygulanan ve diisiik maliyetli restorasyonlarla, uzun siireli basar1 elde edebilmektir
(Cetin, 2012).

Implant tedavilerinin en biiyiik dezavantaji tedavi siiresinin uzunlugudur. implant
uygulamalarinin ardindan protetik siirecin baglamasi i¢in implantin yerlestirildigi kemik
icerisinde yeterli stabiliteye ulasmasi gerekmektedir. Istenen stabilitenin olusmasini
saglayan osseointegrasyon olgusu, canli kemik dokusu ile saf titanyumdan yapilmis
olan implant ylizeyi arasindaki direkt ve devamli temas anlamina gelmektedir.
Osseointegrasyon siirecinin tamamlanmasi i¢in gereken siirealt ¢enede 3-4 ay, Ust
cenede ise 6-8 ay olarak bildirilmistir (Branemark ve ark., 1997; Baker ve ark., 1999;
Dergin, 2006). Restorasyonun kisa siirede tamamlanmasinin hastalar tizerindeki olumlu
sosyal ve psikolojik etkilerinden dolayi, implantin iyilesme siiresinin kisaltilmasini
saglayabilecek yollarin arastirilmasi zorunlu hale gelmistir (Oncii, 2013). Son yillarda
bu amacla, implantlarin yiikkleme protokol siiresini diizenlemeye ve osseointegrasyon

stirecini kisaltmaya yonelik bir¢ok calisma yapildigi gortilmektedir (Kaya, 2010).

Glntimiizde osseointegrasyonu gelistirmek ve osseointegrasyon —siirecini
kisaltmak amaciyla kullanilan buyiime faktorleri, doku iyilesmesinin farkli evrelerinde
salgilanan, dokunun tamiri ve rejenerasyonunu tetikleyen ajanlardir. Ayrica bu faktorler

yeni kemik olusumunu indiiklemektedir (Bostrom ve ark., 2000).

Biiyiime faktorlerinin yogun halde bulundugu ve bireyin kendisinden elde edilen
trombositten zengin plazma (TZP), trombositten zengin fibrin (TZF) ve konsantre
bliylime faktorii (KBF) gibi ajanlar, yumusak dokunun ve kemik dokusunun
iyilesmesini indiikkleme ve hizlandirma gibi Ozellikleri nedeniyle son yillarda dis

hekimliginde kullanilmaya baglanmistir. Yapilan bazi1 calismalar sonucunda otojen



plazmadan zengin buylime faktorlerinin, implant kavitesine uygulandiklarinda implant
etrafindaki yumusak doku ve kemik rejenerasyonunu arttirdiklart ve iyilesme siiresini

kisalttiklar1 gosterilmistir (Anitua, 1999; Anitua, 2006).

T1p alaninda yapilan deneysel calismalarda, organizmanin nasil etkilenecegi veya
canlimin bu gelismelere nasil tepki gostereceginin bilinmesi gerekmektedir. Tibbi
deneylerin canli iizerinde yapilmast etik agidan bircok sorunu beraberinde
getirmektedir. Bu nedenle canli ortamin kii¢lik kopyalar elde edilmeye ¢alisilmis ve bu
mikro sistemlerin olusturulmasinda hiicre kiltiirii tekniklerinden faydalanilmistir
(Kiremitgi, 1993; Peter ve ark., 1998). Hazirlanmasi zor, son derece titizlik gerektiren
ve hassas caligmalar iceren hiicre kiiltiirii teknolojisi son yillarda buyuk ilerlemeler
kaydetmistir. In vitro ¢alismalarin temelini olusturan hiicre kiiltlirii sistemleri bugiin
birgok alanda uygulanabilirligi nedeniyle biiyiik 6neme sahiptir (Ishaug-Riley ve ark.,
1998). Ancak bu anlamda literatiir incelendiginde TZP ve TZF uygulamasinin dental
implantlarin osseointegrasyonu {izerinde etkisinin incelendigi ¢ok sayida hiicresel
calisma mevcutken (Marx, 2001; Zechner ve ark., 2003; Yamada ve ark., 2004);
ozellikle KBF’nin ¢evre dokular ve kemik hiicreleri tizerine etkisi ile ilgili veriler ise

yetersizdir (Rodella ve ark., 2011).

TZP ve TZF’ye oranla icerigindeki yiiksek miktardaki biiyiime faktorleri
sayesinde KBF’nin implant etrafindaki kemigin iyilesme hizin1 daha fazla
arttirilabilecegi, daha kaliteli kemik olusumunu saglayabilecegi ve bOylelikle
osseointegrasyon stiresini kisaltilabilecegi diisiiniilmektedir (Sacco, 2006; Park ve ark.,
2016). Bu nedenle bu calismanin amaci; KBF ile muamele edilmeyen disk yuzeyleri ile
karsilagtirma yapilarak, makinelenmis saf titanyum disk yiizeylerinin KBF ile muamele
edilmesinin in vitro ortamda osteoblast hiicrelerinin sayisi, proliferasyonu ve hiicre

metabolizmasi tizerindeki etkisinin degerlendirilmesidir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Osseointegrasyon

Osseointegrasyon, bir implantin basarisin1 veya basarisizligini tanimlayan bir
kavram olarak ilk defa Branemark tarafindan tanimlanmistir (Branemark ve ark., 1969).
Branemark ve arkadaslart (1969) osseointegrasyonu ‘‘yasayan kemik dokusu ile
titanyum implant arasinda, 151k mikroskobu diizeyinde biiylitme ile gézlenen dogrudan
temas’> olarak tamimlamiglardir. Osseointegrasyonun kavraminin temellerinin
atilmasinin ardindan Branemark ve arkadaslar1 (1986) tarafindan ‘‘canli kemik dokusu
ile ylikleme altindaki implant yiizeyi arasinda dogrudan yapisal ve islevsel baglanti’’

olarak yeniden tanimlanmustir.

American Academy of Implant Dentistry (1986) ise o0sseointegrasyonu,
“‘implanttan kemige devamli bir kuvvet iletimini ve dagilimim saglayacak sekilde,
kemikle implant arasinda kemik disinda bir doku olmaksizin kurulan baglanti’’ olarak
tanimlamistir ve istenilen bir durum oldugu diisiiniilen fibréz integrasyonun basarisizlik

olarak tanimlanabilecek bir durum oldugunu bildirmistir (Sekil 2.1).

Osseointegrasyon Tlzerine yaptiklar1 birgok c¢alisma ve klinik deneyimleri
sonrasinda Albrektsson ve Zarb (1998) ise osseointegrasyonu ‘‘klinik olarak
asemptomatik olan alloplastik materyalin rijit fiksasyonu ve bunun fonksiyonel yuk

altinda devam etmesi’’ seklinde tanimlamislardir.

Bu yiizyilin basina kadar yapilan tanimlarda osseointegrasyon sadece implant
stabilitesinin Kklinik ve histolojik gozlemleri olarak ifade edilirken; Branemark ve
arkadaglar1 (2005) osseointegrasyonu farkli agilardan yeniden tanimlamistir. Bu
tanimlamaya gore makroskobik ve mikroskobik agidan osseointegrasyon, implantla
uyumlu bir sekilde yeniden sekillenen kemik dokusunun implant yiizeyiyle temasta
olmasini ifade etmektedir ve bu iliski 151k mikroskobunda kemikle implant arasinda

bag dokusunun olmamasi ile karakterizedir



Sekil 2.1: Kontak ve fibroz osteointegrasyon (Pathan ve ark., 2015).

Makroskobik biyomekanik bakis acisina gore osseointegrasyon; implanti
cevreleyen canli kemik dokusu arasinda fonksiyonel yiikler nedeniyle hareketlilik
olmamast ve implantin belli siddetteki yiiklere karsilik, ayn1 oranda deformasyon

gOstermesi olarak tanimlanmaktadir (Skalak ve Branemark, 1995; Branemark, 2005).

Mikroskobik ve biyofiziksel bakis acisina gore ise 1stk ve elektron
mikroskobunda incelenen implant yiizeyinde normal kemik ve kemik iliginin
gozlenmesi ve bunun zamanla implanti g¢evreleyen normal kemik yapisina

dontismesidir (Skalak ve Branemark, 1995; Branemark, 2005).

Kisacasi, organize canli kemik dokusu ile implant yiizeyi arasinda
osseointegrasyonun saglanmasi ve devamliligi implant basarisi i¢in en 6nemli kriter
oldugu goriilmektedir. Bu nedenle osseointegrasyon kavraminin ve osseointegrasyona
ait biyolojik mekanizmalarin yani yeni kemik olusumunun, adaptasyonunun ve

tamirinin iyi bilinmesi oldukc¢a énemlidir.

2.1.1. Osseointegrasyon Mekanizmasi

Osseointegrasyonun gelisimi, alveoler kemikle implant arasindaki kilitlenme
(primer implant stabilitesi) ve sonrasindaki kemik birikimi ve yeniden sekillenmesi
aracilifiyla saglanan biyolojik fiksasyonu (sekonder implant stabilitesini) igermektedir
(Berglundh ve ark., 2003, Fini ve ark., 2004). Osseointegrasyonun olugsmasinda doku

tyilesmesi, tamir ve yeniden sekillenme safhalar1 birbirini izlemektedir (Carlsson ve



ark., 1986; Albrektsson ve Zarb, 1993, Rigo ve ark., 2004; Soballe ve ark., 1993;
Soballe, 1993). Bu biyolojik olaylarin devamliligi kemik-implant araytzindeki kan
hiicrelerinden salinan biiyiime ve farklilasma faktorleri tarafindan diizenlenmektedir

(Davies, 1994).

Implantasyondan sonraki konak cevabi implantin dzellikleri, fiksasyon stabilitesi
ve operasyon sirasinda ortaya ¢ikan isiya bagli kemikte olusan hasara gore degisiklik
gostermektedir (Soballe ve ark., 1993; Soballe, 1993; Rigo ve ark., 2004; Fini ve ark.,
2004). implantasyona bagli kemik dokuda olusan hasara ve histolojik olaylara karsi
iskelet yapinin cevabinda etkili olan temel basamaklar, implantin yerlestirilmesi ve
mekanik fiksasyonu sonrasinda hematom olusumu, mezenkimal doku gelisimi,
intramembrandz yolla olusan 6rgii kemik olusumu ve 6rgii kemigin ¢ikintilari iizerinde

lameller kemik olusumu seklindedir (Davies, 1994).

Yapilan ¢aligmalarda, implant yerlestirilmesini takiben implant yizeyi ile kemik
arasinda mikroskobik diizeyde yaklasik 60 um boyutunda bir bosluk oldugu tespit
edilmistir (Huikes ve ark., 1997; Futami ve ark., 2000; Colnot ve ark., 2007). Ancak
uygulanan cerrahi prosediire gore bu araligin kemigin maruz kaldig1 yaralanmaya baglh

olarak 100-500 um'ye kadar ulasabildigi gézlemlenmistir (Eriksson ve ark., 1984).

Implant ve kemik arasindaki bu bosluk operasyondan hemen sonra kanla
dolmakta ve damarlardan agiga ¢ikan kan hemoraji, piht1 veya hematom olusumuna
neden olmaktadir. Pihtiy1 takiben prostoglandin, seratonin, bradikinin gibi sitokinler
salinmaya baslamaktadir. Sitokinlerin vazodilatasyona neden olmasi ile ortama
trombositler, polimorfonikleer l6kositler, lenfositler ve makrofajlar gibi fagositik
hiicreler gelmektedir. Bu donem cerrahiyi takiben 1. ve 3. giinler arasinda yogun bir
sekilde devam etmektedir (Carlsson ve ark., 1986; Albrektsson ve Zarb, 1993; Davies,
1994).

Trombositler erken donem iyilesmede en Onemli hiicrelerdir. Trombositlerde
yabanci bir yiizeye cevaben fosfotirozin indiiksiyonu, hiicre i¢i kalsiyum artis1 ve
fosfolipidlerin hidrolizi gibi hiicre i¢i biyokimyasal farklilagsmalar ve adezyon, yayilim

ve agregasyonu da kapsayan morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler



gerceklesmektedir (Berglundh ve ark., 2003; Fini ve ark., 2004; Meyer ve ark., 2004).
Trombositlerin  aktivasyonu sonucunda, graniil igerikleri hiicre dis1 ortama
salinmaktadir. Bunun sonucunda trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve
transforme edici blylme faktor-beta (TGF-B) gibi ¢ok sayida biiylime faktOriiniin yani
sira histamin ve seratonin gibi vazoaktif faktorlerin de ortamda bulunmasi
saglanmaktadir. Bu faktorler pek cok hiicrenin proliferasyon ve migrasyonunu tesvik

ederek yara iyilesme siirecinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Matsuo ve

ark., 1999).

Trombosit degraniilasyonundan sonra bdlgeye vazokonstriksiyon saglayan
arasidonik asit metabolitleri salinmaktadir. Damarlardan disar1 sizan kan igerisindeki
faktor VII ve faktor III, faktor V ile birlikte protrombinin trombine doniismesini
saglayarak fibrinojenden fibrinopeptitleri olusturmaktadir. Boylece fibrin pihtist

olugmaktadir (Matsuo ve ark., 1999).

Kemik kavitesinde dolasimin bozulmasi sonucunda lokal iskemi gelismektedir ve
kapillerden uzakta kalan osteositlerde oksijen eksikligi sebebiyle nekroz meydana
gelmektedir. Lokositler ise hem nekroz olan osteositlerin hem de fibrin pihtisinin yikimi
icin bolgeye gelerek fagositozu baslatmaktadir. ilk 24-48 saat boyunca notrofiller
ortamda yogunken daha sonra makrofajlar ortama hakim olarak fagositik siireci devam
ettirmektedir ve peri-implant bdlgede iyilesme igin gereken anjiyogenezin gelisimi

saglanmaktadir (Matsuo ve ark., 1999).

Yara bolgesinin merkezine dogru azalan oksijen konsantrasyonu, endotelyal ve
mezenkimal hiicreler i¢in kemotaktik uyarim saglamaktadir. Anjiyogenez biiylik oranda
postkapiller veniillerden baglamaktadir, endotel hiicreleri subendoteliyal bazal
membrani pargalayarak ici bos kapiller tomurcuklar olusturmak icin go¢ etmekte ve

prolifere olmaktadir (Matsuo ve ark., 1999).

Yara iyilesmesinde bag dokusu hiicrelerinin gocli yara kontraksiyonuyla
orantilidir ve kontraksiyon genellikle yaralanmadan sonraki 5. giinde baslamaktadir.
Yara kontraksiyonundan fibroblastlarin gog¢li sorumlu tutulmaktadir. Olusan bu

kontraksiyon, implant ¢evresindeki kemik bolgesindeki gegici fibrin matriksinin (fibrin



iskelesinin) implant ylizeyinden uzaklagmasina neden olabilir. Fibrin matriks,
osteojenik hiicrelerin gocli ve osteoindiiksiyon icin iyilesme bdolgesinde bir iskelet
gorevi gormektedir. Osteojenik hiicreler osteoid dokuyu olusturmaktadir. 0,5 mm
kalinligindaki bu zayif mineralize osteoid tabaka kalsiyum, fosfor, osteopontin ve
kemik sialoproteininden zengindir. Cogunlukla implant yilizeyi ile dogrudan temastaki
yeni trabekiiler kemik lameller kemige remodele olmaktadir (osseointegrasyon) (Murai
ve ark., 1996; Davies, 1998; Berglundh ve ark., 2003; Meyer ve ark., 2004). Bu
nedenle implant yiizey 6zellikleri, olusan fibrinin kontraksiyon sonucunda ylizeyde
tutunabilmesi ve go¢ eden osteojenik hiicrelerin de implanta adezyonu agisindan son

derece 6nemlidir (Jokstad, 2009).

Erken dénem kemik olusumu 5-7. gunlerde izlenmektedir (Berglundh ve ark.,
2003; Colnot ve ark., 2007). Kontakt osseogenezi, farklilasan osteojenik hiicrelerin
implant ylzeyine g0cu, farklilasmasi ve bolgede yeni kemik olusturmasiyla
saglanmaktadir (Jokstad, 2009). Bu asamada fibroz doku ve fagositleri igeren prokallus
olusmakta ve ardindan prokallus, trombositlerden salgilanan PDGF ve makrofaj
kaynakli biiylime faktorii (MDGF) sayesinde osteoblast ve fibroblastlara doniiserek,
yogun bag doku ve mezenkimal hiicrelerden olusan bir yap: halini almaktadir.
Konnektif doku, implant yiizeyindeki osteoblastlar1 da iceren kallus olarak
adlandirilmaktadir ve bu yeni kemik dokusudur. Osteoblastlar tarafindan olusturulan
osteogenetik lifler, yeni kemik yapiyr kalsifiye ederek implant-kemik arayiiziindeki
yapinin fibrokartilagendz kemik dokusu halini almasini saglamaktadir (Carlsson ve ark.,
1986; Albrektsson ve Zarb, 1993). Yedinci glinden itibaren ise bdlgede 6rgi kemik
olusumu goézlenmektedir (Berglundh ve ark., 2003). Erken peri-implant trabekiler
kemik olusumu ise cerrahiden sonraki 10. ve 14. giinler arasinda baslamaktadir (Franchi
ve ark., 2005). Sonrasinda, 6rgii kemik devamli olarak remodele olarak yerini yiiksek
derecede mineralizasyona ulasabilen lameller kemige birakmaktadir. Yeni olusan bu
trabekiiler kemik agi, implantin biyolojik fiksasyonunu saglamaktadir ve mezenkimal
hiicreler ile genis kan damarlar igeren ilik bosluklarini ¢evrelemektedir (Gailit ve ark.,
1994; Probst ve ark., 1997; Davies, 1998; Chappard ve ark., 1999; Rigo ve ark., 2004;

Franchi ve ark., 2005). Implantasyondan sonraki 3. ayda implant etrafinda orgii ve



lameller kemik karisimi bir kemik dokusu goriilebilir (Sekil 1) (Probst ve ark., 1997;
Chappard ve ark., 1999; Rigo ve ark., 2004; Franchi ve ark., 2005). Peri-implant alanin

tamamen kemiklesmesi ise 6 ile 8 hafta arasinda gergeklesmektedir (Carlsson ve ark.,

1986; Albrektsson ve Zarb, 1993).

Peri-implant osseogenez bazi etkenlerden dolayi basarisizliga ugrayabilmektedir.
Buna sebep olabilecek temel faktorler; osteojenik hiicrelerin sayisinin/aktivitesinin
azalmasi ve osteoklastik aktivitenin artmasi, kemik olusumu ve yeniden sekillenmesine
etki eden anabolik ve katabolik faktorlerin dengesizligi, anormal hiicre proliferasyon
oranlari, sistemik ve lokal uyarim ve mekanik strese cevap ve peri-implant dokularin

bozulmus damarlanmasidir (Marco ve ark., 2005).

Osseointegrasyon icin damarlanma kritik 6neme sahiptir; ¢lnki osteojenik
hiicrelerin farklilagsmasi1 acik bir sekilde doku damarlanmasina baghdir. Hiicre
farklilagsmasinin  yanisira kemiklesme siireci de farklilasan dokularin yeniden

damarlanmasi ile yakindan iligkilidir (Marco ve ark., 2005).

2.2. Kemik Doku

Insan viicudunun en sert dokularindan biri olan kemik doku, yapis: ve icerigi yasa,
bulundugu lokalizasyona ve mekanik 6zelliklerine bagli degisiklikler gosterebilen bir
yapidir (Jungueria ve ark., 1995; Schenk, 2003). Saglam bir destek dokusu olmasinin
yan sira, mineral dengesinin diizenleyicisi ve kan hiicreleri rezervuari olarak da gorev

almaktadir (Schenk, 2003).

Kemik dort mikroyapisal bilesenden meydana gelmektedir. Bunlar (Hollinger ve
ark., 1999);

v" Hucreler
v Organik matriks
v’ Inorganik matriks

v' COzlinebilen sinyal faktorleridir.



Bu mikroyapisal bilesenler iki farklt mikroyapiya doniismektedir;

v" Kortikal kemik

v' Kanselloz kemik

2.2.1. Kemik Dokunun Mikroyapisal Bilesenleri

Kemik yapmin olusmasinda, rezorpsiyonunda ve yapmin devamliliginin
korunmasinda farkli hiicreler gérev almaktadir. Kemikte her biri ayr1 fonksiyona sahip
iki farkli hiicre tiirii vardir. Bunlar, osteojenik hiicreler ve osteoklastlardir (Langer ve
Vacanti, 1993). Osteojenik hiicreler, kemigin olusmasindan ve devamliliginin
korunmasindan sorumlu olan osteoprogenitdrler, preosteoblastlar, osteoblastlar,

osteositler ve kemik yiizeyini doseyen hiicrelerden olusmaktadir (Garant, 2003).

2.2.1.1. Osteojenik Hucreler
a. Osteoprogenitor Hicreler

Osteoblast Onciilii hiicrelere osteoprogenitdr hiicreler adi verilir. Bu hiicreler
cogunlukla kemik iliginde endosteumda, periosteumda ve kemigin kilcal damar
duvarinda yassi hiicreler seklinde yer almaktadir (Rubin ve Farber, 1988; Korkusuz ve
ark., 2011). Mitoz yetenegine sahip olan bu hiicreler, olgun kemik hiicrelerine
farklilasma kapasitesine sahiptir (Garant, 2003). Kemik morfojenik proteinlerin

varliginda bu hiicreler osteoblastlara dontismektedir (Korkusuz ve ark., 2011).

b. Osteablastlar

Mezenkimal hiicre soyundan gelisen osteoblastlar, kiibik veya poligonal sekile
sahip, osteoid sentezleyen kutuplagmis hiicrelerdir. Bu hiicreler tip | kollajen,
osteokalsin, osteonektin, trombospondin, kemik sialoproteini (BSP 1-2), osteopontin,
alkalen fosfataz ve kemik morfojenik proteinleri salgilamaktadir. Bu proteinler
vasitasiyla hiicreler arast agin mineralizasyonu dizenlenmektedirler (Langer ve Vacanti,
1993; Korkusuz ve ark., 2011). Alkalen fosfataz; osteoblast membranina yerlesik bir
protein olup, osteoblast aktivasyonunda dolasima salimr. Kemik olusumunu
degerlendirmede iyi bir belirtectir. Osteokalsin ise; osteoblastlar tarafindan sentezlenen

bir matriks proteinidir ve kemikte en bol bulunan nonkollajentz protein olup, kemige



oldukca spesifiktir (Kutlu, 2006). Kemik hiicreleri ve prekiirsorlerinin artisi, biiyiime

faktorleri ile etkilesimleri ile yakindan iliskilidir (Langer ve Vacanti, 1993).

