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OZET

Orug, K.Y. (2019). Titanyum (Ti) ve Titanyum 500 (Ti 500) implantasyonunun Sigan
Makrofaj Sub Gruplar1 Aktivasyonuna Etkisi. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Fizyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Giliniimiizde kiriklar ve spinal dejenerasyon problemlerinin  ¢dziimlenmesinde
biyomateryaller (Paslanmaz c¢elik, Co-Cr bazli alagimlar, Titanyum ve titanyum
alasimlar1 vs.) kas-iskelet sistemi stabilizasyonlarinda kullanilmaktadir.

Calismamizda implantasyon sonrasi olusabilecek rejeksiyon, hastaya 6zgii inflamasyon
olaylarini kontrol altina alabilmek amaciyla, Wistar albino soyu erkek si¢anlarda spinal
bolgeye Titanyum ve Titanyum 500 implante ederek dogal immiin sistem
mekanizmasinda ilk tetiklenen makrofaj ve sub gruplarinin (M1, M2a, M2b, M2c)
aktivasyonunu karsilagtirmali olarak analiz ettik.

21 adet Wistar albino soyu erkek siganlar Kontrol (K) (n=7), Titanyum (Ti) (n=7),
Titanyum 500 (Ti 500) (n=7) olmak iizere 3 grup olusturuldu. Biyomateryaller (10 mm
cap, 3 mm kalinlik) siganlarda L5 ve L6 arasina yerlestirildi. 1., 3., 5. ve 7. giinlerde
periferal kan alindi. Serum CCL3, CCL4, CD163, CD206, CCL1, CD150 parametreleri
ELISA yontemi ile analiz edildi.

K ve Ti grubu kiyaslandiginda; 1. glinde CD163 ve 5. giinde CD206’da p<0,001***
artis; K ve Ti 500 grubu kiyaslandiginda; 1. giinde CCL1’de p<0,001*** diisiis, CCL4,
CD206 ile 3. ginde CCL1, CCL3, CD206 ve 7. giinde CD206, CCL1 degerlerinde
p<0,001*** artig; Ti ve Ti 500 grubu kiyaslandiginda 1. giinde CCL1 ve CD163
degerlerinde p<0,001%# diisiis, CCL3 degerinde ¢ok anlamli artis, 3. ve 7. giinlerde
CCL1 degerinde istatistiksel olarak p<0,001*# artis saptandi.

Calismamizin sonuglara gore Ti 500 implante edilen hastalarda gelisebilecek immiin
yanitlarin (inflamasyon, rejeksiyon vs.) kontrol edilebilir diizeyde diisiik olmasinin,
inflamatuar reaksiyonlarin Onlenmesinde ve immiinolojik terapdtik metodlarin
gelistirilmesinde yol gdsterici olacagina inaniyoruz.

Anahtar Kelimeler: Biyomateryal, implantasyon, titanyum, immiinoloji, makrofaj

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2018-30595.
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ABSTRACT

Oruc, K.Y. (2019). Effect of Titanium (Ti) and Titanium 500 (Ti 500) Implantation on
Rat Macrophage Sub Groups Activation. Istanbul University-Cerrahpasa, Institute of
Graduate Studies, Department of Physiology. Master of Science Thesis. Istanbul.

Nowadays, biomaterials (Stainless steel, Co-Cr based alloys, Titanium and titanium
alloys etc.) are used in the stabilization of musculoskeletal system to solve fractures and
spinal degeneration problems.

In our study, we analyzed the activation of macrophages and sub groups (M1, M2a,
M2b, M2c) which are the first triggered cells in the innate immune system mechanism
by implanting Titanium and Titanium 500 into the spinal region in male Wistar albino
strain, in order to control the specific inflammation events that may occur after
implantation.