Farklilagmamis  mezenkimal hiicrelerden  osteoblast  gelisimi,  kararl
osteoprogenitor hiicrelerden ve indiiklenebilen osteoprogenitér hiicrelerden olmak tzere
iki farkli yol ile gerceklesir. Kararli hiicreler hiicre yogunlagsmasindan ve embriyonel
donemdeki kemik yapimindan sorumlu iken, iyilesme siirecinden ise indiiklenebilen

osteoprogenitor hicreler sorumludur (Bruder ve Caplan, 1989).

Cerrahi miidahale veya travma sonrasinda kemik yaralandiginda lokal hiicreler
kemigin formunu ve fonksiyonunu korumaya c¢alismaktadir (Marie, 1999). Lokal
hiicreler periost, endost ve dura i¢indeki kararli osteoprogenitor hiicreler ve perisit gibi
indiiklenebilen hiicrelerdir. Kapiller duvarlarindaki perisitler travma sonrasinda endojen
kemik morfogenetik proteinleri (BMP) ile reaksiyona girerek osteoblastlara
dontigsebilmektedir (Ozaki, 2000).

Osteoblastlarin aktif yasam omrii 1-10 hafta arasindadir; bazilar1 kemik yiizeyini
doseyen hiicrelere, %15 lik bir kism1 da osteosite doniislir. Bu doniisiimiin nasil oldugu

belirgin degildir (Puzas ve Lewis, 1999).

c. Osteositler

Osteositler matriksin lakuna ad: verilen bosluklarinda yer alan ve kabaca kemik
dokuyu idame ettiren hiicrelerdir. Olgunlasmis iskeletteki hiicrelerin  %90’1m

olusturmaktadirlar (Gartner ve Hiatt, 1997; Hollinger ve ark., 1999; Marie, 1999).

Kemik trabekllerinin yiizeyinde yer alan osteoblastlar osteoid sentezlemektedir.
Sentezlenen osteoid 1ise kalsifikasyona wugrayarak hidroksiapatit kristallerini
olusturmaktadir. Bu siire¢ sirasinda bazi osteoblastlar kemik iginde kalarak osteositlere

dontismektedir (Buckwalter ve ark., 1995).

Osteosite doniisen osteoblastlarin sayisi kemik olusum hizina baglhidir. Olusum
hiz1 arttikca osteoid iginde kalan osteosit sayis1 da artmaktadir. Kemik canliligi ve i¢

denge igin ¢ok kritik olan osteositler, metabolik acidan osteoblastlara oranla inaktif
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hiicrelerdir (Bernard, 1991). Olusumlarinin ardindan osteositler yavas yavas matriks
uretme yeteneklerini kaybetmekte ve boyut olarak kigulmektedir. Zaman iginde
cevrelerindeki matriksi rezorbe ederek osteositik lakiinleri olusturmaktadirlar
(Hollinger, 1999).

Osteositlerin  yasam Omrii birkag yildir. Osteositler son {irlindiir ve
yenilenememektedirler. Popiilasyonun devami osteoblast prekiirsor hiicrelerinin

diferansiyasyonu sonucu olmaktadir (Junguiera ve ark., 1998).

2.2.1.2. Osteoklastlar

Kemik iliginde bulunan graniilosit-makrofaj prekiirsorleri dolasima monosit
olarak katilmakta ve bazi senkronize olmayan flizyonlar sonucu osteoklast olarak
bilinen dev hiicrelere doniismektedir. Bu hiicreler, makrofajlardan farkli olarak
kalsitonin reseptorleri tasimaktadir ve asit fosfataz iiretmektedirler (Junguiera ve ark.,

1998). Kemikte islev géren bu hiicreler yikimdan sorumludur (Korkusuz ve ark., 2011).

Interlokin-1, -3, -6 ve -11 (IL-1, -3, -6, -11), tiimor nekroze edici faktor alfa
(TNF-0) ile birlikte TGF-a osteoklast gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Tam olarak
hangisinin veya hangilerinin daha etkin oldugu bilinmemekle birlikte, IL-11’in burada
temel faktor oldugu diistiniilmektedir (Gorski, 1998). Coziinebilen sinyal faktorleri ile
osteoblast ve osteoklast formasyonu arasinda bir etkilesim olduguna dair kanitlar vardir.
1,25-dehidroksivitamin D3 osteoblastlara baglanarak progenitor hiicreleri tizerinde etkili
osteoklast diferansiyasyon faktor salinimma neden olmaktadir. Bu sebeple osteoblastik
hiicreler osteoklast formasyonu ve olusumu icin kofaktor yaratan bir kaynak olarak

diistiniilmektedir (Balli, 2004).

Ozetle kemik yikimindan osteoklastlar, yapimindan osteoblastlar ve hiicrelerarasi
iletisimden de osteositler sorumludur. Osteositler sitoplazmalart vasitasiyla birbirleriyle
ve siingerimsi kemikteki endosteal ve periostun kambiyum tabakasindaki ylizeyel
osteojenik hiicrelerle iletisim icerisindedir (Sekil 2.2). Kemikte olusan yaralanma bu
hiicrelerce algilandiktan sonra o©nce osteoklastlar ardindan da osteoblastlar

uyarilmaktadir ve yeniden yapim dongiisii baglamaktadir (Langer ve Vacanti, 1993;
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Atik ve ark., 2006; Korkusuz ve ark., 2011). Bu U¢ hiicre kalsiyum regulasyonunda,

kemik hemostazinda, sekillenme ve yeniden sekillenme asamalarinda yonetici rol

oynamaktadir (Puzas ve Lewis, 1999).

Osteoblast : ; .
(formasyon) »

Osteoprogenitor || Osteosit | | Bone lining cells
hacreler (iletisim) (iletisim)
Osteoklast
(rezorbsiyon)

Sekil 2.2: Kemik hiicreleri ve hiicreler arasi iligki (Korkusuz ve ark., 2011).

2.3. Osseointegrasyonu Etkileyen Faktorler

Osseointegrasyon saglayan faktorler implantin yerlestirildigi kemik ve implantin

ozellikleriyle iligkilendirilirken, osseointegrasyonun sirdiriilmesi ise protetik yikleme

protokolleri ve konakla iliskili faktorlere baglidir. Bu faktorler osseointegrasyonu inhibe
edebilir veya arttirabilir (Hobo ve ark., 1991; Tolstunov, 2006; Oncii, 2013).

Osseointegrasyonu arttiran faktorler;

v
v
v

Implant dizaym ve kimyasal kompozisyonu,

Implant yiizey topografisi,

Implant materyali, sekli, uzunlugu, ¢api, yiizey islemesi ve kaplamasi (Marco ve
ark., 2005),

Konak kemik yataginin durumu ve intrinsik iyilesme potansiyeli (Linder ve
ark., 1989),

Mekanik stabilite ve implantin yiikleme sartlar1 (Soballe, 1993),
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v
v

v

Ilave kemik greftleme tedavilerinin uygulanmasi,

Osteojenik biyolojik kaplamalar ve biyofiziksel uyarim (Younger ve Chapman,
1989; Arrington ve ark., 1996; Khan ve ark., 2005) gibi ek uygulamalarin
kullanilmasi,

Simvastatin ve bifosfonatlar gibi farmakolojik ajanlardir (Eberhardt ve ark.,

2007; Basarir ve ark., 2007).

Osseointegrasyonu inhibe eden faktorler ise;

v

<\

Asirt implant mobilitesi ve mikro-hareketlilik (Pilliar ve ark., 1986; Giori ve
ark., 1995),

Poroz kaplanmis implantlarda uygun olmayan pordzite (Otsuki ve ark., 2006),
Radyasyon terapisi (Sumner ve ark., 1990; Kudo ve ark., 2001)

Siklosporin A, metotreksat ve cis-platinum gibi farmakolojik ajanlarin
(McDonald ve ark., 1998; Eder ve ark., 1999; Sakakura ve ark., 2007),
varfarin ve diisitk molekiil agirliklt heparinlerin (Callahan ve ark., 1995), non-
steroidal anti-inflamatuvar ilaglarin (6zellikle COX-2 selektif inhibitdrlerinin)
kullanimi (Dahners ve Mullis, 2004; Pablos ve ark., 2008)

Osteop0rdz, romatoid artrit, artmis yas, beslenme eksikligi, sigara kullanimi ve
bobrek yetmezligi (Rosenqvist ve ark., 1986; Wong ve ark., 1994; Zhang ve
ark., 2004; Mombelli ve Cionca, 2006) gibi faktorlerdir.

2.3.1. Osseointegrasyonu Etkileyen Implanta Bagh Faktorler
2.3.1.1. Biyouyumluluk

Osseointegrasyon yalnizca kemigin iyilesme kapasitesine bagh degildir, dental

implantin yapildigi materyal ve bu materyalin gevreleyen dokularda olusturdugu tepki

de o6nemlidir. Klinik basarmin saglanmasi igin implant materyalinin sahip olmasi

gereken en onemli Ozellik ise hiicreler ve ¢evre dokularda toksik etki yaratmamasi,

¢oziinerek hastaya sistemik zarar vermemesi yani biyouyumlu olmasidir (Oncii, 2013).

Materyalin biyouyumlulugu, stabil bir kemik-implant temasi kurmak ve arayiizde

fibroz doku olugmamasi igin osseointegrasyonun ongoriilebilirligini saglamak acgisindan
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en onemli faktordir (Anselme, 2000). Implant materyali olarak siklikla kullanilan
titanyumun biyolojik agidan yiiksek biyouyum, korozyona kars1 artmig direng, makrofaj
ve fibroblastlar iizerine azalmis toksisite ve peri-implant dokularda azalmis immiin

cevap gibi avantajlar1 bulunmaktadir (Breme ve ark., 1988; Browne ve Gregson, 2000).

2.3.1.2. Dental Implant Materyalleri

Dis eksikliklerinin restorasyonu i¢in farkli tipteki implantlarin kullanimi
diisiincesi, 20. yy’in baglarinda ortaya ¢ikmis ve giiniimiiz teknolojisinin gelisimine
bagli olarak kullanilan implant materyallerindeki cesitlilik artmaya baglamistir (Kenneth

ve Phillips, 2003; Ozyazgan ve Cetinkaya, 2013).

Dental implantlarda uzun dénem basarili sonuglar saglanmasi i¢in implantlarda
kullanilan materyallerin iyi bilinmesi ve osseintegrasyondaki etkisinin tanimlanmasi
gerekmektedir (Hakki ve Ertugrul, 2009). Ciinkii, implantlarin yerlestirildigi kemigin
fizyolojik ve morfolojik durumunun, kullanilan materyallerin biyolojik 6zelliklerinin
osseointegrasyonun saglanmasinda ve basarili tedavilerin gergeklestirilmesinde oldukca

onemli oldugu diistiniilmektedir (Hobo ve ark., 1990; Duymus ve Giing6r, 2013).

Dental implant materyali olarak ge¢misten giiniimiize kadar kullanilan materyaller

genel olarak su sekilde siniflandirilabilir (Duymus ve Gilingor, 2013):

1. Metaller ve metal alasimlari
a. Paslanmaz celik (Fe-Cr-Ni)
b. Krom-kobalt-molibden (Cr-Co-Mo)
c. Tantalyum ve niyobyum
d. Titanyum ve titanyum bazli materyaller
2. Seramikler
a. Bioaktif seramikler
b. Bioinert seramikler
C. Zirkonyum
3. Karbonlar
a. Polikristalin camsi karbon

b. Karbon-silikon
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4. Polimer esasli maddeler

a.
b.
C.
d.
e.

Kisacasi
faydalanilmaktadir ve giiniimiizde ideale en yakin alloplastik materyalin metal orijinli
oldugu kabul edilmektedir. Bu diisiince ile metal alagimlart i¢inde kabul edilebilir
Ozelliklerinden dolay1r ilk olarak paslanmaz celik, krom-kobalt alasimlari, altin,
palladyum, platin, tantalyum ve bu metallerin alasimlar1 implant materyali olarak
kullanilmigtir (Duymus ve Giingér, 2013). Titanyum ve titanyum alagimlari ise
giiniimiizde implantlarin yapiminda en sik kullanilan metal orjinli materyallerdir (Okte,

1991; Senel ve ark., 2010; Ozkan, 2011; Duymus ve Giingdr, 2012).

Titanyum, reaktif bir metaldir ve saf olarak elde edilmesi zordur (Craig ve

Powers, 2000; Duymus ve Giingor, 2013).

Polimetilmetakrilat
Politetrafluor etilen
Polietilen

Silikon lastik
Polisulfon

dental  implantolojide

Saf titanyum;

e Manyetik degildir ve kemik dokuyla termik agidan uyumludur.

e Doku i¢inde inert bir materyaldir. Dokuyla temas eden oksit tabakasi
kesinlikle bozunmaz. Bu sebeple organik molekdllerle reaksiyona giren
herhangi bir iyon metalden ayrigsmaz.

e Mekanik direncinin kortikal kemik ve dentinden fazla olmasi mekanik
acidan yeterli kriterlerdir. Ayrica toksik olmayis1 ve kolay sekillenebilir
olmasi tercih edilmesini saglayan 6zelliklerdendir.

e Reaktif bir materyaldir. Hava, su ve benzeri elektrolit ortamlarda metalin
yiizeyinde kendiliginden bir oksit tabakasi olusur. Olusan bu oksit tabakast,

implant metalini viicut sivilarindan ve tiim kimyasal etkilerden koruyan bir

bariyer gorevi gordr.
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Oksijen igerikleri farklilik gosteren dort tip (grade) saf titanyum (cpTi)
bulunmaktadir (Wang ve Fenton, 1996). Titanyumun tipine gore igerigindeki karbon,
nitrojen ve hidrojen oranlar1 farklilik gostermemektedir. Bu nedenle, saf titanyum demir
ve oksijen igerigine gore dort ayri tipe ayrilir. Tipler arasinda en fazla oksijen igeren,
%0,4’lik oksijen oranmi ile Tip 4 titanyumdur (Wang ve Fenton, 1996; Duymus ve
Glngor, 2013).

Saf titanyumlar arasinda en dayanikli olan olmasi, miikemmel korozyon direnci
gOstermesi ve ayrica istiin sekillendirilebilirliksergilemesi nedeniyle, Tip 4 (Grade 4)
titanyumlar dental implantolojide en yogun kullanima sahip olan saf titanyum

tipidir(Gunay ve ark., 2013).

Saf titanyumun yani sira titanyum alagimlarindan Ti-6Al-4V titanyumun en sik
kullanilan formudur (Ozyazgan ve Cetinkaya, 2013). Yakin dénemlerde implantoloji
uygulamalarinda Grade 5 ya da Tip 5 (Ti-6Al-4V) olarak ifade edilen bu alagimlarin,
diger titanyum alasimlar1 ve saf titanyum tipleri ile ayni derecede osseointegrasyon
ozelligi gosterdigi kabul edilmektedir ve giliniimiizde olumlu o6zellikleri dolayisiyla

materyalin kliniksel kullaniminda artis meydana gelmistir (Goger, 2010).

2.3.1.3. Yiizey Piiriizliiliigii

Yiizey piirtizliliigl ti¢ sinifa ayrilmaktadir:
v' Makro (piirtizlilik > 10 pm),
v Mikro (purtzlilik 1 - 10 um) ve
v" Nano (piiriizlilik < 1 pum).

Makropurizliluk, buyik kum tanelerinin implant Uzerine puskirtilmesi ile
olusmaktadir (Uzun ve Keyf, 2007). Makropiiriizliliglin implant yerlestirilmesi
sonrasinda mekanik kilitlenmeyi sagladigi gosterilmistir (Berglundh ve ark., 2003;
Franchi ve ark., 2005). Makropiiriizlii yiizeylerin tornalanmis yiizeylere gore daha
yiiksek kemik-implant temas1 (KiT) ve sokme torku gdstermesi sekonder stabilitenin

arttigin1 kanitlamaktadir (Wennerberg ve ark., 1996).

16



Metal ylizeylerin modifikasyonuna g¢ogunlukla, doku-titanyum etkilesimlerini
kontrol altinda tutmak ve fiksasyon zamanini azaltmak amaciyla bagvurulmustur
(Kokubo, 2005). implant yiizey mikrotopografisinin implant ¢evresi dokularin olusumu
lizerine etkisi, ylizey enerjisi ve distorsiyon gerinimi teorileriyle agiklanmaktadir
(Bowers ve ark., 1992). Yuzeydeki tanecik boyutunun kiiciik olmasi yiizey gerilimini
arttirmaktadir ve hiicrelerin ylizeye tutunmasimi kolaylastirmaktadir. Daha az ylzey
puriizluligi  hucrelerin - yayilmasini  kolaylastirmaktadir ve implant ylzeyinin
distorsiyon sinyalleri araciligiyla hiicre farklilasmasin etkileyebilmektedir (Anselme ve
Bigerelle, 2005).

Ancak bir implantin uygun olmayan yiizey pdrdzitesi ayn1 zamanda kemik
biiyiimesini de inhibe edebilmektedir. Gereginden dar por yapilarinin, yetersiz
damarlanmaya bagli olarak por bdlgesindeki doku farklilagsmasini inhibe ettigi

gosterilmistir (Otsuki ve ark., 2006).

In vitro olarak hazirlanmig titanyum implant materyalleri tizerindeki sican hiicre
kiiltiirlerinde, farkli yilizey mikrotopografilerinin kemik hiicresi farklilasmasi ve
mineralizasyonunu diizenlendigi bulunmustur (Boyan ve ark., 2002). Piiriizliiliige bagh
osteoblast proliferasyonu, farklilasmas1 ve lokal faktorlerin iiretimi, integrin
reseptorlerinin aktivasyonu ile iliskilidir (Boyan ve ark., 1999). Pirizli yuzeyler,
trombosit ve monositlerin adezyonu sayesinde osseointegrasyonu desteklemektedir
(Park ve Davies, 2000).

Osteoblast adezyonunun artmasi ve sonrasinda proliferasyon, farklilasma (Fini ve
ark., 2003), kemik ile iliskili implant alaninin genislemesi (Cochran ve ark., 1996)
sayesinde primer stabilizasyon artmaktadir (Franchi ve ark., 2004). Genellikle, ortalama
plrazlu youzeyler peri-implant kemik buylmesini daha diz veya daha purizli

yuzeylerden fazla desteklemektedir (Albrektsson ve Wennerberg, 2004).

2.3.1.4. Yizey Ozellikleri

Osseintegrasyonun saglanmasinda kullanilan cerrahi teknik, implant materyali ve

tasarimi1 yani sira ylizey Ozelliklerinin de yani mikroskobik diizeydeki ylizey
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topografisinin de dnemli bir islevi oldugu diistiniilmektedir. Ciinkii kullanilan implantin
yiizey Ozelliklerine gore kemik dokunun cevabi da farkli olmaktadir (Buser ve ark.,

1997).

Ideal implant materyalinin kemik iyilesme mekanizmasini engellemeyecek bir
yiizeye sahip olmas1 gerekmektedir. Hatta bu yiizeyin kemik kalite ve kantitesine ayrica
anatomik bolgeye bakilmaksizin iyilesmeyi arttirict etkisinin bulunmasi gerektigi birgok

arastirici tarafindan ifade edilmektedir (Brunski ve ark., 2000).

Ideal implant yiizeyini saglamaya yonelik olarak gelistirilen implantlar, yiizey

ozelliklerine gore su sekilde siniflandirilmaktadir;

1. Islenmemis yiizeyli implantlar (Makinelenmis)
2. Islenmis yiizeyli implantlar
a. Parlatilmis ylizeyli
b. Kumlanarak piiriizlendirilmis
C. Asitle piiriizlendirilmis
d. Kumlanarak ve asitle plrizlendirilmis
e. Lazerle piiriizlendirilmis
f. Poroz yiizeyli ve poroz sinterlenmis implantlar
3. Kaplanmis ytlizeyli implantlar
a. Plazma spreyi kaplanmis ytizeyli implantlar
b. Seramik kaplanmis ylizeyli implantlar
*Trikalsiyumfosfat kaplanmis (TCP)
*Hidroksiapatit kaplanmig (HA)

4.  Kombine implantlar.

2.3.1.4.1. islenmemis Yiizeyli implantlar (Makinelenmis)

Implant yiizeyinin makine ile frezlenmesi ile olusturulan yiizeylerdir (Elias ve
ark., 2008). Implantolojide diizgiin (makinelenmis) yiizeyli titanyum implantlar1 ilk
olarak Branemark kullanmistir (Branemark ve ark., 1969). Makinelenme sonucunda
ortaya ¢ikan heterojen topografya kemik hicrelerini etkilemektedir ve osseointegrasyon

mekanizmasinin hizin1 azaltmaktadir. Derin oluklar, hicrelerin tek yoénli biyumeye
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egilim gostermesine neden olmaktadir. Hiicre biiylimesi sirasinda hiicrelerin biiyiik

Olciide oluklarin yoniinii takip ettigi saptanmistir (Elias ve ark., 2008).

IME 204V 10um

nw

Sekil 2.3: Makinelenmis implant yiizeyinin SEM goriintiisii (Elias ve ark., 2008).

Makineyle islenmis diizlemlerde fibroblastlar diizlem seklini almakta ve makine
izleri boyunca biytme cizgileri izlenmektedir. 0,5 p derinlik ve 4,9-220 p genisliginde
oluk izleri vardir ve hiicreler bu kanallar boyunca biiyiimektedir. Bu davranig homojen
yiizey piriizliilligi olan yiizeylerden farklidir, ¢iinkii homojen yiizeylerde hiicreler her
yone biiylimektedir. Bu nedenle makinelenmis ylizeyler daha uzun bir iyilesme siiresi

gerektirmektedir (Elias ve ark., 2008).

Gunumuzde osseointegrasyonu hizlandirarak iyilesme siiresini kisaltmak ve diisiik
kemik kalitesine sahip anatomik alanlarda da implant kullanimi saglamak amaciyla
implantlarin yiizey oOzellikleri gelistirilmeye calisgilmistir. Gelistirilen yeni ylizey
ozellikleri ile daha basarili sonuglar elde edilmeye baslandik¢a, giiniimiizde bu

implantlarm kullanimi1 simirlandirilmistir (Ozyazgan ve Cetinkaya, 2013).

2.3.1.4.2. Islenmis Yiizeyli implantlar

Albrektsson ve Wennerberg (2004) ylzey piirtizliliigiinii siniflandirip, Ra degeri;
0.5 um’den az olan implantlar1 parlak yiizeyli, 0,5-1 um arasinda olanlar1 az piiriizli ve
1-2 pum arasinda olanlart orta piiriizli, >2 um olanlart ise piiriizli olarak

tanimlamisglardir.
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Yiizeylerin piiriizlendirilmesi i¢in  implantolojide baslica iki ydntem
kullanilmaktadir. Bunlar; asindirma ve ekleme yontemleridir. Asindirma tekniginde,
uygulanan basing ile yiizeyde olusan madde kaybi sonucunda piiriizliiliik
olusturulmaktadir. Bu teknikte kullanilan en yaygin metotlar, kumlama ve asitleme
metotlaridir. Ekleme tekniginde ise, yiizeylere disaridan madde ilavesi ile purtzltlik
saglanmaktadir. Glinlimiizde kullanilan en yaygin ekleme metodu da implant

yiizeylerinin degisik materyallerle kaplanmasidir (Wennerberg ve ark., 1993).

Islenmis yiizeyli implantlar iiretilirken yiizey hazirlig1 i¢in hangi metot tercih
edilecek olursa olsun yapilan c¢aligmalarda, ideal kemik-implant temasi ve kemik
retansiyonunun saglanmasi i¢in optimum piiriizliliigiin Ra 1-1,5 pm olmas1 gerektigi

bildirilmistir (Wennerberg ve ark., 1993).

a. Parlatilmis Yiizeyli implantlar

Ortalama yiizey piriizliligi 1 pum’den az olan implantlar cilali ylizeyli

(parlatilmis yiizeyli) implantlar olarak tanimlanmaktadir (Wennerberg ve ark., 1993).

Bu tip implantlar, hem yumusak hem de sert doku ile zayif iliski sergilemektedir;
bu nedenle tercih edilmemektedir. Clnkl parlatilmig ylizeyli implantlar mekanik
kuvvetlere kars1 direng gosterememektedir. Ayrica diseti epitelinin apikale dogru
hareketine izin verdiklerinden dolay1 derin periodontal ceplerin olugsmasina da ortam

hazirlayabilmektedir (Wennerberg ve ark., 1993).

b. Kumlanarak Piiriizlendirilmis implantlar

Farkli boyutlardaki partikiillerin implant ylizeyine yiiksek stiratle pliskiirtiilmesi
ile yapilan kumlama islemi yaygin olarak uygulanan bir ylizey piiriizlendirme islemidir.
Bu teknikte aliminyum oksit (A1203) veya titanyum oksit (TiOz) partikilleri
puskiirtiilerek implant yiizeyi piiriizlendirilmektedir (Duymus ve Giingor, 2013).

Yapilan bircok arastirmada kumlanarak piiriizlendirilmis implantlarda,
puriizliliigiin uygun seviyelerde oldugu durumlarda kemik-implant temasinin ¢ok daha

Iyi oldugu, kemik hiicrelerinin yilizeye tutunma agisindan biyolojik cevabinin ¢ok daha
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uygun oldugu ve de implantlara ait tork degerlerinin ¢ok daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Gotfredsen ve ark., 1992; Wennerberg ve ark., 1993; Mustafa ve ark., 2000).

C. Asitle Piiriizlendirilmis implantlar

Bu yontemde implantin asit sollisyonuna daldirilmasi sonucunda yiizeyinin
erozyona ugratilmasi ile kimyasal piiriizlendirme islemi yapilmaktadir. Kullanilan
asidin tipi, implantin asit soliisyonunda kaldig siire, sicaklik ve asidin konsantrasyonu

asitleme metodunda piiriizliiligi etkileyen faktorlerdir (Duymus ve Giingér, 2013).

Asitleme metodu ile implant yiizeyinde olusabilecek kontaminasyon onlenmis
olur, ylizeyin homojen olmayan durumu ortadan kalkar ve implantin mekanik direncini

azaltabilecek ana materyal kayb1 da 6nlenmis olur (Duymus ve Giingor, 2013).

d. Kumlanmus ve Asitle Piiriizlendirilmis implantlar

Gilinlimiizde piirtizlii ylizeyler arasinda en c¢ok dikkat ¢eken ylizeylerdir ve bu

yiizeylerle ilgili arastirmalar siirmektedir (Uzun ve Keyf, 2007).

Yiizey piiriizlendirilme islemi SLA (sand-blasted, large-grid, acid-etch) olarak da

bilinen ve kumlamayi takiben sicak asit banyosunu i¢eren yontemdir (Uzun ve Keyf,

2007; Ozyazgan ve Cetinkaya, 2013).

SLA ylizey, kaplama bir ylizey degildir. Esasen biiylik kum tanelerinin implant
lizerine piskiirtiilmesi ile makropiiriizlilik olusturulmasinin ardindan; hidroflorik,
nitrik, siilfrik asit ya da farkli asit sollisyonlarinin kombinasyonlarinin ylizeye
uygulanmasi ile 2-4 um boyutunda mikropiiriizliiliik olusturulmasi ile elde edilen yiizeyi
tamimlamaktadir (Uzun ve Keyf, 2007; Kiling ve Erkmen, 2011; Ozyazgan ve
Cetinkaya, 2013). Kisacas1 SLA implant yizeyleri, orta derece puruzli yizeylerdir ve
puriizlulik dereceleri implant yiizeyi boyunca aynmidir (Uzun ve Keyf, 2007; Ozyazgan
ve Cetinkaya, 2013).

SLA yiizeyli implantlar ile elde edilen klinik basarilar dikkat ¢ekicidir (Ozyazgan
ve Cetinkaya, 2013). Ornegin Li ve arkadaslarmm (2002), SLA yiizeylerle sadece asit

21



uygulanmis yiizeylerin osseointegrasyonunu biyomekanik olarak kiyasladiklari

calismalarinda arastiricilar, SLA ylizeylerin tork direncini daha yiiksek bulmuslardir.

Bu metodun bir diger avantaji ise; yiizey topografisinde elektrokimyasal
farkliliklar sonucu olusan ve selektif uzaklastirmaya bagli olarak elde edilen total yiizey
artisiddir (Kiling ve Erkmen, 2011). Bu anlamda farelerde yapilmis deneysel bir
calismada, kumlanmis-asitlenmis implantlarin kemik-implant temasinin, cilali ylizey
implantlara gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Marinho ve ark.,
2003). Ayrica, Cochran ve arkadaslar1 (2002) da yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, artmis
yiizey alan1 ve iyi osteointegrasyon olusturmalari dolayisiyla, kumlanmis-asitlenmis

implantlarda daha az koronal kemik kaybina rastladiklarini belirtmislerdir.

Gilinlimiizde dental implant uygulamalar1 giderek yayginlasirken, oldukg¢a basarili
sonuclar sergileyen bu yiizey tekniginin daha da gelistirilmesi ile birtakim yeni 6zel

implant yiizeyleri tasarlanmaya baslanmistir.

SLActive Yiizeyli (Hidrofilik) Implantlar

Implant materyalinin se¢imine ek olarak yiizey topografisinin ve kimyasmin,
implant basarisinin belirlenmesinde 6nemli oldugu artik kanitlanmistir (Grandin ve ark.,
2012). Ayrica yapilan yiizey islemleri sonrasinda elde edilen yizey enerjisinin,
hiicrelerin implant yiizeyi lizerindeki biyolojik etkinligini degistirebildigi in vitro olarak
gosterilmistir.  Giinlimiizde 06zellikle bu anlamda gelistirilen hidrofilik yiizeyli
implantlar, SLActive® yiizey islemi olarak (Institut Straumann AG, Basel, Isvigre)
adlandirilan; SLA ylizey islemine ilaveten hidrofilize edici bir teknik ile yiizey

enerjisinin arttirilmast yontemi ile gelistirilmistir (Rupp ve ark, 2006).

Bu yontem, titanyum (Ti) ylzeyini koruyarak yiizeyin kirlenmesinin engellenmesi
ve yiizeyin 1slanabilirliginin 1iyilestirilebilmesi diislincesi ile nitrojen altinda
mikropurizlu yiizeylerin temizlenmesini takiben materyalin tuzlu su ¢ozeltisi igerisinde
saklanmasini icermektedir (Grandin ve ark., 2012) ve bu mantikla gelistirilen hidrofilik
yiizeylerin kemik hiicresinin olgunlasmasini ve farklilagmasimi etkileyerek osteojenik

ozellik sergileyebildigi belirtilmistir (Zhao ve ark., 2005; Sista ve ark., 2011).
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Arastiricilar ayrica, 1slanabilirligi artmig bir implant yiizeyinin (hidrofilik yiizey) konak
doku hiicrelerinin proteinleri tarafindan daha fazla suya benzer kabul edilecegini,
dolayisi ile bu proteinlerin normal hallerini koruyabileceklerini de ileri siirmiislerdir

(Bornstein ve ark., 2009; Duymus ve Giingor, 2013).

Hidrofilik yuzeylerin Uretiminde onemli bir Ozellik de titanyumun oksijenle
temasinin engellenmesidir. Hidrofilik ytizeyler elde edebilmek icin iiretim, oksijenden
arindirilmis boliimler igerisinde gergeklestirilmekte ve hidrofilitenin kaybedilmemesi
icin Uretilen implantlar salin icerisine konarak, oksijen temasi cerrahi operasyon ile
yuva igerisine yerlestirilene kadar ortadan kaldirilmaktadir. Bu sayede hep doku
icerisindeymis gibi 1slak kalan implantlar, kemik igerisine yerlestirildiginde viicut
tarafindan yabanci olarak algilanmamaktadir ve iyilesme hizla baslamaktadir (Uzun ve
Keyf, 2007; Schwarz ve ark., 2009; Wall ve ark., 2009). Hidrofilik olmayan titanyum
implantlarda ise, cerrahi operasyon sonrasi implantin dis yiizeyinde olusan asidik tabaka
vicut tarafindan ortadan kaldirildiktan sonra iyilesme baslayabilmektedir (Wall ve ark.,
2009; Duymus ve Glingor, 2013).

Son caligmalar ise, modifiye SLA yiizeylerinde biiyiiyen osteoblastlarin, daha
yuksek alkalen fosfataz aktivitesi ve osteokalsin uretimi gostermektedir. Hidrofilik
modifiye SLA yizeylerde osseointegrasyonun baslangic safhalarinda, kan pihti
stabilizayonunun arttigi  g0zlenmistir; ayrica pihtinin, endotelyal hiicrelerin
migrasyonunu, ¢ogalmasini, farklilasmasini uyaran ve arttiran; sonrasinda artmis
anjiyogeneze yol acan bir matriks olarak hareket ettigi tespit edilmistir (Rupp ve ark.,

2006; Schwarz ve ark., 2008; Kiling ve Erkmen, 2011).

2.3.1.4.3. Kaplanmus Yiizeyli Implantlar

Gilinlimiizde yapilan biyolojik kaplamalar osseointegrasyonu arttirmak i¢in

kullanilmaktadir (Younger ve Chapman, 1989; Arrington ve ark., 1996).
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a. Plazma Spreyi Kaplanmis Yiizeyli implantlar

Plazma, maddenin kati, sivi ve gaz hallerinden oldukg¢a farkli 6zelliklere sahip
olmast nedeni ile maddenin dordiincii hali olarak tanimlanmaktadir ve yiiksek

sicakliklarda kuvvetli elektrik veya manyetik alanlarin etkisi ile olugsmaktadir (Akman,

1993; Tusek ve ark, 2001).

En sik kullanilan kaplama yontemi titanyum plazma spreydir. Titanyum plazma
sprey (TPS), yiiksek sicaklikta plazma halini almis argon gazi akimina birakilan
titanyum pargalarinin, eriyik haline gelerek, yiiksek hizda, metal veya alasimla
bulusturulmas: ve depolanmasiyla gerceklesmektedir (Egilmez ve ark., 2010). En
purtzlt implant yuzeyleri plazma sprey yontemi ile eldilmektedir, bu nedenle TPS
yontemi daha fazla yiizey piiriizliilliglinlin (Ra > 2pum) amaglandigt durumlarda
kullanilmalidir. Sonug olarak, TPS implantlarin daha siklikla diisiik kemik yogunluguna
sahip bolgelerde kullanimi tavsiye edilmektedir (Buser ve ark., 1998).

b. Seramik Kaplanms implantlar

Dental implantlarda 1980'li yillardan itibaren kullanilan 6zellikle titanyum ve
alasimlarindan yapilan metaller, plazma veya bioaktif seramikler olarak adlandirilan
trikalsiyumfosfat, hidroksiapatit gibi maddelerle kombine olarak uygulanmaya

baslanmistir (Egilmez ve ark., 2010).

- Trikalsiyumfosfat kaplanmis (TCP)

Trikalsiyumfosfat bilesimleri partikiil yapisindadir ve implant yiizeylerinin
kaplanmasinda kullanilmaktadir (Egilmez ve ark., 2010). Kalsiyumfosfat yiizey
kaplamalar kemigin mineral matriksine benzemelerinden dolay1 implant yuzeylerinde

uygulanmis ve de kapsamli olarak arastirilmistir (Uzun ve Keyf, 2007).

Kalsiyumfosfat seramikler, implant ylzeyinde hem trombosit adezyonunu-
aktivasyonunu hem de fibrin yapigmasini destekleyerek, implant yiizeyine protein

adsorpsiyonunu arttirmaktadir ve bu sayede iyilesme hizlanmaktadir (Rigo ve ark.,

2004).
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- Hidroksiapatit kaplanmis (HA)

Biyoaktif seramikler grubunda yer alan hidroksiapatitler birden farkli formdadir
(Okte, 1991). Canli yumusak dokuyla oldugu kadar kemikle de oldukca iyi bir
biyouyumluluk gosteren bu madde, osteofilik ve osteokondiiktif 6zelliklerine ragmen

osteoindiiktif degildir.

Arastiricilar HA’in osteokondiiktif etkisinden yararlanilarak, kemik kalitesi diisiik
oldugu Tip 3 ve Tip 4 kemiklerde implant ankrajimnin arttirilacagini diistinmektedir
(Uzun ve Keyf, 2007).

HA kaplamalarin avantajlar1 yiizey alanmi arttirmalari, uygun piiriizliligin
olusturulabilmesi, primer stabilitenin saglanmasindaki tstiinliikleri ve artmis kemik-
implant temasidir. Dezavantajlar1 ise implant ¢evresindeki kemik yikimi sonucu agiga
cikan kaplanmis yilizeyin plak retansiyonu i¢in uygun ortam saglamasi, kaplama
metodlarinin agindirma metoduna gore daha kompleks olmalari, implantasyon sirasinda
ve sonrasinda kaplamanin kopmasi, par¢alanmasi, ¢oziilmesi ve erimesidir (Denissen ve

ark., 1990; Cook ve ark., 1992; David ve ark., 1995).

2.3.1.4.4. Kombine implantlar

Kombine implantlar simdiye kadar anlatilan yiizey islemlerinin avantajlarin1 bir
araya getirerek basar1y1 arttirmak amaciyla tasarlanmislardir (Okte, 1991).

2.3.1.5. Biyomimetik Yaklasimlar

Implant yiizeyi ile ilgili son yenilikler genellikle nanoteknoloji ve biyomimetik

alaninda yapilmaktadir.

Nanoteknolojik yaklasimlar implant ylizeyini yalnizca topografik olarak degil
kimyasal olarak da degistirmektedir. Bu yiizey islemleri implant ylizeyinin iyonlar,
biyomolekiiller ve hiicrelerle olan etkilesimine etki ederek osseointegrasyon surecini

gelistirmeyi hedeflemektedir (Ozyazgan ve Cetinkaya, 2013).

Biyomimetik, titanyum implant yiizeylerine eklenebilecek biyooaktif ajanlarin

arastirldigi bir alandir. Implant yiizeyinin bu materyaller ile kaplanmasiyla iyilesme

25



slirecinin hizlandirilmasi ve bdylelikle tedavi suresinin kisaltilmasi amaglanmaktadir

(De Jonge ve ark., 2008; Kilin¢ ve Erkmen, 2011).

Biyomimetik ajanlar ekstraselller matriks etkilesimleri ile yonlendirilen 6zgin
hiicresel cevaplar1 ortaya c¢ikarmak amaciyla tasarlanan, anatomik yapiyr ya da
fizyolojiyi tekrarlayabilen ya da taklit edebilen materyallerdir (De Jonge ve ark., 2008;
Kiling ve Erkmen, 2011).

Sekil 2.4: Isik mikroskobu altinda yiiksek magnifikasyonda ¢ekilmis fotomikrograf. implantla temas
halinde yeni olusan kemik (B), osteosit hiicrreleri (Oct), Havers kanali (Hc) ve bazi fibroz dokular (Ft).
Biyomimetik kaplama (Bc) implant yuzeyinde gorulebilmektedir (Rigo ve ark., 2004).

Kemik 1iyilesmesini arttirmak, hizlandirmak ve implant fiksasyonunu
giiclendirmek i¢in ¢esitli biiyiime ve farklilasma faktorleri tek basina veya kombine
olarak konvansiyonel implantlarin iizerine biyo-kaplama olarak kullanilmaktadir. Bu
faktorler BMP’ler, 6zellikle BMP-2 ve BMP-7 (osteojenik protein-1), ve PDGF, instilin
benzeri biiylime faktorii (IGF) ve TGF B-1 tek basma veya IGF-1 ve TGF B-2 ile
kombine olarak kullanilan biliylime faktorlerini icermektedir. Titanyum implantlarin
osseointegrasyonunu gelistirmek i¢in kullanilan diger biyolojik kaplamalar fibronektin
ve vitronektin gibi kollojenleri ve diger hiicre dis1 matriks proteinlerini (Geissler ve
ark., 2000; Frosch ve ark., 2003; Rammelt ve ark., 2004; Ku ve ark., 2005), ibandronate
ve insan paratiroid hormonu 1-34 gibi sistemik farmakolojik ajanlarin kullanimini
icermektedir (Eberhardt ve ark., 2006; Gabet ve ark., 2006).

26



2.3.1.5.1. Adezyon Faktorleri

Adezyon reseptorlerini baglayarak hiicre tutunmasimi tesvik eden fibronektin,
"RGD" yapisindan (arginin, glisin, aspartik asit) dolayr sik¢a kullanilan bir biyo-
adezivdir. RGD vasitasiyla Gretilen iskelelerle in vivo olarak erken dénem kemik
olusumu ve matriks mineralizasyonu saglanmistir. Ancak bu yaklagim titanyum-implant
yiizeyinde KIT veya osteoblast farklilasmasinda artis saglamamistir (Schliephake ve
ark., 2002).

2.3.1.5.2. Buyume Faktorleri

Osseointegrasyon miktar1 matriks sentezi, osteoprogenitor hiicre farklilasmasi ve
cogalmasi ile araylizdeki dokularin olgunlasmasina baglidir (Brunski ve ark., 2000).
Osteogenezisi tegvik ettigi, periodontal ve dentoalveolar dokularin yenilenmesine
katkida bulundugu icin biyltme faktorlerinin implant cevresi kemik iyilesmesi ve
osseointegrasyonu hizlandirma amaciyla kullanimi giindeme gelmistir (Tablo 2.1)

(Oncii, 2013).

Giliniimiize kadar elde edilmis olan literatiir bilgisi, trombositlerin igerisinde
aralarinda PDGF, TGF-B, IGF ve BMP’nin de bulundugu, doku rejenerasyonunu
hizlandiran ve yara iyilesmesini arttiran pek c¢ok biiyiime faktorii bulundugunu

kanitlamaktadir (Robey ve Young, 1987; Wang ve ark., 1990; Okuda ve ark., 2005).

a. Transforme Edici Buyume Faktori- betal (TGF-p1)

TGF-B, 30°dan fazla {iyesi olan ¢ok genis bir siiper ailedir. En ¢ok iiretilen
izoformu TGF-B1°dir. Sadece trombositlerin alfa graniillerinden degil, hiicreler arasi
iletisimde de iretilmektedir (Anitua ve ark., 2007). Bu blylme faktorunin etkisi
miktar, matriks cevresi ve hicre tipine gore degiskenlik gOstermektedir.
Osteoblastlarin ¢ogalmasini arttirdigi gibi onlari kolayca inhibe de edebilmektedir.
Sitokinler arasinda en kuvvetli fibrozis ajanidir (Border ve Noble, 1994). Osteoblast ve
fibroblastlarda kollajen-1 Gretimini arttirmaktadir (fibrozis). Fibroz iyilesmeyi

tetikleme kapasitesinedeniyle enflamatuvar diizenleyici olarak dikkate alinmaktadir.
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Tablo 2.1: Biiyiime faktorleri ve sentezlendigi hiicreler.