21 Wistar albino strain male rats were divided into three groups: Control (K) (n = 7),
Titanium (Ti) (n = 7), Titanium 500 (Ti 500) (n = 7). Biomaterials (10 mm diameter, 3
mm thickness) were placed between L5 and L6 region in rats. Peripheral blood was
collected on the 1%, 3, 5" and 7" days. Serum CCL3, CCL4, CD163, CD206, CCL1,
CD150 parameters were analyzed with ELISA method.

When compared to K and Ti group; increasing in CD163 on 1% day and CD206 on 5™
day p<0,001***; when compared K and Ti 500 group; decreasing in CCL1 on 1% day
p<0,001***, increasing in CCL4, CD206 on 1% day, CCL1, CCL3, CD206 on 3" day,
CD206 and CCL1 on 7™ day p<0,001***: when compared to Ti and Ti 500 group;
decreasing in CCL1, CD163 and increasing in CCL3 on 1% day p<0,001%#, increasing
in CCL1 on 3" and 7™ day p<0,001%*in Ti 500 group was observed.

According to the results of our study, we believe that controllable low immune
responses in Ti 500 implanted patients will guide the prevention of inflammatory
reactions and development of immunological therapeutic methods.

Key Words: Biomaterial, implantation, titanium, immunology, macrophage

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2018-30595



1. GIRIS VE AMAC

Ortopedi, dis hekimligi ve norosirurji gibi saglik alanlarinda gesitli implant
biyomateryalleri zarar goérmiis yumusak dokularm, kemik veya kikirdak dokularin

iyilesmesi, eklem yiizlerinin yeniden olusturulmasi gibi bircok amagla kullanilmaktadir.

Bugiin kullanilan ve biyouyumlulugu denenmis olan metal, plastik ve seramik
materyaller biyoinert olarak kabul edilir. Bu materyaller de doku ile etkilesime
girdiklerinde hiicre—metal arayiiziinde inflamatuar yanitlara neden olabilmektedir.
Gelisen reaksiyonlar implant materyalinden beklenen islevin yitirilmesine ve

dolayistyla implantin dmriiniin kisalmasina sebep olabilir.

Kristal yapilar1 ve sahip olduklari gii¢lii metalik baglar nedeniyle metal-metal

alagimlarinin implant materyali olarak kullanim orani daha yiiksektir.
Ideal bir implant;

% Viicut igerisinde implante edildigi bolge ile empedansinin saglanmasi i¢in gerekli

fiziksel kosullar saglamasi,

¢ Yabanci cisim reaksiyonuna, inflamasyona, alerji ve hipersensitiviteye neden

olmamasi,
% Kimyasal ve biyolojik olarak inert olmast,
% Anatomik yapiya uygun sekilde dizayn edilmesi,
** Yumusak ve sert komsu dokular ile uyumlu ve stabil bir mekanik iligki kurabilmesi,
% Vicut igerisindeki kimyasal dayanimi yiiksek ve,

% Doku ile temas eden yiizey bolgesinin yiik aktarim fonksiyonuna yetebilmesi gibi

Ozellikleri tagimalidir.

Titanyum ve alasimlari; korozyon direnci, biyouyumluluk ve viicudun dogpal
kemik yapisina uygun mekanik ozellikleri ile saglik alaninda yaygin olarak kullanilan

metaller arasina girmistir.

Titanyum ve alagimlarinin yiizeyinde olusan pasif oksit film tabakasi; implante
edilen biyomateryalin degradasyona ugramasina sebebiyet verebilecek dinamik viicut

ortamindaki ¢esitli faktorlere karsi izolasyon gorevi saglayarak, toksik iyon salinimi



yapmasint engeller. Viicutta toksik iyon salmiminin yapilmamasi, inflamatuar veya

alerjik reaksiyonlarin olusmamasi i¢in baslica nedenlerden biridir.

Titanyum ve titanyum alasimlart diger metalik biyomateryallere gore

kiyaslandigi zaman kemik sertligine en yakin degere sahip olan metallerdir.