BUYUME  SENTEZLENDIiGi HEDEF ETKISI
FAKTORLERI  HUCRELER HUCRE
Trombosit Endotelyal hiicreler Fibroblastlar Fibroblast

Kokenli Buyime
Faktoru (PDGF)

Monosit
Trombosit

Makrofaj

Diiz kas hucreleri
Glia hiicreleri
Notrofil
Makrofaj
Osteoblast

kemotaksisi ve
proliferasyonu
Kollajen sentezi
Makrofaj

aktivasyonu

Transforme Edici

Endotelyal hicreler

Endotelyal hicreler

Kollejenaz kontroli

Biytme Faktori . Kemik iligi Kollojen sentezi
Makrofaj B )
(TGF-p) hicreleri Anjiogenezis
Monosit Fibroblast Osteoblast ve
. fibroblast
Trombosit Preosteoblastlar
proliferasyonu
Insiilin Benzeri Kondrosit Fibroblast Osteoblast
Blylme Faktori-1  ostegblast Osteoblast proliferasyonu,
(IGF-1) Trombosit Kondrosit Osteoblast sentezi
Makrofaj Anjiogenezis
Vaskuler Makrofaj Endotelyal hucreler Anjiogenezis
Endotelyal Keratinosit
Blylme
Faktori
(VEGF)
Fibroblast Endotelyal hicreler Keratinosit Anjiogenezis

Buylme Faktori
(FGF)

Makrofaj

Endotelyal hicreler
Fibroblast
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b. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)

PDGF, osteoblastlar ve periodontal ligament hiicreleri gibi mezenkimal kokenli
hiicreler i¢in potent bir mitojen ve kemotaktik faktordiir. PDGF ayni1 zamanda
anjiyogenezi tesvik etmek i¢in vaskiiler endotelyal biiyiime faktori (VEGF)
ekspresyonunu diizenleyen kemik ve yumusak dokularin iyilesme siirecinde 6nemli bir
hormondur (Chang, 2009). PDGF osteojenik hucrelerin yara alaninda toplanmalarini ve
cogalmalarin1 saglayarak osteogenezde dolayli bir rol oynamaktadir (Matsuo ve ark.
1999; Chang, 2009). Bu hiicrelerin daha sonraki farklilasmalar1 ise BMP tarafindan
saglanmaktadir (Chang, 2009). PDGF ve IGF-I kombinasyonunun press-fit titanyum
implantlar ¢evresindeki kemik rejenerasyonunu uyardigi gosterilmistir (Lynch ve ark.,

1991).

c. Kemik Morfogenetik Proteinler (BMP)

Kemik morfogenetik proteinler (BMP) TGF ailesindendir (Zhao ve ark., 2002;
DeCarlo ve Whitelock, 2006). Endoossedz implantlarin BMP gibi biiyiime faktorleri ile
kaplanmas1 osseointegrasyonun kalitesini arttirmak ve/veya hizlandirmak ig¢in bir yol
olabilmektedir (Huang ve ark., 2000). BMP’lerin 9 tane alt grubu olmakla beraber,
BMP-1, BMP-2, BMP-3 (osteogenin) ve BMP-4 bu grubun en cok bilinenleridir.
BMP’lerin kemik olusumunu indiiklemek disindaki ana gorevleri, farklilasmamis
pluripotent hiicrelerin kikirdak veya kemige doniismesini saglamaktir (Callens, 1998;
Zhao ve ark., 2002; Foster ve Somerman, 2005; DeCarlo ve Whitelock, 2006). BMP’ler
iskeletsel alanlar disinda kemik olusumunu saglayan tek madde olduklarindan,
rejenerasyonda ¢cok onemli bir yere sahiptirler. (Wozney, 1995; Lee, 1997; Orbak ve
ark., 2014).

BMP'nin in vivo olarak periosteal kemik {iretimini indiikleyebildigi gosterilmistir
(Chang ve ark., 2007). Ornegin, BMP-2"nin FGF ve IGF-1 ile sinerjistik olarak kemik-
implant osseointegrasyonunu gelistirmek i¢in yeni kemik olusumunu arttirabildigi,
BMP-2 ve b-FGF kombinasyonun da 8 aylik siiregte yeni kemik biiylimesini
hizlandirdig1 gosterilmistir (Park ve ark., 2007).
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Dis hekimliginde BMP’nin, ¢ekim soketi ve implant gevresi yara iyilesmesini,
siniis tabani ve alveoler kret ogmentasyonunu tesvik ettigi preklinik aragtirmalarla
bildirilmistir (Nevins ve ark., 1996; Barboza ve ark., 2004). Baz1 arastirmalarda ise
BMP kullanimiyla kisa donemde olumlu iyilesme elde edilirken uzun dénemde kontrole

oranla fark olmadig1 gézlenmistir (Matin ve ark., 2001; Jovanovic ve ark., 2007).

BMP-7’nin yiiksek dozlarinin fibr6z doku olusumunu inhibe ettigi, ancak kemik
olusumunu arttirmadigi gozlenmistir (Hannink ve ark., 2006). Bir asetabulum
modelinde, BMP-7’nin kemik greftleri lizerine etkisi goériilmemistir (Buma ve ark.,
2008).

d. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF)

Hicre koruyucu bir ajan olan IGF, timor hicreleri dahil bircok hicrenin
farklilasmasi ve ¢ogalmasini olumlu yonde diizenleyen ajanlardir. Bu sitokinler hiicreler
icin ¢ogalma mediatorleriyken; ayni zamanda hicreleri matriksteki birgok apoptotik
uyarandan koruyan sinyaller Ureterek apoptozu dizenleyen en 6nemli sitokinlerdir (Butt
ve ark., 1997). IGF’ler trombositlerden salgilanmalarina ragmen, dolasimdaki kanda

yuksek oranda bulunmaktadir.

e. Vaskuler Endotelyal Buyime Faktoria (VEGF)

Vaskuler endotel biyime faktori (VEGF) 0Ozellikle endotel hiicrelerine 6zgu
homodimerik glikoprotein yapisinda heparin baglayan biiylime faktorii ailesidir

(Vincenti ve ark., 1996; Yancopoulos ve ark., 2000).

Son yillarda VEGEF ile ilgili ¢aligmalar, bu ailenin PDGF super ailesinin 6nemli
bir {iyesi olduklarini ortaya koymustur. Aymi zamanda VEGF ailesinin VEGF-A
(Human-VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plasenta biyume faktori
(PIGF) ad1 verilen alt1 iiyeden meydana geldigini gostermistir (Ortega ve ark, 1996;
Ferrara ve ark., 2003; Kleespies ve ark., 2004).

VEGF, hem gelisim sirasinda, hem de yetiskinde vaskiilogenez ve anjiogenez i¢in

Oonemli ve gereklidir (Shalaby, 1995). Bu blylme faktorl, ozellikle anjiogenezde kritik
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rol oynarken, endotel hiicrelerinin yaptig1 bircok fonksiyonda da gerekli oldugu
goriilmiistiir. Bunlar embriyogenez, yara iyilesmesi, timor biiyliimesi, miyokardial
iskemi, okiiler neovaskiiler hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar
hastaliklar1 da kapsayan fizyolojik ve fizyopatolojik olaylardir (Zachary, 1994; Bikfalvi,
2004). Ayrica anjiojenezisi uyaran faktorler i¢inde hem anjiojenik etki gosteren hem de

damar gegirgenligini arttiran tek faktor VEGF dir (Kaiser, 2006).

f. Fibroblast Buyime Faktort (FGF)

FGF, mezenkimal hiicreler icin mitojendir. Bu faktoriin anjiogenezi uyardigi ve
yara iyilesmesinde rolii oldugu gosterilmistir. Hem asidik hem de bazik olmak
tizere iki tip FGF tamimlanmistir. Bazik FGF'lin anjiogenezisi uyarici ozelligi
yaklasik 10 kat fazladir (So ve ark., 2001).

In vitro ¢alismalarda, osteogenez siirecinde FGF-2, -4, -9 ve -18’in olusan kemik
dokusundaki hiicrelerin proliferasyonunda diizenleyici rol iistlendigi bildirilmistir (Iseki
ve ark., 1999; Shimoaka ve ark., 2002; Walsh ve ark., 2003). Bu diizenleyici etkilerin
yaninda FGF’lerin osteoblast hiicreleri lizerinde mitojenik etkilerinin oldugu dikkati
cekmektedir (Fakhry ve ark., 2005). FGF’ler hiicre ¢ogalmasindaki etkilerine ilave
olarak, osteoblast farklilasmasinin gesitli asamalarinda da etki gostermektedir. Bu
etkilerini ya dogrudan osteokalsin ve alkalen fosfataz gibi gesitli matriks proteinlerin
sentezini etkileyerek ya da bir transkripsiyon faktdrii olan Runx2 salinimini dolayl
yolla etkileyerek gerceklestirmektedir (Noff ve ark., 1989; Pitaru ve ark., 1993; Zhang
ve ark., 2002).

Biiyiime Faktorlerinin Kombine Uygulamasi

Blyume faktorlerinin osteogenezisi arttirmak amaciyla kombine kullanilabilir.
Lynch ve arkadaglar1 (1991) PDGF-BB ve IGF-1'in yara iyilesmesi lizerindeki sinerjik
etkilerinden yararlanmak (zere ilk kez kombine biiylime faktorii kullanmistir. Bu
uygulama ile tek bir biiyiime faktorii uygulamasina oranla daha fazla alveoler kemik ve
sement rejenerasyonu elde edilmistir. Daha sonra gerceklestirilen arastirmalarda bu
uygulamanin dental implantlarin osseointegrasyonuna olumlu etki yaptig1 bildirilmistir

(Stefani ve ark., 2000). VEGF ve BMP, BMP/TGF-$ veya BMP/FGF kombinasyonlari
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da in vivo olarak osseointegrasyonu arttirmistir (Lan ve ark., 2006; Sumner ve ark.,
2006). Bu olumlu sonuglarla birlikte, biiylime faktorlerinin normal iyilesme siirecini
taklit edebilecek sira ile salimimi saglayacak tasiyici sistemlerin gelistirilme geregi
ortaya ¢ikmistir. Bu amagla biyo-¢6zinebilir dogal (kollajen, kitosan) veya sentetik

(polilaktik veya poliglikolik asit) materyallerin gelistirilmesi yoOniinde c¢alismalar
surmektedir (Oncii, 2013).

Rejeneratif tipta son yillarda, potansiyel morfojenlerin veya biiylime
faktdrlerininin salinimi icin hiicre-iliskili bolgesel gen terapisi tanitilmistir. Ornegin bu
teknikle, BMP-2 geninin direk olarak uygulamasi sonucunda kemik defekti iginde
kemik rejenerasyonun arttig1 gézlemlenmistir. Kemik grefti ile kombine gen terapisinin
ise, erken donemde kemik-implant arayiizinde hizli  osseointegrasyonu
indiikleyebilecegi bildirilmistir (Park ve ark., 2007).

2.4. Trombosit Konsantreleri

Trombosit konsantreleri, otojen vendéz kanin bir dizi santrifiij islemine tabi
tutularak trombositlerin ayristirilmasi sonucu elde edilirler. Yiksek konsantrasyonda
trombosit ve bilylime faktéri iceren kan komponentleridir.  Trombosit
stispansiyonlarinin, bliylime faktorleri igin zengin bir kaynak oldugu, doku tamir ve
rejenerasyonunu hizlandirmada son derece etkili oldugu ileri siirtilmektedir. Yara
bolgesine topikal olarak biiylime faktorlerii uygulanmasi yara iyilesmesini, yumusak

doku ve kemik rejenerasyonunu yonlendirip hizlandirabilecegi gosterilmistir
(Philippart ve ark., 2003).

2.4.1. Trombositten Zengin Plazma (TZP)

Trombosit konsatrasyonlarinin birinci jenerasyonu trombositten zengin plazmadir
(TZP) (Rodellla ve ark, 2011). PDGF, VEGF, TGF, EGF, FGF, PDEGF, PDAF ve ILGF-I
gibi buylme faktorleri TZP icerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Bu
bliylime faktorleri trombositlerin alfa graniillerinde depolanmaktadir ve kanin
pihtilasmasinin basglamasindan sonra 10 dakika i¢inde ortama salinmaktadir. Birinci saat
sonunda bu biiylime faktorlerinin % 95’1 ortama salinmis olmaktadir (Marx, 2001). TZP,

sadece trombosit ve blylme faktori icermemektedir, ayn1 zamanda kanda bulunan {i¢
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adet proteini de icermektedir. Bu proteinler fibrinojen, vitronektin ve fibronektindir;
bunlar osteokondiiksiyon igin hiuicre adezyon molekulleri gibi hareket etmektedir ve
kemik, bag doku ve epitel migrasyonu ic¢in matriks gibi gorev yapmaktadir. TZP’de
bulunan buyime faktorleri cevre dokularda kemotaksis, mitogenez ve anjiogenezi
stimule etmektedir. TZP uygulamasiyla, yara bolgesine yiksek konsantrasyonda
blylme faktorii salinmasi saglanmaktadir ve bu sayede viicudun normal yara iyilesme

mekanizmasi hizlanmaktadir (Petrungaro, 2001).

TZP kemik olusumunda etkili olabilecek tiim 6nemli biiylime faktorlerini
icermektedir ancak etkinlik gosterebilmek igin osteoblast veya oncul hiicrelere ihtiyag
duymaktadir. TZP osteoblastlarin aktivitesini uyarirken, osteoklastik rezorpsiyonu da
inhibe etmektedir. Ayrica TZP, icerigindeki PDGF'nin %50’sinin kan dolagimina
katilarak 2 dakika i¢inde atilmasi nedeniyle sadece topikal uygulamalarda etkili

bulunmustur (Oncii, 2013).

Fuerst ve arkadaslar1 (2003) c¢aligmalarinda implantlarin etrafina TZP
uygulanmasiyla kemik-implant kontaginin arttirtldigini ve iyilesmenin hizlandigini

tespit etmislerdir. Erken donemde stabilitenin de arttigini belirtmislerdir.

Peev ve Atanasov da (2007) klinik ¢aligmalarinda test grubundaki implantlarin
yiizeyine TZP uygulamiglar ve kontrol grubuna herhangi bir islem yapilmamaistir.
Implantlara immediat fonksiyonel yiikleme yaparak basar1 oranlarini karsilastiran
arastiricilar, test grubunda 5 ay sonunda %100, kontrol grubunda ise %92,85 basari

orant tespit etmislerdir.

Fontana ve arkadaslarinin (2004) TZP’nin implat gevresindeki kemik cevabina
olan etkisini histomorfometrik olarak degerlendirdikleri ¢alismada, si¢an tibialarinin
birine TZP wuygulayarak, digerine herhangi bir uygulama yapmadan titanyum
implantlar  yerlestirmiglerdir. Histomorfometrik  bulgularda, TZP uygulanan
implantlarin ¢evresinde olusan kemik miktarinin, TZP uygulanmayanlara goOre

istatistiksel olarak daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Weibrich ve arkadaslart (2004) ise yaptiklar1 hayvan calismasinda, implant
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yuvalarindan birini TZP ile yikarken, digerini bos birakarak birer implant
uygulamiglardir.  Sonugta, trombosit  konsantrelerinin  dental implantlarin

osseointegrasyonu iizerinde hizlandirici etkisi olmadigini bildirmislerdir.

Kisacasi, otojen trombositten zengin biiylime faktorlerinin implant yuvasina
uygulandiginda implant etrafindaki yumusak dokuyu ve kemik rejenerasyonunu
arttirdig1 ve ayn1 zamanda iyilesme siiresini kisalttig1 bir ¢ok calismada gosterilirken,

aksini kanitlayan sonuglar da elde edilmistir (Casati ve ark., 2007).

2.4.2. Trombositten Zengin Fibrin (TZF)

Trombositten zengin fibrin (TZF) ikinci nesil trombosit konsantrasyonu olup,
stokinlerin, trombositlerin ve yiiksek oranda I6kositlerin fibrin ag1 igerisinde tutulmasi
ile elde edilmektedir. Ik kez 2001 yilinda Joseph Choukroun tarafindan tanimlanmistir
(Giannobile, 1996; Dohan ve ark., 2006b).

TZF protokolii, serum ve trombositler ile gliglii bir fibrin piht1 toplanmasini
miimkiin kilmaktadir. Fibrin matriks igerigi sayesinde giiclii bir otolog membran elde
edilmektedir (Dohan ve ark., 2006b). Fibrin ag1 dolasimdan gelen kok hicreleri
yakalamaktadir ve iyilesme sirasinda anjiyogenezisi dogrudan aktive etmektedir

(Dohan ve ark., 2006c).

TZF pihtisinin avantaji santriflij sirasindaki dogal polimerizasyon siirecinden
ileri gelmektedir. Bu dogal fibrin yapisi sayesinde buylime faktorleri ve matriks
glikoproteinlerinin yavas salinimi (=7 giin) miimkiin olmaktadir. Bu sekilde bir yavas
salmim mekanizmasi siddetli trombosit aktivasyonu nedeniyle TZP tekniklerinde
miimkiin degildir (Dohan ve ark., 2006b).

He ve arkadaslar1 (2009) in vitro bir caligmada, sican osteoblastlarinin
farklilasmas1 ve c¢ogalmasinda TZP ve TZF’nin etkinligini karsilagtirmistir. Sonug
olarak, TZF’nin asamali olarak, daha uzun slire otojen biiyiime faktorii salimina neden

oldugunu gostermistir.

Yapilan bir in vitro ¢alismada TZF’deki TGF-f1 ve PDGF-BB ve IGF-1
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konsantrasyonlar1 sirasiyla 6.634 ng/ml, 1.419 ng/ml ve 209.68 ng/ml olarak
bulunmustur (Dohan ve ark., 2006b). Ayrica TZF Uretiminden itibaren ilk 5. dakika, 1.,
2. ve 5. saatteki PDGF-AB, TGFpB-1, VEGF ve IGF-1 salinim miktarlar1 Tablo 2.2°de
gosterilmistir (Su ve ark., 2009).

Bu biiyiime faktorlerinin TZF’de 7. giine kadar yavas salinim gerceklestirdikleri
bildirilmistir. 7. giine kadar salinan toplam miktarin PDGF-AB, TGF-B1 ve VEGF i¢in
sirastyla 50.3 ng, 273.4 ng ve 6071 ng oldugu gosterilmistir (Dohan ve ark., 2009).

Tablo 2.2: TZF igindeki biiytime faktorlerinin salinim oranlar1 (ng) (Su ve ark., 2009).

TZF salinim 5. Dakika 1. Saat 2. Saat 5. Saat
PDGF-AB 29.29 34.12 42.20 52.73
TGFp-1 43.06 49.52 60.09 72.21
VEGF 0.38 0.42 0.71 1.04
IGF-1 257.40 247.82 244.62 249.16

IGF-1 disinda diger biiyiime faktorlerinin miktarlar1 TZP’de TZF’ye gore daha
yiksektir (Dohan ve ark., 2006b; Dohan ve ark., 2006c). Fakat TZP’de sitokin ve
biiyiime faktorleri uzun siireli yavas salinim gostermemektedir. Salimimlart hizli ve

omurleri kisadir (Dohan ve ark., 2006b).

Choukroun ve arkadaslari (2006) TZF’nin sert doku {izerine etkilerini
degerlendirmis ve siniis lift cerrahisi sirasinda uygulanan kemik greftine ek olarak TZF
kullanimimi incelemistir. Calisma neticesinde, TZF’nin kemik grefti ile birlikte
uygulandigi bolgelerde 4. ay ve 8. ayda elde edilen histopatolojik kesitler benzer
bulunmustur. TZF’nin sert ve yumusak doku iyilesmesini iki kat hizlandirdigi

gosterilmistir.
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TZF tekniginin basarisi timuyle kanin elde edilmesi ve santrifiij cihazina

transferinin  hizina  bagldir. Ciinkii  kullanilan  tiipler  antikoagiilan
icermediginden kan tiip duvarlarina temas ettigi anda koagiile olmaya baglamaktadir.
Almman kan Omneginin hizli bir sekilde manipule edilmesi gerekmektedir. Bu,
kullanilabilir TZF elde etmenin tek yoludur. Eger manipulasyon siiresi uzarsa fibrin

membran elde edilmesinde basarisiz olunmaktadir (Dohan ve ark., 2006a).

2.4.3. Konsantre Blyume Faktori (KBF)

2006 yilinda Sacco tarafindan gelistirilmistir (Rodellla ve ark., 2011). Kisinin
kendisinden alinan kanin dort farkli devir ve siiredeki santrifiij islemi ile bilesenlerine
ayrilmasindan sonra trombositleri, 16kositleri, ¢esitli biytume faktdrlerini ve sitokinleri
iceren katmanin adidir. TZP ve TZF’den farkli olarak KBF sabit bir sicaklikta degisik
hizlarda kontrollii bir sekilde bir rotor (doneg) tarafindan dondiiriilen ve rolatif
santrifiij kuvveti (RCF/ Ayristrma Kuvveti/ g Kuvveti) 3004n altinda hizlanan
toplardamar kaninin ayristirllmasindan elde edilen bir protokoldiir (Corigliano ve ark.,

2011).

Son yillarda, arastirmacilar kemik defektlerinde rekonstriiksiyon amaciyla KBF
kullaniminm1 raporlamislardir. Kim ve arkadaslar1 (2014), KBF uygulamasiyla kemik

formasyonunun belirgin bir sekilde arttig1 sonucuna varmislardir.

Sohn ve arkadaglar1 (2011) ile Choi ve arkadaslar1 (2014), KBF’yi siniis
ogmentasyonunda yoOnlendirilmis kemik rejenerasyonunu hizlandirmak amaciyla
kullanmiglardir. Igeriginde CD34 kok hiicrelerin bulunmasi sebebiyle TZP ve TZF’ye
gore rejenerasyon kapasitesinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Sohn ve ark., 2011).

Dogan ve arkadaslar1 c¢alismalarinda (2015) c¢oklu diseti ¢ekilmelerinin
tedavisinde KBF ve koronale kaydirilan flep teknigi (KKF) kombinasyonunu yalnizca
KKF teknigi ile kiyaslamislardir. Sonucta, KBF+KKF uygulamasinin yalniz KKF
uygulamasina gore c¢ekilme derinligine, ortalama kok yiizeyi kapanmasi ve tamamen
kok ylizeyi kapanmasma ek bir fayda saglamadigini, yalnizca keratinize doku

genisligini ve doku kalinligin1 arttirabildigini belirtmislerdir.
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2.4.4. TZP-TZF-KBF Farki

Bu (¢ trombosit konsantresinin dncelikli farklar1 elde edilme yontemleri ve jel
yapilarinin farkliligidir. TZP’nin, elde edilmesinin son agsamasinda koagiilasyon ve ani

fibrin polimerizasyonunun olusmasi i¢in sigir trombini ve kalsiyum kloriir

eklenmektedir. (Dohan ve ark., 2006a; Dohan ve ark., 2006b; Dohan ve ark., 2006c).

TZF ve KBF'de ise santrifiij islemi sirasinda yavas ve dogal bir polimerizasyon
olugmaktadir ve sigir trombini eklenmedigi i¢in toplanan otolog fibrinojen tizerindeki
etkili trombin konsantrasyonlari ile istenilen fizyolojik membran yapinin elde edilmesi
saglanmaktadir. Boylece fizyolojik iyilesme fazina destek olunmaktadir. TZP’den
farkli olarak, TZF ve KBF’de olusan yavas ve dogal polimerizasyon sonucu 3 boyutlu
homojen organize bir fibrin yapist olusmaktadir. Bu yap1 dogal fibrin pihtidan daha
organizedir. Bu polimerizasyon modu ile dolasimdaki intrensek sitokinlerin fibrin aga
tutunmasi artmaktadir. Ayn1 zamanda sitokinler yalnizca baslangi¢ iyilesme fazinda
matriks i¢inden salinmaktadir; bundan dolay:r sitokinlerin salinma ve hayatta kalma
stireleri de uzamaktadir. Bu sitokinler yara alanina iyilesme i¢in gerekli olan hiicreleri
cagirarak 1yilesme matriksinin yeniden sekillenmesini baslatmaktadir. TZP
olusturulurken hizli ve agresif bir polimerizasyon gergeklestiginden sitokinlerin fibrin
matriks i¢ine tutunmasi zordur ve hizlica disar1 salinmaktadir ve TZF ve KBF’ye
oranla ¢ok daha hizli tikkenmektedir (Giannobile, 1996; Dohan ve ark., 2006b).
KBF’nin TZP ve TZF gibi diger rejeneratif materyallerden en 6nemli farki ise, CD34
kok hiicreleri icermesidir (Rodella ve ark., 2011). CD34 proteinleri kemik iligi
transplantasyonunda  hematopoetik ~ koék  hicrelerin -~ ve  progenitorlerin
kimliklendirilmesi ve izolasyonunda isaretleyici olarak kullanilmaktadir. Ayrica son
yillarda, kas uydu hiicreleri ve epidermal prekiirsorleri de igeren diger doku-spesifik
kok hucrelerin kimliklendirilmesinde de yardimci isaretleyici olarak kullanilmaktadir.
CD34’iin fonksiyonu kesin olarak agiklanamamakla birlikte, hematopoetik hiicrelerin
proliferasyonunu tesvik ettigi ve differansiyasyonu engelledigi, hiicre goglinii ve

trafigini arttirdigi 6ne siiriilmiistiir (Nielsen ve McNagny, 2008).
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KBF’nin TZP ve TZF gibi rejeneratif materyallerden diger bir farki da materyale
ait fibrin matriksindeki biiyiime faktorlerinin yogunlugu, biiyiikliigii ve miktaridir
(Orbak ve ark., 2014).

2.4.5. Trombosit Konsantrasyonlarinin Etki Mekanizmasi

Inflamasyon genel olarak vaskiiler faz, hiicresel faz ve iyilesme faziyla
gerceklesmektedir. Vaskiiler faz hemostazin gelistigi ve 16kositlerin aktive olup yara
bolgesine ulastig1 fazdir. inflamatuar bédlgeye ilk olarak 16kositler go¢ etmektedir ve
sitokin ve biiyiime faktorlerinin salimini saglayarak iyilesmeye etkilemektedir. Bu
enflamasyon mediatorleri fibroblastlarin aktivasyonunda, proliferasyonda, biyosentetik
aktivitenin stimule edilmesi ve proteazlarin (matriksmetalloproteinaz, plazmin)
salgilanmasinda rol oynamaktadir. Sitokinler doku hemostaz dengesinde Onemlidir

(Dohan ve ark., 2006c).

Enflamatuar sitokinler, TZF uygulamasinda TZP’ye oranla daha fazla
salinmaktadir. Bunun nedeni TZF’nin 16kositik olmasidir; yani TZF uygulamasinda
yavas kan aktivasyon siireci sonucu lokosit degraniilasyonu artmaktadir. TZF ve KBF
sadece bir trombosit konsantrasyonu degildir, ayni zamanda savunma mekanizmalarini

uyaran bir immiin ag gorevi gérmektedir (Giannobile, 1996; Dohan ve ark., 2006c¢).

Hemostazin olusmasi, I0kositlerin go¢ etmesi ve son olarak koagulasyon ile,
fibrin pithtinin olusmast ile karakterizedir. Yara bolgesine ilk olarak polimorfonukleer
I6kositler (PMNL) gelmektedir ve daha sonra bu hicreler yiiksek fagositoz ozelligi
olan monosit/ makrofajlarla yer degistirmektedir. Inflamatuar alanda iyilesme
reaksiyonlarinda rol oynayan hlcreler aktive olmaktadir ve ¢ogu biiylime faktorlerinin
ve sitokinlerin salimini saglamaktadir. Aym1 zamanda iyilesme esnasinda meydana
gelebilecek yikict etkileri de azaltmaya yardimci olmaktadir. Endotelyal hiicrelerin
fenotip degisimi, gogli ve bolinmesi igin ekstraselliller bir matrikse ihtiya¢ vardir.
Fibrin, anjiyogenezis i¢in dogal bir iskele gorevi gormektedir. Fibrin matriksin direkt
olarak anjiyogenezi yonlendirdigi gosterilmistir. Matriksin bu 6zelligi fibrin jelin iig
boyutlu yapist ve agda haspsolan sitokinlerin aktiviteleriyle aciklanmaktadir (Van

Hinsbergh ve ark., 2001). Anjiyogenezis icin gerekli biiytime faktorleri (FGF-B,
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VEGF, PDGF) fibrin matriks i¢inde bulunmaktadir. Bu faktorlerin fibrine ylksek
affiniteyle baglandig1 goriilmustiir (Sahni ve ark., 1998; Feng ve ark., 1999; Dohan ve
ark., 2006c).

Fibrinin baz1 biiyiime faktorlerine baglanmasi1 anjiogenez etkisini agiklayabilir.
Anjiogenezin énemli bir faz1 da endotelyal hiicrelerden avp3 integrin iiretimidir. Bu
molekiil endotel hiicrelerinin fibrin, fibronektin ve vitronektine baglanmasini

saglamaktadir. Fibrin bu molekulin ekpresyonunu arttirmaktadir (Feng ve ark., 1999).

TZF ve KBF fizyolojik fibrin matriks olarak, kok htcreleri icin, 6zellikle
anjiyogenezisin arttigi sathada, bir ag gibi islev gormektedir. Kemik iliginden koken
alan mezenkimal hiicreler kemik hiicreleri ve bir¢ok farkli dokularin rejenerasyonunu
saglamaktadir. Bu farklilasmamis hiicreler kandan yaralanmis dokulara gelmektedir ve
bircok farkli hiicre tipine doéniismektedir. ilk farklilasma safhasi i¢in fibrin ve
fibronektin tarafindan olusturulmus bir skar matriksi gereklidir. Bir¢ok arastirmaci
fibrin matriksin kemik defektlerinin rejenerasyonunda mezenkimal hiicrelere destek bir

yapt olusturdugunu géstermislerdir (Dohan ve ark., 2006c¢).

Choukroun ve arkadaglar1 (2006), TZF nin iyilesmeyi hizlandirici ve arttirict bir
biyomateryal oldugunu, ideal iyilesme icin gereken tiim parametreleri sagladigini

klinik olarak da gostermislerdir.

TZF ve KBF’nin yavas kan aktivasyon siireci 16kosit degraniilasyonu miktarin
arttirmaktadir. Enflamasyon agisindan 16kositler de en az trombositler kadar dnemlidir.
TZF ve KBF’nin 16kosit igerigi yiiksektir. Trombosit molekiilleri gibi 16kosit
sitokinleri de fibrin yap1 i¢inde depolanmistir ve bu sitokinler yavas salinim

gostermektedir (Dohan ve ark., 2006a; Dohan ve ark., 2006b; Dohan ve ark., 2006c¢).

Fibrin matriks epitelyal hiicre ve fibroblastlart etkileyerek yara alanini
kaplamaktadir. Yara kenarlarinda epitel hicreleri bazal ve apikal yuklerini
kaybetmektedir ve yara alaninda bazal ve apikal yonde genisleyerek yarayi
kaplamaktadir. Hiicre gogt fibronektin, vitronektin, tenascin ve fibrinojen ile

duzenlenmektedir. integrin ekspresyonunu diizenlemek, fibroblast cogalmasini ve yara
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alanina gociinii diizenlemek i¢in TGF-f3, PDGF fibrin ve fibronektin varligi gereklidir
(Gray ve ark., 1993). Bitin bunlar dikkate alindiginda TZF mikrovaskiilarizasyon
gelisimini saglayan ve epitelyal hiicre gogilinii yonlendiren fibrin bazli dogal bir
biyomateryaldir. Agik yaralar1 korumak ve iyilesmeyi hizlandirmak icin bu tarz bir
membrane 6nemlidir. Aynm1 zamanda I6kosit icermektedir ve bu maddelerin goclerini
arttirmaktadir (Dohan ve ark., 2006c¢).

Fibrin matriksin yogunlugu ve icerigi herhangi bir trombosit konsantrasyonu i¢in
onemli bir parametredir. Trombosit konsantrasyonlarinin biyolojik etkisi arastirilirken,
genellikle trombosit buyume faktorleri izerinde durulmaktadir ve salinimlarini etkileyen
cevrelerindeki sitokinleri ya da fibrin matriksin etkisi goz ardi edilmektedir (Balc1 ve
Toker, 2011).

Bu ¢alismanin amaci; KBF’nin osteoblast hiicrelerinin sayisi, proliferasyonu ve

hlcre metabolizmasi lizerindeki etkilerinin degerlendirilmesidir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamiz Ordu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklendi (TU-1603). Etik kurul onayr Ordu Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan alindi (Toplant1 sayis1:10, Karar: 2015/1). Calismanin deneysel kismi,
Atigencell-Trabzon Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda, scanning elektron mikroskobu
(SEM) fotograflarinin ¢ekimi, Karadeniz Teknik Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Metaliirji ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.

Calismamizda, implant yiizeyinin biyolojik a¢idan doku uyumluluklarinin
saptanmasi ve osteoblast hucreleri ile iliskilerinin incelenmesi amaciyla titanyum

diskler ve devamli kiiltiir osteoblast hiicreleri kullanildi.

3.1. Titanyum Disklerin Hazirlanmasi

5 mm c¢apinda ve 1 mm kalinliginda hazirlanan 88 adet makinelenmis ve
sonrasinda herhangi bir yiizey islemine tabi tutulmamis Grade 4 saf titanyum disk
implant firmasindan (Implance, Trabzon, Tiirkiye) temin edildi (Sekil 3.1). Bu disklerin
42 tanesi test grubu, 42 tanesi kontrol grubu icin ve 4 tanesi SEM goéruntilemesinde
kullanildi.

Sekil 3.1: 5 mm ¢apinda ve 1 mm kalinliginda makinelenmis Grade 4 saf titanyum diskler.

Hiicre kiiltiirii yapilmadan 6nce diskler ultrasonik banyo icerisinde (Goplus, Cin)
her bir soliisyonda ikiser kez olmak tizere 30 dk boyunca sirasiyla aseton, %90’lik
etanol ve distile su ile dezenfekte edildi (Sekil 3.2). Bu islemin sonrasinda 121°C’de 10

dk boyunca otoklavda bekletilerek sterilizasyon tamamlandi.
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Sekil 3.2: Dezenfeksiyon igleminin gerceklestirildigi ultrasonik temizleyici

3.2. Hicre Kulturi

Calismada Saos-2 (ATCC 85-HTB) osteoblast benzeri osteosarkom devamli hiicre
hatt1 kullanildi. Saos-2 hiicreleri, T75 doku kiiltiir flasklarinda (Nest Biotech, Cin), %10
Fetal Sigir Serumu (FBS, Lonza-ABD) ile desteklenmis MEM-Minimum Essential
Medium Alpha besi yerinde (MEM-a, Lonza-ABD) c¢ogaltildi ve ortama
penisilin/streptomisin ve antimikotik (fungizon) ¢ozeltileri eklendi. inkiibasyon, %5
CO. atmosfere sahip, 37°C’de %95 nemlendirilmis hava karigimini saglayacak sabit
sicakliga ayarlanmis etiivde (MCO-17 Al, Sanyo, Japan) gerceklesti. Hiicre kiiltiir
ortamlar1 giinliik bakteriyel ve mantar kontaminasyonu ile pH incelemesine tabi tutuldu
ve besi yerleri iki glinde bir yenilendi. Hiicreler kiiltiir kaplarin1 tam olarak
doldurduklari zaman (konfluent oldugunda) tripsin-EDTA solusyonu (Lonza, ABD) ile
kiiltiir kab1 tabanindan kaldirildi, besi ortami ile seyreltilen hiicreler 1’e 4 oraninda

pasajlanarak ¢ogaltildi.

Hemositometre ile Toplam Hiicre Sayilarinin Saptanmast

Hemositometre ile hiicre sayimi oncesinde steril kiiltiir kaplarinda inkiibe edilen
Saos-2 hiicreleri inkiibatorden ¢ikartilmis, %0,25°1ik tripsin-EDTA (Lonza, ABD)
kullanilarak hiicreler aras1 baglar1 koparilmis ve hiicreler steril kiiltiir kaplarmin
zemininden kaldirildi. Daha sonra 5 dk siireyle 1500 devirde santrifij edildi.
Santrifiijiin sonrasi tiiplerin iist kisiminda kalan sivi pastor pipeti ile ¢ekilip atildi.
Tupun dibinde toplanan hucreler ise 1 ml taze medyum ile tekrar stispansiyon haline

getirildi. Siispansiyondan 10 pl almarak 10 pl tripan mavisi ile karigtirildi (Celis,
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1998). Bu karisim, Thoma lami iizerinde yaymak suretiyle hiicre sayim1 yapildi (Sekil
3.3).

Stispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayisi ise asagidaki formdiille bulundu

(Louis ve Siegel, 2011):

Toplam hiicre say1si/ml = Hemositometre sayim sonucu x 10% x Medyum miktar1 (ml)

Sekil 3.3: a) Thoma lami {izerinde mikroskop ile hiicre sayimi, b) hiicre sayiminda kullanilan

hemositometrik kamera diyagrami

3.3. KBF’nin Elde Edilmesi

Calismada segilen saglikli bir bireyden 24 gauge’luk kelebek setiyle elde edilen
vendz kan, antikoagulan igermeyen 9 ml’lik tiipler (Vacuette Test Tupleri) igerisine
yerlestirildi ve bekletilmeden 6zel santrifij cihazina (MEDIFUGE 200, Silfradent srl,
Forli, italya) yerlestirildi (Sekil 3.4). 2700 rpm’de 2 dk, 2400 rpm’de 4 dk, 2700 rpm’de
4 dk, 3000 rpm’de 3 dk olmak iizere toplamda 13 dk santrifiij edilerek KBF elde edildi.
Bu islem ile birlikte tiipiin dibindeki alyuvarlar ve {iizerindeki hiicresiz plazma

arasindaki bolgenin polimerizasyonu saglanarak fibrin piht1 elde edildi.
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Sekil 3.4: Antikoagulan igermeyen tiiplerdeki vendz kanin santrifiij islemi.

Santrifiij isleminin ardindan kan tiipleri steril tiip stand1 igerisine yerlestirildi.
Fibrin piht1 steril presel yardimiyla tiipten ¢ikarilarak, fibrinin alt kismina tutunan
kirmizi kan hiicreleri makas yardimiyla uzaklastirildi (Sekil 3.5a). Elde edilen KBF
fibrin piht1, KBF kutusuna aktarilarak kapak kapatildi ve 2 dk preslendi (Sekil 3.5b). Bu

yontemle s1v1 igeriginin KBF kutusunun tabaninda toplanmasi saglandi.

Sekil 3.5: a) Santrifiij sonrasi elde edilen fibrin pihti, b) KBF fibrin pihtinin kirmizi kan hiicrelerinin

uzaklastirilarak KBF kutusuna aktarilmasi.

3.4. Deney Asamasi
Calisma planimizda asagidaki incelemeler gerceklestirildi;

» Birinci ve 3. giinde hiicre proliferasyonu amaciyla MTT [3-(4,5-dimethyl-
2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide] testi

» Hicre morfolojilerininsaptanmasi amaciyla SEM goruntiilemesi
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» Hiicre farklilasmasinin tespiti amaciyla, 1. ve 3. giinlerde OCN; 3, 7, ve
14. glinlerde ise ALP aktivitesinin incelenmesi

Bu plan dogrultusunda kontrol grubunda yer alan Ti diskler herhangi bir isleme
tabi tutulmazken, test grubu disk drnekleri KBF s1visi ile yikanarak kullanildi.

Planlanan ¢alisma i¢in 96 kuyucuklu 3 adet plaka, testler ikiser tekrar yapilacak
sekilde hazirlandi. Birinci plaka 1. ve 3. giinlerde hiicre proliferasyonu ve OCN
aktivitesinin tespiti i¢in hazirlandi. Her giin i¢in 6 adet test, 6 adet de kontrol diski

olacak sekilde toplamda 24 disk kullanildi (Sekil 3.6a).

Ikinci plaka 1. ve 3. giinlerdeki hiicre proliferasyonunun SEM goriintiilemesi
icin hazirlandi. Bu plakada da her giin i¢in 6 adet test, 6 adet de kontrol diski olacak
sekildetoplamda 24 disk kullanild1 (Sekil 3.6b).
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Sekil 3.6: a) 1. ve 3. giinlerde hiicre proliferasyonu ve OCN aktivitesinin tespiti i¢in hazirlanan 96
kuyucuklu plaka, b) 1. ve 3. gunlerdeki hiicre proliferasyonunun SEM géruntiilemesi i¢in hazirlanan 96
kuyucuklu plaka, c) 3., 7. ve 14. ginlerdeki ALP aktivitesininin tespiti i¢in hazirlanan 96 kuyucuklu
plaka.
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Uciincli plaka ise 3., 7. ve 14. ginlerdeki ALP aktivitesininin tespiti icin
hazirlandi. Her giin i¢in 6 adet test, 6 adet de kontrol diski olacak sekilde toplamda 36
disk kullanild1 (Sekil 3.6c¢).

Kontrol ve test grubuna ait disklerin yerlestirilmesinden sonra 10° hiicre/ml
seklinde siispansiye edilen hiicreler, 96 kuyucuklu plakaya disklerin oldugu her bir
kuyucuga 0,1 ml olacak sekilde ekildi. Boylece her kuyucuga 10.000 hiicre ekilmesi
saglandi. Sonrasinda hiicreler yapismasi ve yeni ortama aligsmasi i¢in 1, 3, 7 ve 14 gun
streyle, %5 CO; atmosfere sahip, 37 °C’de %95 nemlendirilmis hava karisimini
saglayacak sabit sicakliga ayarlanmis etiivde (MCO-17 Al, Sanyo, Japan) inkiibasyona
birakildi. Her 2 giinde bir ortam yenilendi (Pardun ve ark., 2015; Ayubianmarkazi ve

ark., 2015). Bu siirelerin sonunda 6rneklerde asagida belirtilen testler yapildi.
3.4.1. Hiicre Canlihig: ve Proliferasyonu

3.4.1.1. Metiltiazol Difenil Tetrazolyum (MTT) Testi

Hiicre proliferasyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla metabolik aktivitenin

tespitine dayali olan metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) testi kullanildi.

Saos-2 hiicrelerinin titanyum yiizeylerdeki proliferasyonunun tanimlanmasi i¢in
Mosmann (1983) tarafindan tanmitilan prosediir kullanildi. Bu testin ¢alisma prensibi
temel olarak, proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile
tetrazolyumu (MTT: sar1) kullanarak, formazan (mor) boya iiretmesi sonucu goriilen
renk degisiminin, absorbans olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile

Olclilmesine dayalidir (Biocompare.com, 2012; Atcc.org, 2012).