Titanyum 500 implant biyomateryali, heniiz yeni iiretilmis bir alagimdir.
Titanyum 500 biyomateryalinin yiizey morfolojisi, korozyon direnci, Young Modiilii,

biyouyumluluk 6zellikleri ile ilgili gelismis bilgiler bulunmamaktadir.

Biyomateryallerden en giivenilir yapida olanlar bile viicutta immiin yaniti

tetikleyerek cesitli komplikasyonlar olusturabilirler.

Bu komplikasyonlarin kontrol altina alinmasi veya engellenmesinde ilk immiin
defans mekanizmasi, dogal immiin sistemin hiicresel ve humoral yanitlar1 ile

saglanabilir.

Inflamasyon, fagositoz, yara iyilesmesi gibi homeostazisi korumaya yonelik
olaylarda dogal immiin sistemin en dnemli yapitasi olan makrofajlar enfeksiyoz ajan

veya doku hasari varliginda aktiflesen inflamatuar yanitlar olusturan hiicrelerdir.

Bu amagla caligmamizda implantasyon sonrasi olusabilecek rejeksiyon,
inflamasyon olaylarin1 kontrol altina alabilmek amaciyla, Wistar albino soyu erkek
siganlarda spinal bolgeye Titanyum (Ti) ve Titanyum 500 (Ti 500) implante ederek
dogal immiin sistem mekanizmasinda ilk tetiklenen makrofaj ve sub gruplariin (M1,

M2a, M2b, M2c) aktivasyonunu karsilastirmali olarak analiz ettik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyomateryaller
Insanin yasam kalitesi ilerleyen yasla birlikte hastaliklarin artmasi, travmatik

kiriklarin olugsmasi ve dokularin 6zelliklerini yitirmeye baslamasi ile birlikte degisir.

Ozellikle doku kayiplar1, kemiklerde meydana gelen kirilmalarin onarilmasi ve
tibbi komplikasyonlarin giderilmesi i¢in cerrahi miidahaleler gerekebilir. Bu onarim
sirasinda donoérlerden elde edilen doku ve organlarin nakledilmesi (otogreft, allogreft
veya ksenogreft) veya biyomateryallerin implantasyonu ile tedaviler yapilmaktadir.
Bunlar arasinda uzun zamandir basarili klinik sonuglar veren otogreftler altin standart
olarak kabul edilmektedir, ancak otogreft tedarigi sinirlidir. Ayrica, doku / organlarin
elde edilmesi olduk¢a pahali ve ek ameliyat gerektiren allogreft ve ksenogreftler,

patojen transferi ve greft reddi olasilig1 nedeniyle fazla tercih edilmemektedir.

Alternatif olarak son zamanlarda ilgi, alloplastik greft olarak isimlendirilen ve
implantasyon sonrasinda defektif sistemin fonksiyonlarini normal ve saglikli bir duruma
cevirebilme yetenegine sahip olan sentetik materyaller {izerine toplanmistir. Bu amacla

kullanilan sentetik materyallere biyomateryaller denir.

Biyomateryaller gorevini yerine getiremeyen hasarli veya desteklenmesi gereken
viicut doku/organlarinin onariminda veya yerini almasinda, eski fizyolojik ve anatomik

islevlerini yerine getirebilmesi i¢in kullanilirlar (1).

Biyomateryal olarak insan viicudunda siklikla kullanilan yapilar iki farkli

sekilde siralanabilir:

a. Kisa siireli uygulamalarda kullamlan biyomateryaller:
Kontak lensler, kirilmis kemigi sabitlemek icin kullanilan kemik plakalari,
teller, vidalar, cerrahi iplikler vs.

b. Kalic1 uygulamalarda kullanilan biyomateryaller: Damar
protezleri, omurga kafesleri, eklem implantlari, kalp stentleri, kalp kapak¢igi
protezleri, kateterler, gbz i¢i lensler, anevrizma halkalari, kal¢a protezleri,

dental implantlar ve dolgular vs.