Diskler 96 kuyucuklu plakalara yerlestirildi. Daha sonra, diskler (izerine yukarida
belirtildigi gibi %10 FBS ve penisilin/streptomisin ve antimikotik (fungizon) c¢ozeltileri
ile desteklenmis olarak hazirlanan a-MEM besiyerine, Saos-2 hiicre siispansiyonlari her
bir disk lzerine 1 x10* konsantrasyonda ekildi. Plakalar, etiivde 24 ve 72 saat sireyle
inkiibe edildi. Bu siireler sonunda kuyucuklardaki ortam uzaklastirildi, sonrasinda
diskler PBS (Phosphate buffered saline) ile yikandi. Daha sonra diskler birer birer,
onceden hazirlanmig olan 100 pl/kuyucuk olacak sekilde %1°lik FBS iceren a-MEM ile
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desteklenmis kuyucuklar icerisine 30 dk sireyle konuldu. Hazirlanmis olan (0,5 mg/ml
MTT) calisma soliisyonu 96 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna 0,1 ml olarak ilave
edilerek, %5 CO. atmosfere sahip, 37°C’de %95 nemlendirilmis hava karisimini
saglayacak sabit sicakliga ayarlanmis etlivde 3 saat inkibe edildi (Mosmann, 1983;
Horakova, 2001). Bu islemi takiben, hiicrelerin igerisindeki formazan kristallerini agiga
cikarmak i¢in igerik atilip, ek indirgenme drlnd olan dimetil sulfoksit (DMSO)
¢ozlcusl (100 ) ile 15 dk’lik siireyle oda 1sisinda ¢oziildii (Keskin ve ark., 2007). Son
olarak plakalardaki hicrelerin optik dansitelerinin (OD) absorbans tayini, 570 nm’de
mikroplaka ELISA okuyucu (Tecan Sunrise, ABD) ile yapildi (Kaluderovi¢ ve ark.,
2014; Kaluderovi¢ ve ark., 2016).

3.4.2. Hucre Diferansiyasyonu
3.4.2.1. Alkalen Fosfataz (ALP) Aktivitesi

Alkalen fosfataz (ALP) aktiviteleri 3., 7. ve 14. glinlerde analiz edildi. Calismada
ALP aktivitesinin degerlendirilmesi pH 10.2°’de p-nitrofenil fosfatin p-nitrofenole
donilismesi prensibine dayanir. p-nitrofenol formasyonu orani direkt olarak ALP

aktivitesi ile orantilidir.

Analiz edilecek gunlerin sonunda (3., 7. ve 14. ginler) medyumlar ortamdan
uzaklastirildi. Diskler, kiiltlir ortamindan alindiktan sonra ikiser kez PBS ile yikand1 ve
sonrasinda da 100 pl hiicre dnceden 1sitilmis liziz ortami (0.1% v/v Triton X-100, 50
mM Tris (pH 7.6) ve 1 mM MgCl,) eklendi, oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Daha sonra, hiicre lizatlar1 14000 rpm hizda 10 dk boyunca santrifiij edildi ve
mikrosantrifuj tlplerine transfer edilerek -80 °C’de muhafaza edildi. ELISA kitlerinin
kullanimi i¢in donmus 6rnekler 37 °C’de ¢ozdiiriilerek mikrosantrifiij ile 3000 rpm’de
10 dk santriftij edildi. Supernatantlar dikkatlice temiz tuplere transfer edildi. ALP
Ol¢timiinde ‘‘sandwich ELISA”’ teknigi kullanilmaktadir. Bu 6l¢iim i¢in 6zetle, kultur
siipernatantlari, daha onceden ALP’ye spesifik antikorla kaplanmis kuyucuklara
yerlestirildi, bunu takiben immiin kompleks yapi olusturmasi igin Streptavidin-
Horseradish Peroxidase (HRP) konjugatlar1 eklendi. 37 °C’de 60 dk inkiibe edildikten

sonra, kuyucuklar 4 kez yikanarak antijen-antikor kompleksi olusturmayan yapilar
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otamdan uzaklastirilir. Daha sonra, kit icerisinden temin edilen kromojen soliisyon
kuyucuklara eklenir ve 37 °C’de 10 dk inkiibe edilir. Ardindan, asidik solusyon
reaksiyonu durdurmak ve mevcut mavi rengi sartya doniistirmek i¢in kuyucuklara
eklenir. OD mikroplaka ELISA okuyucu (TECAN Sunrise, ABD) ile 450 nm’de
Olctldd. OD degeri ALP konsantrasyonuyla orantili oldugundan dolayi, 6rneklerdeki
ALP konsantrasyonlart GraphPad Prism 6 programi (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, ABD) kullanilarak lineer regresyon analizi ile standart egrisiyle

kiyaslanarak hesaplandi.

3.4.2.2. Osteokalsin Sentezi

Test ve kontrol diskleri iizerindeki hiicrelerin kiiltiir stlipernatantlarindaki
osteokalsin seviyeleri ELISA testi kullanilarak tanimlanmaktadir. Bunun igin, her bir
kuyucuktan, proliferasyon testlerin esnasinda 24 ve 72 saat sonunda 100 pl kiiltiir
supernatantt mikrosantrifiij tiiplerine transfer edilmekte ve -80°C’de depolanmaktadir.
ELISA kitini gerceklestirmek icin (Eastbiopharm, China; Cat# CK-E10875), tiipler hizli
bir sekilde 37 °C’de ¢ozdiiriiliir ve mikrosantrifiij kullanilarak 3000 rpm’de 10 dk
santrifilj edilir. Supernatantlar dikkatlice temiz tiplere transfer edilir. Orneklerdeki
Osteokalsin/Kemik gla protein (OT/BGP) seviyelerinin test eilmesi i¢in kullanilan
ELISA kiti “sandwich ELISA> yontemi ile kullanilmaktadir. Ozetle, kiiltiir
stipernatantlari, daha 6nceden OT/BGP antikoruyla kaplanmis kuyucuklara yerlestirildi,
bunu takiben immiin kompleks yap1 olusturmasi i¢in streptavidin-HRP eklendi. 37°C’de
60 dk inkibasyon sonrasinda kuyucuklardaki kompleks olusturmayan igerik
uzaklastirildi, daha sonra tampon ¢ozelti ile 4 kez yikandi. Kit icerisindeki kromojen
soliisyon daha sonra eklendi. 37°C’de 10 dklik inkiibasyon siiresini takiben, reaksiyonu
durdurmak icin kuyucuklara asidik soliisyon eklendi ve mavi renk sariya dondi. OD
450 nm’de mikroplaka ELISA okuyucu (TECAN Sunrise, ABD) kullanilarak dl¢tildii.

3.4.3. Scanning Elektron Mikroskobu (SEM) ile Hucre Morfolojilerinin

Saptanmasi

Doku iskeleleri igerisindeki hucrelerin morfolojileri, kiiltiiriin 7. giinii sonrasi

SEM ile incelendi. Kiltir ortami, doku iskelelerinin bulundugu gozlerden
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uzaklagtirilmig ve iskeleler PBS ile iki defa yikandu.

Osteoblast hiicrelerinin gelisimi ve morfolojisi SEM (Zeiss EVO 50, Almanya)
ile saptandi. Konfluent hiicreler; 2 dk siire ile tripsinize edilmis ve %10’luk fetal
bovine serumu igeren o-MEM medyumu igine yerlestirildi. Hiicreler sayilmis ve 10*
hiicre/kuyucuk olarak ayarlandi. 24. saat ve 72. saatlik inkiibasyon strelerinin sonunda
ornekler SEM degerlendirmesi i¢in hazirlandi. Diskler PBS ile ii¢ kez yikandi. Daha
sonra, diskler 0.1 M PBS igerisinde hazirlanmis hacimce 9%2.5’lik gluteraldehit
(Polysciences, Inc., Warrington, PA, ABD) ile sabitlendi. Dehidrate olana kadar
sirasiyla hacimce %30, 50, 70, 90 ve 100’lik etanolde beser dk birakild1 ve havada
kurutuldu. Ornekler daha sonra ince bir altin tabakasiyla kaplanarak (JSM 5200, Jeol,
Tokyo, Japonya) SEM analizleri gergeklestirildi.

3.5. Istatistiksel Degerlendirmeler

Bu caligmada elde edilen veriler SPSS for Windows 21.0 paket programi
araciligi ile analiz edildi. Verilerin normallik testleri sonucunda normal dagilim
gostermeleri nedeniyle gruplar arasindaki karsilastirmalar1 bagimsiz gruplarda t testi
aracihig1 ile yapildi. Ikiden fazla grup arasindaki farkin karsilastirilmasinda tek yonlii
varyans analizi (one way-ANOVA), grup ig¢i ikili karsilagtirmalar i¢in Scheffe testi
kullanildi. p<0.05 seviyesindeki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, KBF serumu ile yikanmis ve higbir islem uygulanmadan
kuyucuklara yerlestirilmis olan Ti disk yiizeylerinin osteoblast hiicreleri ile etkilesimine
bagli olarak 24 saat ve 72 saatlik siire sonucunda MTT testi yardimiyla hiicre
proliferasyon yiizdeleri degerlendirildi. SEM ile hicre morfolojilerine dair bulgular
siralandi. 24 saat ve 72 saatlik siireler sonucunda OCN testi yardimiyla osteokalsin
miktar1 ve 3, 7 ve 14. gilinler sonunda ALP testi yardimiyla ALP aktivitesi
degerlendirildi.

4.1. Metabolik Aktivite Temelli Proliferasyon Testi ile Proliferasyon
Yiizdelerinin Saptanmasi1 (MTT Testi)

4.1.1. Kontrol Grubu Olarak Kullanilan Ti Disk Yiizeyine Ait Bulgular

Ti diskler Gzerinde 24 saat sireyle inkiibe edilen Saos-2_osteoblast hicreleri, bu
stirenin sonunda MTT testi ile analiz edildi ve hiicre oranlari incelenerek proliferasyon
yiizdeleri tespit edildi. Ortalama proliferasyon orani %5,2 olarak belirlendi (Tablo 4.1).
Yetmis iki saatlik inkiibasyon sonrasinda ise hiicre proliferasyonunun 24 saatlik
sonuglara gore yaklasik 2 kat arttigi goriildii ve ortalama proliferasyon orani1 %10,5
olarak tespit edildi (Tablo 4.1).

4.1.2. Test Grubu Olarak Kullanilan KBF Serumu Uygulanmis Ti Disk

YUzeyine Ait Bulgular

Test grubunda yer alan KBF serumu ile yikanmis diskler {izerinde 24 saat ve 72
saat sureyle inkibe edilen osteoblast hiicreleri, bu strelerin sonunda MTT testi ile analiz
edildi ve hiicre oranlar1 incelenerek proliferasyon ylizdeleri tespit edildi. Ortalama
proliferasyon oranlarinin 24 saat sonra %17, 72 saat sonrasinda ise %16,5 oldugu tespit

edildi (Tablo 4.1).

Genel olarak veriler incelendiginde, KBF serumu uygulanmis 6rneklerdeki hiicre
proliferasyon oranlarinin, ayni giin igerisindeki kontrol grubuna gore daha ylksek

oldugu goriildii (Grafik 4.1).
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Tablo 4.1: 24. ve 72. saat sonunda OD 570 nm’de test ve kontrol gruplarinin hiicre proliferasyon oranlari

(T1: 1. Tekrar, T2: 2. Tekrar).

Gruplarin Genel

Ortalama Ortalamasi
T1 0,023
Kontrol 0,052 (%5,2)
- Grubu T2 0,081
3
S T1 0,143
Test Grubu 0,170 (%17)
T2 0,198
T1 0,075
Kontrol 0,105 (%10,5)
= Grubu T2 0,136
&
o T1 0,177
Test Grubu 0,165 (%16,5)
T2 0,153

Hiicre Proliferasyonu 24. ve 72. saat

0,250

0,200

0,150
0,100
0,050
0,000 .

T1TEST T1 TZTEST T2 T1TEST T1 T2 TEST T2
245 KONTROL 245 KONTROL 725 KONTROL 725 KONTROL
245 245 725 725

Grafik 4.1: 24. ve 72. saat sonucunda test ve kontrol gruplarinin hiicre proliferasyon oranlarinin

karsilagtirtlmasi (T1: 1. Tekrar, T2: 2. Tekrar).

51



4.1.3. Proliferasyon Bulgularinn Istatistiksel Degerlendirilmesi

Proliferasyon testleri sonucunda elde edilen istatistik sonuglar1 Tablo 4.2 ve
Grafik 4.2” de sunulmaktadir.

Bu sonugclara gore grup i¢i degerlendirmesine gore;

e Test grubunda; 24. saat ile 72. saat arasi proliferasyon oranlari bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0,826) (Tablo 4.2).
o Kontrol grubunda ise; 72. saatteki proliferasyon oranlar1 24. saate gore anlamli

derecede yiiksek bulundu (p=0,021) (Tablo 4.2).

Ortalama Degerler

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

Test Grubu Kontrol Grubu

m 24 Saat 72 Saat

Grafik 4.2: Test ve kontrol gruplarmin ait 24 ve 72. saat sonundaki proliferasyon testlerinin grup ici

kargilagtirmasi sonucunda elde edilen istatistik sonuglarina ait grafik.

Test ve kontrol grubundaki proliferasyon oranlari  gruplar arasinda

karsilastirildiginda ise (Tablo 4.2, Grafik 4.3);

e 24 saatte; test grubu degerleri kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
gorulmektedir (Tablo 4.2) (p=0,001).
e 72. saatte; test grubu degerleri kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek

gorulmektedir (Tablo 4.2) (p=0,007).
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Tablo 4.2: 24 ve 72. saat sonunda proliferasyon testlerinin sonucunda elde edilen bulgularin istatistik

sonuglarinin 6zeti.

TEST GRUBU KONTROL GRUBU

24.saat 6 17,03+4,83 1,97 10,10 23,90 | 6 5,22+3,25 1,32 2,10 9,40 0,001*

0,826 0,021*

* p <0,05 anlamli olarak kabul edilmistir

**Bagimsiz Gruplarda t testi

Ortalama Degerler

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00

8,00

5

6,00

5

4,00

¥

2,00

¥

0,00

¥

24 5aat 72 5aat

m Test Grubu W Kontrol Grubu

Grafik 4.3: Test ve kontrol gruplarina ait proliferasyon testi sonuglarinin saat bazinda kargilastirmast

sonucunda elde edilen istatistik sonuglarina ait grafik
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4.2. Osteokalsin (OCN) Testi

4.2.1. Kontrol Grubu Olarak Kullanmilan Ti Disk Yiizeyine Ait Bulgular

Ti disk ylzeyinde Saos-2 osteoblast hucrelerinin biyokimyasal belirteci olan OCN
degerleri, 24 saat ve 72 saat olarak iki farkli zaman sonunda incelendiginde, diskler
lizerinde 24 saat siireyle inkiibe edilen osteoblast hiicrelerinde en yiiksek OCN degeri
ortalamasi 29,64 ng/ml olarak tespit edildi (Tablo 4.3).

72 saat siireyle inkiibe edilen osteoblast hiicrelerinde ise en yiiksek OCN degeri
24 saatlik OCN degerlerinden daha yiiksek bulundu ve ortalamasi 26,93 ng/ml olarak
tespit edildi (Tablo 4.3).

4.2.2. Test Grubu Olarak Kullanilan Ti Disk Yiizeyine Ait Bulgular

Test grubu olan, KBF serumu ile yikanmis Ti disk yiizeyinde Saos-2 osteoblast
hiicrelerinin biyokimyasal belirteci olan OCN degerleri, 24 saat ve 72 saat olarak iki
farkli zaman sonunda incelendiginde, Ti diskler Gzerinde 24 saat sureyle inkiibe edilen
osteoblast hiicrelerinde en yiikksek OCN degeri ortalama 40,33 ng/ml olarak tespit edildi
(Tablo 4.3).

72 saat siireyle inkiibe edilen osteoblast hiicreleri, OCN degerleri bakimindan
incelendiginde ise en yiiksek OCN degeri 24 saatlik OCN degerlerinden daha yiiksek
bulundu ve ortalama 34,5 ng/ml olarak tespit edildi (Tablo 4.3).

Genel olarak veriler incelendiginde, KBF serumu uygulanmis 6rneklerdeki OCN
degerlerinin, ayn1 giin igerisindeki kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu tespit
edildi. Ancak 72 saat sonunda hem test hem de kontrol grubunda tespit edilen OCN
degerlerinin ise 24 saat sonunda tespit edilen degerlerden diisiik oldugu gézlemlendi

(Grafik 4.4).
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Tablo 4.3: 24. ve 72. saat sonunda test ve kontrol gruplarinin OCN degerleri (T1: 1. Tekrar, T2: 2.
Tekrar).

Gruplarin
Ortalama Orz?:xﬂas
| | 1
(Hg/ml)/(ng/ml) (ng/ml)
Kontrol 1. Tekrar 0,0288/ 28,8
29,64
- Grubu 2. Tekrar 0,0305/ 30,5
8
N Test 1. Tekrar 0,0408/ 40,8
40,33
grubu 2 Tekrar  0,0398/398
Kontrol 1. Tekrar 0,0286/ 28,6
26,93
- Grubu 2. Tekrar 0,0253/ 25,3
3
N Test 1. Tekrar 0,0377/ 37,7
34,5
Grubu 2 Tekrar  00313/313
Osteokalsin Seviyeleri 1. ve 3. Gin
45,00
40,00

35,00

30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

TITEST T1 T2 TEST T2 T1TEST T1 T2 TEST T2
G1 KONTROL G1 KONTROL  G3 KONTROL G3 KONTROL
G1 G1 G3 G3

Grafik 4.4: 24. ve 72. saat sonucunda test ve kontrol gruplarinin OCN degerlerinin karsilagtirilmasi (T1:
1. Tekrar, T2: 2. Tekrar).
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4.2.3. OCN Bulgularinn istatistiksel Degerlendirilmesi

OCN bulgularinin istatistiksel degerlendirmesine ait veriler Tablo 4.4 ve Grafik

4.5’te sunulmaktadir.

Bu sonuglara gore grup ici karsilagtirmada;

e Test grubunda OCN degerlerinde 1. ve 3. giinler gruplar1 arasinda ng/ml

degerleri agisindan anlamli bir farklilik gozlenmedi (p=0,117) (Tablo 4.4).

e Kontrol grubunda ise 1. giindeki OCN ng/ml degerleri 3. giine gore anlamli
derecede yiiksek bulundu (p=0,014) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: OCN bulgularinin istatistiksel degerlendirilmesi.

OCN TEST OCN KONTROL
Std. Std.
n  Ort£SS hata Min Max | n Ort+SS hata Min  Max p
1.Gin 6 40,32+136 056 3892 42,16 |6 29,64+0,99 0,41 2853 31,00 0,0001*
3.Gun 6 3449+820 335 2834 50,21 |6 26,93+2,00 0,82 2393 29,18 0,053
p 0,117 0,014*

* p <0,05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

**Bagimsiz Gruplarda t Testi
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Grafik 4.5: Test ve kontrol gruplarinin ait 1. ve 3. giinler sonundaki OCN testlerinin grup igi

karsilagtirmast sonucunda elde edilen istatistik sonuglarina ait grafik.

Degerlendirme sonuglarina gore giin bazinda karsilastirmalar yapildiginda ise

(Grafik 4.6);

e Birinci giinde; OCN test grubundaki degerler kontrol grubuna gore anlamli

derecede yiiksek gorulmektedir (p=0,0001) (Tablo 4.4).

o Ugiincii giinde; test ve kontrol gruplari arasinda ng/ml degerleri agisindan
anlamhi farklibik goriilmemektedir (p=0,053) (Tablo 4.4). Istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte OCN test grubunun degerleri daha yiiksek

gorulmektedir (Tablo 4.4).
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Grafik 4.6: Test ve kontrol gruplarina ait OCN testi sonuglarmin gruplar arasinda karsilastirmasi

sonucunda elde edilen istatistik sonuglarina ait grafik.

4.3. Alkalen Fosfataz (ALP) Aktivitesi
4.3.1. Kontrol Grubu Olarak Kullanilan Ti Disk Yiizeyine Ait Bulgular

Ti disk yuzeyinde Saos-2 osteoblast hiicrelerinin biyokimyasal belirteci olan ALP
degerleri, 3., 7. ve 14. giinler olarak ii¢ farklt zaman sonunda incelendi. Ti diskler
tizerinde 3, 7 ve 14 giin siireyle inkiibe edilen osteoblast hiicrelerinde ALP degerlerinin
zaman igerisinde artis gosterdigi ve en yliksek degerin 14. giinde ve ortalama 73,24

IU/L oldugu tespit edildi (Tablo 4.5).

4.3.2. Test Grubu Olarak Kullanilan Ti Disk Yiizeyine Ait Bulgular

KBF serumu ile yikanmig Ti disk yiizeyinde Saos-2 osteoblast hiicrelerinin
biyokimyasal belirteci olan ALP degerleri, 3., 7. ve 14. giinler olarak ii¢ farkli zaman
sonunda incelendi. Ti diskler izerinde 3, 7 ve 14 gin slreyle inklbe edilen osteoblast
hiicrelerinde, ALP degerlerinin kontrol grubunda oldugu gibi 3. ve 7. giine kiyasla
giderek artt1g1, en yiiksek degerin 14. giinde ve ortalama 92,23 IU/L oldugu tespit edildi
(Tablo 4.5).
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Genel olarak veriler incelendiginde ise, KBF serumu uygulanmis 6rneklerdeki

ALP degerlerinin, ayn1 giin igerisindeki kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu

gozlendi (Grafik 4.7).

Tablo 4.5: 3., 7. ve 14. giinler sonunda test ve kontrol gruplarinin ALP degerleri (T1: 1. Tekrar, T2: 2.

Tekrar).
Gruplarin
Genel
Ortalama Ortalamasi
(1U/L) (1U/L)
T1 30,86
Kontrol 32,64
- Grubu T2 34,42
fn)
© T1 49,26
Test 48,19
Grubu T2 47,12
T1 46,17
Kontrol 46
c Grubu T2 45,82
fn)
N T1 62,55
Test 59,94
Grubu T2 57,33
T1 69,68
Kontrol 71,46
= Grubu T2 73,24
@)
s T1 88,19
Test 90,71
Grubu T2 92,23
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Alkalen Fosfataz Aktivitesi 3., 7. ve 14. Gin
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Grafik 4.7: 3., 7. ve 14. glinler sonunda test ve kontrol gruplarinin ALP degerlerinin kargilastirilmasi (T1:
1. Tekrar, T2: 2. Tekrar, G3: 3. Gun, G7: 7. Gun, G14: 14. Gln).

4.3.3. ALP Bulgularmn Istatistiksel Degerlendirilmesi

ALP bulgularinin istatistiksel degerlendirmesine ait veriler Tablo 4.6 ve Grafik

4.8’de sunulmaktadir.
Bu sonugclara gore grup ici karsilagtirmada;

e Test grubunda ALP degerleri agisinda 3 periyod arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik gézlendi (Tablo 4.6). On dordiincii giinde ALP degerleri, 3. ve
7. glinlere gore istatistiksel olarak daha yliksekken, 7. giindeki ALP degerleri ise
3. gline gore anlaml1 derecede yiiksek bulundu (p=0.0001) (Tablo 4.6).

o Kontrol grubunda ise; ALP degerleri 3 periyod arasinda anlamli farklilik
gozlendi (p=0,0001) (Tablo 4.6). On dordiinct giindeki ALP degerleri, 3. ve 7.

giinlere gore daha yiiksekken, 7.giindeki ALP degerleri 3.giine gore anlamli
derecede yiiksek bulundu (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6: ALP bulgularinin grup ici ve gruplar arasinda istatistiksel degerlendirilmesi.

ALP TEST ALP KONTROL

3.Gun 6 48,19+6,00 2,45 41,19 56,14 | 6 32,64+353 144 26,23 3549 0,0001*

14.Gun 6 90,21+426 1,74 8463 9531 |6 71,46+242 099 67,54 7395 0,0001*

* p<0,05 olarak kabul edilmistir.

**Grup i¢i karsilagtirmalar tek yonlii varyans analizi (ANOVA), ikili karsilagtirmalar Scheffe testi ile
gerceklestirilmistir.

***QGruplar arast karsilastirmalar bagimsiz gruplarda t testi ile gerceklestirilmistir.
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Grafik 4.8: Test ve kontrol gruplarinin ait 3., 7. ve 14. giinler sonundaki ALP testlerinin grup igi
karsilastirmasi sonucunda elde edilen istatistik sonuglarina ait grafik.
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Degerlendirme sonuglarina goére giin test ve kontrol gruplar1 arasinda 3, 7. ve 14.
giinlerde karsilagtirmalar yapildiginda ise, her ii¢ giinde de de test grubunun ALP
degerleri istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek bulundu (p=0.0001) (Tablo
4.6).
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Grafik 4.9: ALP testi sonuglarmin gruplar arasinda karsilastirilmasi sonucunda elde edilen istatistik
sonuglarina ait grafik.

4.4. Scanning Elektron Mikroskobu (SEM) ile Hicre Morfolojilerinin

Saptanmasi
4.4.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Ti disk yuzeyinde Saos-2 osteoblast hiicreleri 24 saat ve 72 saat olarak iki farkl

zaman sonunda bakild1 ve hicrelerin morfolojileri incelendi.

62



OF - 030w  SypwAs o)
WO Ml Mg« S0 n

Sekil 4.1: 24 saat sonunda kontrol grubundaki Ti disk ylizeyinden alinan SEM goriintisii (A:
Magnifikasyon 500 X, B: Magnifikasyon 2.00 K X, C: Magnifikasyon 5.00 K X).
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Sekil 4.2: 72 saat sonunda kontrol grubundan alinan SEM goriintiisii (A: Magnifikasyon 500 X, B:
Magnifikasyon 2.00 K X, C: Magnifikasyon 5.00 K X).
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Ti diskler tzerinde osteoblast hicreleri 24 ve 72 saat sureyle inklbe edildi. Bu
siirenin sonunda diskler cesitli islemlere tabi tutularak kurutuldu ve altin kaplanarak
SEM (JSM 5200, Jeol, Tokyo, Japan) incelemeleri yapilip cesitli biiylitme ve acilarda
goriintliler alindu.

Yiizey tizerinde birbirleri ile iyice baglanmis, monolayer (tek tabaka) dagilim
goOsteren, yuzeye tutunan ve diizglin bir morfolojiye sahip olan hiicreler goriildii (Sekil
4.1,4.2).

4.4.2. Test Grubuna Ait Bulgular

KBF serumu ile yikanmis Ti disk yiizeyinde, inkiibe edilen Saos-2 osteoblast
hiicreleri 24 saat ve 72 saat olarak iki farkli zaman sonunda incelenerek hicrelerin

morfolojileri incelendi.

Sekil 4.3: 24 saat sonunda test grubundan alinan SEM gorintiisii (A: Magnifikasyon 100 X, B:
Magnifikasyon 500X, C: Magnifikasyon 2.00 K X).
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Bu siirenin sonunda diskler c¢esitli islemlere tabi tutularak kurutuldu ve altin
kaplanarak SEM (JSM 5200, Jeol, Tokyo, Japan) incelemeleri yapilip ¢esitli biiyiitme

ve agilarda goriintiiler alindi.
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Sekil 4.4: 72 saat sonunda test grubundan alinan SEM gériintiisii (A: Magnifikasyon 500 X, B:
Magnifikasyon 2.00 KX, C: Magnifikasyon 10.00 K X).

Yiizey tizerine monolayer (tek tabaka) karakterde dagilim gosteren, sitoplazmik
uzantilar1 ile birbirlerine baglanmis, ylizeye tutulumlari iyi olan, basik sekilli (yass1)

diizgiin morfolojili hiicreler goriildii (Sekil 4.3,4.4).
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5. TARTISMA

Glinlimiizde dis hekimliginde rutin olarak kullanilan dental implantlarin temeli
1960'larda Branemark tarafindan yiiriitiilen ¢alismalara dayanmaktadir. Bu yillarda rutin
olarak uygulanan dental implantlar stirekli yenilenen teknikler neticesinde vazgecilmez
bir tedavi haline geldi (Branemark, 2005). Ayrica giinimiizde basarili implant tedavileri
icin en Onemli gereksinimin, osseointegrasyonun saglanmasi ve devam ettirilebilmesi

oldugu da benimsendi (Albrektsson ve Wennerberg, 2005).

Basarili implant uygulamalar1 igin Ozellikle implant-kemik baglantisinin yani
osseointegrasyonun basarisini arttirilabilmek amaciyla giiniimiizde ¢ok sayida calisma
yapilmaktadir. Bu amagla yapilan calismalarda, canli dokularin bu tedaviden nasil
etkilenecegi veya yabanci bir cisme karsi nasil tepki gostereceginin iyi bilinmesi

gerekmektedir.

Implant uygulamalarinda implant cevresi dokulardaki yara iyilesmesi temelde,
cerrahi protokol neticesinde olusan iatrojenik hasara yanit olarak baglamaktadir. Peri-
implant kemik iyilesmesindeki bu mekanizma bolgedeki kan damarlarinin hasarlanmasi
ve bu hasar neticesinde olusan hemoraji, pihtt formasyonu veya hematom ile
sonug¢lanmaktadir (Davies, 2003). Bu 1yilesme siirecinde, 1atrojenik travma ile yaralanan
damarlardan ¢ikan trombositler endotel alt1 kollajen ile temas ederek kiimelesmeye
baslamakta ve pihtilasma mekanizmasi harekete gegmektedir. Trombositlerin kollajenle
temas etmesi ve Onceden ortamda bulunan trombin ve fibrinonektin etkisiyle de,
trombosit alfa granullerinden sitokinler ve buylime faktorleri (PDGF, TGF-p gibi
biyume faktorleri ile seratonin ve histamin gibi vazoaktif faktorler) salinmaktadir
(Kiligoglu ve ark., 2005). Biiyiime faktorii salinimi yara olusmasindan sonraki ilk 48
saat icerisinde meydana gelmektedir (Steed, 1997). Yapilan bir ¢ok in vivo ve in vitro
calisma salinan bu biiylime faktorlerinin, ¢esitli hiicre tiplerinin proliferasyonu ve
migrasyonu {izerinde stimiile edici etkisi oldugunu (Deuel ve ark., 1982; Lynch ve ark.,
1989; Mustoe ve ark., 1991; Gruber ve ark., 2002) ve yara iyilesmesi mekanizmasinin
duzenlenmesinde 6nemli rol oynadigin1 gostermistir (Marx, 2000; Park ve ark., 2001).

Ayrica yapilan arastirmalar sonucunda PDGF ve TGF-B’nin fibroblastlar i¢cin sadece
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mitojenik olmadigi ayn1 zamanda fibroblastlarla birlikte nétrofiller, endotelyal hticreler,
monosit (makrofaj), kas hicreleri (Seppa ve ark., 1982; Postlethwaite ve ark., 1987,
Lucas ve Caplan, 1988; Steed,1997) ve osteojenik hicreler icin de (Pfeilschifter ve
ark.,1990; Hughes ve ark., 1992; Chandrasekhar ve Harvey, 1996; Lind, 1998)
kemotaktik  faktorler oldugu gosterilmistir. Ayrica son zamanlarda insan
osteoblastlarin proliferasyonunu sadece PDGF’nin stimiile etmedigi (Graves ve ark.,
1989; Tsukamoto ve ark., 1991), trombosit salgilarinin da kemik iligi kokenli hiicrelerin
migrasyonunu ve proliferasyonunu stimiile edebilecegi gosterilmistir (Oprea ve ark.,
2003).

Literatiirden edinilen bilgiler 1s18inda, implant c¢evresindeki iyilesme
degerlendirildiginde canli doku ile implant materyalleri (6zellikle de titanyum)
arasindaki etkilesim hakkinda sdylenebilecek ¢ok sey vardir. Etkilesim kemik acisindan
degerlendirildiginde, iyilesme siireci boyunca kemik kenarindan materyalin yiizeyine
dogru gelisme oldugu goriilmektedir. Bu nedenle implant yiizeylerinin farkli aktif
tabakalarla veya molekiillerle farkli zaman dilimlerinde etkileme olasilig1
biyomateryallere iligkin Onemli bir arastirma konusudur. Titanyum yiizeyin
hidroksiapatit, floriir, bifosfonat veya yeni gelisen faktorler ozellikle de trombosit
kaynakli faktorler (6rnegin biliylime faktorleri; TZF, TZBF, TZF, KBF) ile
modifikasyonu yara iyilesmesinin ve kemik gelisiminin hizlanmas: ile kemik
olusumunu etkileyebilecegi ve yara iyilesmesininin hizlandirilmasinda bir yontem
olabilecegi belirtilmistir (Bostrom ve ark., 2000; Zechner ve ark., 2003; Branemark,
2005; Anitua, 2006; Abramson ve ark., 2007; Anitua ve ark., 2008; Egilmez ve ark.,
2012). Bu modifikasyonlarin amaci, biyomateryaller Uzerindeki protein, peptid ve
enzimleri hareketlendirerek doku cevabindaki belirli hiicrelerin aktivasyonu ile implant-
kemik arayizundeki olaylari yonlendirebilmektir. Bu anlamda son zamanlarda
implantolojide rejeneratif tedavi uygulamalari popiiler hale gelmistir. Blyume
faktorlerinin konsantre halde bulundugu ve otojen olarak elde edilen TZP, TZF ve KBF
materyalleri yumusak dokunun ve kemik dokusunun iyilesmesini indiikleme ve
hizlandirma 6zelligi nedeniyle son zamanlarda sik¢a kullanilmaya baslamistir (Kim ve

ark., 2014a; Kim ve ark., 2014b; Yu ve Wang, 2014; Park ve ark., 2016). Bu
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materyallerden TZP ve TZF’ye dair elimizde daha fazla veri mevcuttur ancak ozellikle
KBF materyalinin osteoblastik hiicreler {lizerindeki etkilerinin gelistirilmesi i¢in daha

fazla caligmalara ihtiyag vardir (Rahal ve ark., 2000).

KBF, venoz kanin 6zel bir santrifiij prosediirii sonucunda tiretilmektedir. Birbirini
takip eden ve kontrollii hizl1 santrifiij prosediirii sayesinde KBF’nin, TZP ve TZF’ye
kiyasla daha biiyiik ve yogun fibrin matriks olusumunu saglamaktadir. KBF’den elde
edilen fibrin blogun, i¢ i¢ce ge¢mis fiberlerden olusan ti¢ boyutlu polimer ag yapisinda
oldugu ve bu fibrin ag yapisi igerisinde ¢ok sayida trombosit bulunmaktadir. KBF’nin
bu istiinliigi materyale, biliylime faktorlerinin yavas yavas salinabilmesi 6zelligini
kazandirmaktadir. Bu nedenle, KBF doku rejenerasyonu icin biylime faktdrlerini igeren
guclu bir biyolojik iskele olarak kabul edilebilir (Qiao ve An, 2016).

Yu ve arkadaglar1 (2014), Beagle cinsi kopeklerin KBF ile birlikte kiiltiir edilen
periodontal  ligament  hicrelerinin  (PDL) proliferasyonunu ve  osteojenik
diferansiyasyonunu inceledikleri  galismalarinda, KBF’nin PDL hiicrelerinin
proliferasyonunun belirgin derecede arttirdigini, kok hiicrelerin aktivasyonu ve
diferansiyasyonu tzerinde doza-baglh etki gosterdigini tespit etmistir. Qin ve arkadaslari
(2016) ise in vivo olarak, KBF’nin Schwann hiicresi proliferasyonunu ve norotrofik
faktor sekresyonunu arttirdigini ve fonksiyonel sinir tedavisini tesvik ettigini

belirtmistir.

Tiim bu bilgiler 15181nda bu ¢alismada, KBF’nin osteoblast hiicreleri iizerindeki
etki mekanizmasinin, ve titanyum diskler tzerine KBF sivisi uygulamasinin, diskler
tizerindeki osteoblast hiicrelerinde meydana getirebilecegi degisikliklerin arastirilmasi
amaglandi. Tibbi deneylerin canlilar iizerinde yapilmasi etik agidan birgok sorunu da
beraberinde getirebildiginden (Kiremit¢i, 1993; Peter ve ark., 1998), deneylerin
yapilabilmesi adina canli ortamin kiigiik kopyalar1 elde edilmeye c¢alisildi ve bu

calismada hicre kiiltiirii tekniklerinden faydalanildi.

In vitro calismalarin temelini olusturan hiicre kiiltiirii sistemleri bugiin bir¢ok
alanda uygulanabilirligi nedeniyle biiyiikk 6neme sahiptir (ADA, 1976; Ishaug-Riley ve

ark., 1998). Hiicre kiiltiir teknigini igeren in vitro ¢alismalar, osteoblastik hiicreler ile
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biyomateryaller arasindaki iliskiyi degerlendirmek agisindan da oldukg¢a yararlidir ve
sadece hiicresel hareketi degil ayni zamanda elektron mikroskobu seviyesinde
gozlemlemeye de olanak tanmimaktadir (Kanbe ve ark., 1997; Aybar ve ark., 2004).
Dental implant aragtirmalarinda uygulanan hiicre kiiltiirleri de, osteoblastik sistemlerin
izole edilebilirligi ve hiicresel olaylarin  belirlenen zaman dilimlerinde
gerceklestirilebilirligi, daha ekonomik olmalari, c¢oklu kiiltiirlerin  yeniden
iiretilebilmeleri, hayvanlarin hastalanmasina veya Oliimiine sebebiyet verilmemesi ve
ayrintili biyokimyasal ve molekiiler analizlere uygun olmalar1 gibi avantajlari nedeniyle
kullanilmistir (Cooper ve ark., 1998). Bu nedenlerden dolayi, ¢alismamizda hicre

kiltiirti yonteminden faydalanildi.

In vitro hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda, primer (primary, sinirli) veya devamli
(stirekli, daimi, permenant) hiicre hatlar1 kullanilmaktadir. Yapilan bazi ¢alismalarda
primer hucrelerin, orijinal hiicreler gibi ¢ok 6zel bir metabolik potansiyele sahip
olmalari nedeniyle, in vitro kosullar1 devamli hiicre hatlarina gore daha iyi
yansitabildiklerini bildirilmistir (Arenholt-Bindslev ve Bleeg, 1990; Nevins ve ark.,
1998). Ancak diisiik maliyet, kullanim kolaylig1, sinirsiz materyal destegi, insan ve
hayvan dokularinin kullanimi ile iligkili etik sorunlarin ortadan kaldirilmasi gibi
avantajlar1 nedeniyle devamli hiicre hatlar1 genellikle arastirmalarda primer hiicrelerin
yerine kullanilmaktadir (MacDonald, 1990; Gomez-Lechdn ve ark., 2003; Schurr ve
ark., 2009). Ayrica literatiirde, platelet kaynakli biiyiime faktorii igeren materyaller
(6rnegin TZP) tizerinde yiriitiilen ¢alismalarda hayvan hiicre hatlar1 (Soffer ve ark.,
2004; Kawase ve ark., 2005; Goto ve ark., 2006) ya da ticari hatlar, (Kawase ve ark.,
2003; Ferreira ve ark., 2005; Slapnicka ve ark., 2008) genellikle insan osteosarkom
kaynakli Saos-2 hiicre hatti, kullanilmistir. Bu nedenle bu ¢alismada da devamli hiicre
hattinin kullanilmasi tercih edildi ve literatiirle uygunluk gosterecek sekilde piriizsuz Ti
disklerin KBF ile muamele edilmesinin biyolojik agidan uyumluluklarinin saptanmasi
ve osteoblast hiicreleri ile iligkilerinin incelenmesi amaciyla insan osteosarkom

dokularindan kiltiir edilen SaOs-2 devamli hiicre hatt1 kullanildi.

Gilintiimiize kadar yapilan birgok hiicre kiiltiirii ¢alismasinda, deney ortaminin

hazirlanmasinda kullanilan hiicre yogunluklar1 farkliliklar gostermektedir. Ancak
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calismalarda siklikla 6x10° ile 5x10* arasinda degisen hiicre yogunluklarinda kiiltiir
ortamlari olusturulmustur (Castellani ve ark., 1999; Orsini ve ark., 2000; Deligianni ve
ark., 2001). Calismamizda 10* yogunluktaki hiicre konsantrasyonu tercih edildi
(Gyorgyey ve ark., 2013; Sun ve ark., 2013).

Calismalarda kullanilan hiicre yogunlugunun yani sira hucre Kkultlrlerinde
kullanilan besi yeri yani medyumun igerigi de olduk¢a 6nemlidir. Yapilan ¢aligmalarda
osteoblastlarin uzun dénem davranislarinin kiiltiir ortamindan etkilendigi bildirilmistir
(Yliheikkila ve ark., 1996; Matsuura ve ark., 2000; Campoccia ve ark., 2003; Anselme
ve Bigerelle, 2005). Bu nedenle bu calismada, osteoblast hiicrelerinin morfolojik ve
fizyolojik cevaplarini tam anlamiyla degerlendirebilmek amaciyla medyum igerigine
disaridan besin niteliginde katki yapilmasindan kagmnildi ve kontrol grubunda American
Type Culture Collection (ATCC) ’nin Onerdigi icerige ve oranlara sahip bir kiiltiir

medyumu igerigi hazirlandi.

Test grubunda ise medyum igerisine KBF ilave edildi. KBF’nin elde edilmesinde
ise canli bireyden alinan kan 6rnegi kullanildi. Baslangi¢ta bu uygulamanin Saos-2
osteosarkom hiicresine karsi immiin bir yanit gelistirebileceginden endise edilmesine
karsin, Ehrenfest ve arkadaslarinin (2009) calismasinda TZF bilesenleri i¢inde kiiltiir
edilen hiicrelerin ne 16kositler, ne de baska materyal ile olumsuz etkilesimi olmadig
g6zlenmis olmasi nedeniyle saglikli bir bireyden elde edilen kan kullanildi. Dohan ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismalarda da (2006b, 2006¢), TZF nin periodontal hiicrelere
kars1 sitotoksisite gostermedigi belirtilmistir. De Mos ve arkadaglarinin calismasinda
(2008) ise farkli donorlerden doku ornekleri (tendinosit) ve TZP hazirlamak i¢in kan
alimmigtir.  Bu durumda ‘graft-versus host reaksiyonu’ (doku uyusmazligi)
gelisebilmesinden endise duyulmustur. Ancak bu potansiyel etkinin, TZP hazirlanirken
icerisindeki I0kositlerin %98’inin elimine edilmesi sayesinde minimize edildigini
belirtilmistir. Ayrica Tsai ve arkadaglar1 (2009) da benzer bir calismada, TZF’nin
biyouyumlulugunun hiicre tipine spesifik olmadigini, periodontal hiicreler (zerinde
biyolojik bir materyal gibi rol oynadigini tespit etmistir. Bu bilgiler 1s1ginda
uygulamanin dogrulugundan emin olmak adina c¢alismamizin planlanma asamasinda

KBF igerisinde bireye ait olan Iokositlerin Saos-2 osteosarkom hiicresine karsi immiin
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bir yanit gelisebilme ihtimaline karsin bir on ¢alisma ile sitotoksisite testi (MTT)
yaptlmistir ve KBF’nin Saos-2 osteosarkom hiicresine karsi sitotoksik olmadigi
belirlenmistir. On calisma sonucunda elde edilen veriler benzer bir calisma olan Dohan
ve arkadaslariin (2007), TZF’nin preadipositlere, keratinositlere, osteoblastlara veya
biiyiime faktorlerine karsi sitotoksisite gostermedigine dair yaptiklari g¢alismalarin

sonuglartyla uyumlu bulundu.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan hiicre yogunluklar1 ve ortam 6zellikleri
farklilik gostermektedir. Ayrica hiicresel cevaplarin degerlendirilmesinin amaglandigi
periyodlar da calismalara gore degiskenlik sergilemektedir. Osteoblast aktivitesi kisa
donemli (15 dakikadan 60 saate kadar) ya da uzun dénemli (1 ila 21 giin arasinda)
Olglimlerle degerlendirilebilmektedir (Bowers ve ark., 1992; Yliheikkila ve ark., 1995;
Yliheikkila ve ark., 1996; Shah ve ark., 1999; Campoccia ve ark., 2003). Hem kisa hem
de uzun donemde hiicre sayis1 ve hiicre proliferasyonunu arastirmayi amagladigimiz bu
calismada, literatiirle uyumlu olarak kisa donem igin 24 saatlik inkiibasyon siiresi
(Kieswetter ve ark., 1996; Scotchford ve ark., 2003; Kim ve ark., 2005), uzun dénem
icinse 14 gunluk inklbasyon suresi tercih edildi (Ito ve ark., 2013; Sun ve ark., 2013;
Walter ve ark., 2013).

Dental implantlara ait yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan implant
yuzey ozelliklerinin (ylzey topografisi ve kimyasal kompozisyon) ve implant
materyallerinin de hicre blyimesi, migrasyonu, diferansiyasyonu, ekstrasellller
matriks sentezi ve doku morfogenezi gibi ¢ok gesitli biyolojik olay tizerinde etkili
olabildigi gozlemlenmistir (Curtis ve Wilkinson, 1997; Shah ve ark., 1999; Guizzardi ve
ark., 2004; Marinucci ve ark., 2006). Hatta puruzli implant ylzeylerinde, purizsiz
yizeylerden daha hizli osseointegrasyon meydana geldigi; kemik-implant temas
yuzeyinin arttirilmasiyla daha iyi bir stabilite saglandigi bir¢ok arastirmaci tarafindan
ortaya konulmustur (Buser ve ark., 1991; Wennerberg ve ark., 1996; Boyan ve ark.,
1996; Buser ve ark., 1998; Tinsley ve ark., 1999). Ayrica osteoblast hiicrelerinin de
implant yizey 6zelliklerinden etkilenebilecegi diisiiniilmektedir (Cooper ve ark., 1999).
Makinelenmis piiriizlii yiizeyler ile SLA ve SLActive yiizeylerin osteoblast hiicreleri

Uzerine etkisinin inceledigi bir ¢alismada (Kaya, 2010), hiicre sayis1 bakimindan erken
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donemde (24. saat) makinelenmis piiriizlii ylizeyler ile SLActive ylizeyli implantlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilirken, 72. saatte ise belirgin
bir farklilikk bulunamamistir. Bu sonuglar neticesinde, uzun doénemde osteoblast
hiicrelerinin ylizey 6zelliklerine bagli olmaksizin sayisini arttirabildigi sonucuna varildi
ve klinik uygulama agisindan, uzun dénem iyilesme siirecinde implant yiizey 0zellikleri
acisindan belirgin bir fark olusmayacagi diisiiniildii. Bu nedenle bu ¢alismada, sadece
KBF materyalinin etkileri iizerine yogunlasabilmek amaciyla makinelenmis ylzeyli

implantlar tercih edildi.

Implantoloji alaninda yapilan birgok ¢aligma sonucunda klinik uygulamalarda
yaygin olarak kullanilan titanyum implantlarin biyouyumlulugunun kemik-implant
iligkisi acisindan 6nemli bir rol oynadig1 ve metal orjinli implant materyalleri agisindan
altin standart oldugu tespit edilmistir (Lee ve ark., 2002; Lossdorfer ve ark., 2004;
Kaya, 2010). Bu nedenle ¢alismamizda Grade 4 saf titanyum tercih edildi. GUnimize
kadar yapilan in vitro g¢aligmalarda hazirlanan titanyum diskler farkli ¢aplara ve
kalinliklara sahiptir. Ornegin, Wall ve arkadaslar1 (2009) ¢alismalarinda 15 mm capinda
ve 1 mm kalinliginda, Anselme ve arkadaslar1 (2002) 14 mm ¢apinda ve 2 mm
kalinliginda, Kazuo ve arkadaslar1 (2005) 20 mm c¢apinda ve 2 mm kalinliginda ve
Aybar ve arkadaslar ise (2009) 10 mm ¢apinda ve 1 mm kalinliginda titanyum diskleri
kullanmigtir. Bu ¢alismada ise, 96 kuyucuklu plakada rahatlikla kullanilabilmesi
amactyla ¢apt 5 mm ve kalinligi 1 mm titanyum diskler tercih edildi (Hofstetter ve ark.,
2013; Kaluderovi¢ ve ark., 2014; Kaluderovi¢ ve ark., 2016).

Implant ¢evresi iyilesme fazinda temel olay osteoprogenitdr (preosteoblast)
hiicrelerinin osteojenik olarak gelismesini saglayabilmektir. Bu gelisim sathasinda
hiicreler osteoblastlara donlismek igin birgok diferansiyasyon basamagindan
gecmektedir. Bu basamaklar doniisim fazi, proliferasyon fazi, hiicre agregasyon
sekresyonu fazi ve ekstraseliiler matriks kalsifikasyon periyodudur (Yoshikawa ve ark.,
2005). Hiicrelerde meydana gelen diferansiyasyon isleminin 6zel belirtegleri ise, ALP
aktivitesi, matriks mineralizasyonu, osteokalsin ve Tip 1 kollajen miktaridir. Bu
belirtegclerden Tip 1 kollajen hiicre proliferasyon fazinda iiretilmektedir (Liu ve ark.,

2008). Osteoblastik diferansiyasyon belirteci olarak kullanilan iki tipik parametre,
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spesifik ALP aktivitesi ve osteokalsin iiretimidir (Owen ve ark., 1990; Kolang1, 1997,
Schwartz ve ark., 1999; Liu ve ark., 2008). Osteokalsin kemik matriks proteinidir ve
diferansiye osteoblastlarin biyokimyasal belirteci olarak kullanilmaktadir (Cooper ve
ark., 2001). Osteoblastik ve fibroblastik fenotipler osteokalsin tretebilmeleri ve in vitro
olarak mineralize olabilmeleriyle birbirlerinden ayrilmaktadir. Osteokalsin, mineralize
olmus olgun matrikste daha ge¢ donemde ortaya g¢ikmakta ve kemigin yeniden
yapilanmasinda rol oynadigi diistiniilmektedir (Zhang ve ark., 2003). Yao ve arkadaslari
(1994), Snyder ve arkadaslar1 (1997) osteoblast hiicre kiiltiirleri lizerinde yaptiklari
caligmalarinda osteokalsinin, kemik dokunun baslangi¢c olusumunda gozlenmedigini
hlcrenin osteoblastik fenotipini gosteren geg¢ belirteci oldugunu bildirmistir. Ayrica
osteokalsinin ekstraseltler matriks kalsifikasyon fazinda iiretildigini belirtmislerdir (Liu
ve ark., 2008). ALP ise kemik metabolizmasiyla ve osteoblast diferansiyasyonuyla
baglantili oldugu bilinen bir kemik matriks enzimidir ve ALP erken bir diferansiyasyon
belirteci olarak kabul edilmektedir (Owen ve ark., 1990; Kolangi, 1997; Schwartz ve
ark., 1999). ALP hiicre agregasyon-sekresyon fazinda iretilmekte, kemik
mineralizasyonunda onemli rol oynamaktadir ve baglayan osteogenezin analizi icin
siklikla kullanilmaktadir (Cooper ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2003; Liu ve ark., 2008).
ALP aktivitesi ise osteoblast diferansiyasyonu ve osteojenik 6zelligin belirlenmesinde

en sik kullanilan parametredir (Ohbayashi ve ark., 1999; Liu ve ark., 2008).

Yu ve Wang'in yaptiklar1 calismada (2014), PDL hiicrelerinin osteoblast
diferansiyasyonunu tanimlayan belirteglerin, mineralize nodiil formasyonu, ALP
aktivitesi, Tip | kollajen sentezi, BSP ve OCN spesifik protein ekspresyonu oldugu
gosterilmistir. Li ve arkadaslar1 (2003), Koh ve arkadaslar1 (1997), Aparicio ve
arkadaslar1 (2002), Scotchford ve arkadaslari (1998), Oliva ve arkadaslar1 (1996),
Kurachi ve arkadaslar1 (1997) hiicre diferansiyasyonunu ve hiicrelerin fenotipik
karakterlerini belirlemek icin ALP aktiviteleri ve osteokalsin iiretimlerini incelemistir.
Bu bilgiler neticesinde ¢alismamizda KBF’nin osteoblast hucreleri (zerine etkisinin
tespit edilebilmesi ve hiicresel karakterizasyonun belirlenebilmesi amaciyla ALP ve
osteokalsin dlglimleri, hiicre canliligi ve proliferasyonunun tespit igin de MTT testinin

kullanilmasina karar verildi.
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TZP’nin kemik formasyonu ve biiylimesi iizerine olumlu etkilerini gOsteren
birgok ¢aligma bulunurken; ilave olumlu etkisinin olmadigimi belirten ¢alismalar da
mevcuttur (Marx ve ark., 1998; Okuda ve ark., 2003; Soffer ve ark., 2004; Roldan ve
ark., 2004). Jung ve arkadaslar1 ¢alismalarinda (2015), %20 oraninda TZP igeriginin
PDLSCs’nin proliferasyonu en yiiksek seviyede arttirdigini belirtmistir; hicre
proliferasyon oraninin %40 TZP’de %20TZP’ye oranla daha az oldugunu bildirmistir.
Liu ve arkadaslar1 da ¢alismalarinda (2002), % 8.8, % 17.5, % 35 TZP igerigini
karsilastirdiklarinda, fibroblastlarin en yiliksek proliferasyon oraninin % 17.5 TZP
ortaminda gozlendigini, yiisek yogunluktaki TZP’nin ortamin pH’sin1 degistirdiginden
proliferasyonu inhibe edici olabildigini belirtmistir. Olas1 sebepler arasinda TGF-B’nin
konsantrasyonuna bagli olarak anti-mitojenik aktivite gosterebildigini ve yiiksek
konsantrasyonlardaki biiylime faktorlerinin sitotoksik etksisinin gelisebilecegini belirten

calismalar mevcuttur (Floege ve ark., 1991; Pollard, 2001).

KBF’nin hiicre proliferasyonundan sorumlu olmasit KBF, TGF-, PDGF-AB,
VEGF, ve IGF-1 gibi birgok biytme faktorli agisindan olduk¢a zengin olmasina
baglanabilir (Rodella ve ark., 2011). Bu blyime faktorleri kendi fonksiyonlarini
yuratirken (Zhao ve ark., 2009; Zeiter ve ark., 2009; Nakano ve ark., 2010; Wirz ve
ark., 2011; Fang ve ark., 2013), aym zamanda sinerjik etki gostermektedir ve doku
tamiri diizenleyici sistemleriyle yakin temas igerisindedir (Dohan ve ark., 2006b; Raja
ve Naidu, 2008; Rodella ve ark., 2011). Yu ve Wang ‘i (2014) yaptiklar1 bir ¢aligmada,
KBF’nin PDLSCs hicrelerinin proliferasyonunu belirgin olarak tesvik ettigini ve
KBF’nin doza-bagli olarak etki gosterdigini tespit etmistir. Xin ve arkadaglarinin (2015)
calismasinda, KBF’nin osteoblast hiicrelerinin proliferasyonu ve diferansiyasyonunu
etkili bir sekilde uyarabildigi belirtilmistir. Calismamizda, hem 24. hem de 72. saat
sonunda yapilan Ol¢iimlerde KBF uygulanan test grubunda proliferasyon oranlari
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli derece yiiksektir. Bu durum KBF’nin
osteoblast proliferasyonu iizerine olumlu etkisini net bir sekilde gostermektedir. Kontrol
grubunda 24. saatten 72. saate kadar proliferasyon oraninin istatistiksel olarak anlamli
derece arttigini, ancak test grubunda artis olmadigini gérmekteyiz. Bu durumun sebebi

olarak test grubunda besi yerinin 24. saatten sonra hiicresel doygunluga ulastigini, bu
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yiizden proliferasyon oranin daha fazla artis gosteremedigini diisiinmekteyiz. Bu
calismada KBF’nin farkli dozlar1 kullanilmazken, klinik uygulamay1 taklit etmek adina
tek doz lizerinden arastirma yapildi. Titanyum diskler KBF sivisina daldirilarak islatilip,
daha sonra besi yerine konuldu. Calismalardaki gesitlilik dolayisiyla KBF’nin optimal
indlksiyon dozunu tespit etmek ve doza-bagli mekanizmay1 dogru agiklayabilmek i¢in

daha fazla ¢alismaya ihtiyac¢ oldugu soylenebilir.

Osteokalsin, mineralizasyonu diizenleyen kemik-spesifik non-kollejendz matriks
proteinidir (Boskey ve ark., 1998) ve hem osteoklast progenitér hicrelerinin hem de
osteoblast hiicrelerinin  diferansiyasyonunda belirgin rol oynadigindan kemik
remodeling aktivitesini arttirmaktadir (Webber ve ark., 1990; Graziani ve ark., 2005).
Bu nedenle osteoblast fonksiyonunun degerlendirildigi calismalarda, proliferasyonun
yani sira osteokalsin iiretimi de arastirilmaktadir (Graziani ve ark., 2006). Graziani ve
arkadaglarinin  (2006) ¢alismasinda, proliferasyonun yan1i sira OCN iretimini
degerlendirilmistir. Farkli TZP konsantrasyonlarinin osteoblast ve fibroblast hlcreleri
Uzerindeki etkisi, 24. ila 72. saatlerde osteoblast ve fibroblast hiicrelerindeki OCN
seviyeleri incelenmistir ve TZP’nin her iki hiicre grubu tzerinde de doza bagimli bir
etkisi oldugu gorilmiistiir. Calismada, yiiksek TZP konsantrasyonlarinin OCN
aktivitesinde artis olusturdugu goriiliirken, diisiik TZP konsantrasyonlarinin ise 24.
saatten 72. saate dogru OCN seviyelerinin azalmasina neden oldugu bulunmustur.
Dolder ve arkadaslarinin (2006) rat kemik iligi hiicreleri ilizerinde TZP biiylime
faktorlerinin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda ise, TZP’nin OCN Uretimini 1. gun
sonunda arttirdigl, 8. giin sonunda ise azalttig1 tespit edilmistir. Bu konuda yapilan
bagka bir ¢aligmada da, biiyiime faktorlerinin osteoblast iliskili gen ekspresyonu lzerine
etkisi incelenmistir ve PDGF’ nin osteoblast hiicrelerinin diferansiyasyonunu inhibe
ettigi tespit edilmistir. Bizim ¢calismamizda ise KBF’nin osteoblast hiicrelerindeki OCN
seviyesi Uzerine etkisi incelendi ve 1 ila 3. gunlerdeki OCN seviyeleri degerlendirildi.
Calismanin sonucunda test ve kontrol gruplar1 kendi icerisinde karsilastirildiginda, test
grubunda 1. ve 3. gunlerde elde edilen OCN degerleri anlamli bir farklilik
gostermezken, kontrol grubunda ise 1. glindeki OCN degerlerinin 3.giline gbre anlamh

derecede yiiksek oldugu goriildii. Elde edilen sonuglar giin bazinda karsilagtirildiginda
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ise 1. giinde test grubundaki OCN degerleri kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulunurken; 3. giinde test ve kontrol gruplar1 arasinda OCN degerleri acisindan
anlamli  bir farklilik tespit edilemedi. Calismamizda giin bazinda yapilan
degerlendirmelerde 24. saatte test grubu lehine tespit edilen istatistiksel olarak ylksek
anlamli farklilik, 72. saat sonunda goriilmedi. Bu sonu¢ daha Once yapilan bazi
calismalarda tespit edildigi gibi, KBF icerigindeki biiyiime faktorlerinden PDGF
ve/veya TGF-B’nin osteoblast diferansiyasyonu ve OCN degerleri {izerine olumsuz
etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir (Hock ve Canalis, 1994; Tanaka ve Liang,
1995; Alvares ve ark., 1995; Giannobile ve ark., 1997; Strayhorn ve ark., 1999; Ochiai
ve ark., 2012; Takede ve ark., 2015). Bu nedenle ilerleyen calismalarda kullanilacak
KBF iceriginin ayrintili olarak incelenmesi ve igerikteki biiyiime faktorlerinin
miktarinin tespit edilmesi, biliylime faktorlerinin OCN aktivitesi iizerine etkisinin daha

net yorumlanmasi agisindan fayda saglayabilir (Strayhorn ve ark., 1999).

Ayrica hiicresel aktivitenin degerlendirildigi ylizeyin 6zelliklerinin de biyolojik
belirtegler tizerinde etkisi bulunmaktadir. Andruklov ve arkadaslarinin (2016) titanyum
yiizey piiriizliliigliniin osteoblastlarin proliferasyon, migrasyon ve diferansiyasyonu
uzerindeki etkisini inceledikleri ¢alismasinda, yiizey piiriizliiliik degerlerinin hem ALP
hem de OCN aktivitesini dogrudan etkiledigi bildirilmistir. Calismanin sonuglaria gore
ALP ve OCN aktivitesinin, diisliik ya da yiiksek piiriizliillik gosteren yiizeylerde, orta
derecede puruzluluk gosteren yilizeylere gore daha diisik oldugu bulunmustur. Bizim
caligmamizda da kontrol grubunda 24. ve 72. saatler arasinda tespit edilen OCN
seviyesindeki diisiisiin bir bagka nedeni de, kullanilan diisiik ylizey piiriizliiliigiindeki
makinelenmis titanyum yiizeyin etkisi olabilir. Bu nedenle benzer bir ¢alismanin, farkli
yizey oOzelligindeki titanyum materyalleri kullanimiyla yapilmasi, materyal ylizey
Ozelliklerinin OCN aktivitesi Gzerine etkisinin daha net yorumlanmasi agisindan faydali

olabilecegini diistinmekteyiz.

Kok hicrelerin osteojenik diferansiyasyonu i¢in kullanilan bir diger spesifik
belirtec ALP’dir ve osteojenik diferansiyasyonun tespitinde ALP’nin arastirildigir ¢ok
sayida ¢alisma mevcuttur (Yu ve Wang 2014, Xin ve ark. 2015, Herrera ve ark. 2012).

Yu ve Wang’in (2014) KBF’nin in vitro sican kemik iligi hiicresi tizerindeki etkisini
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inceledikleri ¢aligmalarinda, biiyiime faktorlerinin osteoblastik diferansiyasyonu tesvik
ettigi sonucuna varilmigtir. Xin ve arkadaslar1 da (2015) baska bir ¢alismada benzer
sonuclara ulasmistir. Herrera ve arkadaslarinin (2012) ¢alismasinda da, TZP’nin Saos-2
osteosarkom hiicrelerini doza-bagimli olarak indiikledigi, % 20 TZP oraninda en yiiksek
ALP aktivitesi gozlendigi belirtilmistir. TZP ile yapilan bagka caligmalarda da benzer
sonuclarla karsilagilmigtir  (Kanno ve ark.,, 2005; Bertoldi ve ark., 2009).
Arpornmaeklong ve arkadaslarinin (2004) ¢alismasinda ise, yliksek konsantrasyondaki
TZP’nin osteoblastik proliferasyon oranimi arttirdigi, osteoblastik diferansiyasyonu ise
inhibe ettigi sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda ise KBF’nin ALP aktivitesi 3., 7.
ve 14. giinlerde degerlendirildi. Hem test ve hem de kontrol grubunda giin bazinda
degerlendirme yapildiginda, 14. giinde ALP degerleri, 3. ve 7. giinlere gore istatistiksel
olarak daha yiiksekken, 7. giindeki ALP degerleri de 3. giine gbre anlamli derecede
yuksek bulundu. Yani her iki grupta da zaman igerisinde ALP degerlerinde kademeli bir
artis gozlendi. Ancak her l¢ giinde de test grubundaki ALP degerleri kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii. Boylece, onceki
caligmalarla uyumlu olarak, KBF’nin, ALP aktivitesi tUzerine olumlu etkisi oldugunu

diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmanin neticesinde,

1. Saglikli bir bireyden alinan kandan elde edilen konsantre biyime faktoérinin
(KBF) baska bir insan-kaynakli osteoblast hiicrelerine karsi sitotoksisite

gostermedigi tespit edildi.

2. KBF’nin osteoblast hicrelerinin proliferasyonunun ve diferansiyasyonunu

belirgin sekilde arttirdig1 gézlemlendi.

3. KBF’nin OCN dizeylerini kisa doénemde belirgin derecede arttirdigi
gozlendi. Ancak OCN aktivitesi diferansiyasyonun ge¢ belirteci oldugundan,
gruplarda zaman ilerledikge OCN diizeylerinde diisiis olustugu gozlendi.

4. Osteoblast hiicrelerindeki ALP aktivitesinin zaman icinde her iki grupta da
artis gosterdi. Bu durum hiicre diferansiyasyonunun devam ettigini gosterdi.
Ayrica test grubunda ALP aktivitesinin tim degerlendirme periyodlarinda

kontrol grubundan istatistiksel olarak yiksek oldugu belirlendi.

Calismamizda elde ettigimiz bu sonuglar gozoniine alindiginda, KBF’ nin
implant ¢evresindeki iyilesmeyi hizlandirabilecegi ve implantin yiiklenmesi igin
beklenmesi gereken siireyi azaltabilecegi ileri surtlebilir. Ancak daha kesin sonuglara
ulasabilmek icin, farkli yiizey o6zelligindeki titanyum materyallerinin karsilastirildigi,
kullanilacak KBF sivisinin igeriginin tam anlamiyla tespit edildigi ¢aligmalara ihtiyag

vardir.
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