Biyomateryallerin iiretiminde kullanilacak materyal, insan viicudunda

uygulanacagi bolgeye ve yerine konulacak doku/organin ozelliklerine uygun olacak



sekilde secilmeli ve dizayn edilmelidir. Dogru sekilde dizayn edilmedikleri takdirde
viicut igerisinde doku hasar1 olusabilir ve/veya kullanilan implant materyali bir¢cok

yoldan hasara (korozyon) ugrayabilir.

“Biyomateryal bilimi ve miihendisligi” multidisipliner bir tema oldugu igin
materyal miihendisleri, biyologlar ve klinisyenler beraber c¢alisarak, yeni veya
kullanimda olan biyomateryallerin gelisimine, dizaynina ve iretimine yonelik daha

fazla arastirma yapmalidirlar.

2.1.1. Biyomateryallerin Tarihi
Biyomateryallerle ilgili yapilan arastirmalar son yillarda artis gostermesine

ragmen tarihsel gelisimi oldukca eskiye dayanmaktadir.

Misirlilar, M.O 2000°li yillarda keteni siitur olarak yaranin kapanmasi igin
kullanirken, kirilan kemik ve eksik diglerin yerine fil, mors gibi hayvanlarin dislerini ve

tahta kullanmiglardir (2).

M.O 200 civarinda, Yunan edebiyatina ait verilerde metallerin (rnegin; altin)
kullanildigina dikkat c¢ekilmistir. Tibbin babasi olarak bilinen Hipokrat, o zamanki

kemik kiriklarinin tedavisinde altindan yapilmis metal teller kullanmustir (3).

1912'de vanadyum celigi (4), 1926'da 18-8 paslanmaz gelik (%18 krom, %8
nikel paslanmaz celik) (3), 1928'de korozyon direnci daha yiiksek ve az miktarda
molibden igeren 18-8sMo paslanmaz celik (316 paslanmaz c¢elik (316SS-L)) (3),
1936'da Vitallium olarak bilinen kobalt krom (Co-Cr) alasimi (5) ve 1939'da biyoinert
metal olan tantal (3) kullanilmistir. 1947 yilinda Cotton, mitkemmel biyouyumluluk,
dayaniklilik, korozyon direnci ve asinma direnci 6zelliklerine sahip titanyum (Ti) ve

alasimlarini cerrahi uygulamalarda kullanmustir (3).

1952'de Voorhees tarafindan Vinyon N (vinil kloriir ve akrilonitrilin bir
kopolimeri) yapili vaskiiler protezde gézenekli vaskiiler greftin kullanilmas1 bu alanda

biiyiik ilerleme saglamistir (6).

1963 yilinda, aliimina (Al2O3) biyouyumluluk, sertlik, yorulma direnci ve
korozyon direnci 6zellikleri ile klinikte kullanilan ilk seramik materyaldir. 1980'lerde,
zirkonya da (ZrO2) aliimina gibi ortopedik ve dental implantasyon uygulamalarinda
kullanilmistir (3).



1980'lerin sonunda doku-implant etkilesimi olasiligini arttirmaya yonelik

biyoaktif seramikler (hidroksiapatit (HA) vb.) gelistirilmistir (3).

Biyomateryallerin tarih boyunca kullanimina ragmen, “biyomateryal” kelimesi
yaklasik 50 yil once tliretilmistir. 1950'lerden 6nceki biyomateryallerin ¢cogu, giivenlik
ve biyouyumluluk hakkinda bilgi kapsaminin, cerrahi tekniklerin ve sterilizasyon
yontemlerinin zayifligi nedeniyle diisiik basar1 oranlar1 gostermistir. Ayrica yeni
metodolojiler, tasarim ilkeleri ve cerrahi tekniklerin cogu yalnizca 1940'larin sonlarinda
bilim, miithendislik ve tip alanlarindaki g¢esitli uzmanlar tarafindan ortaya konulmustur.
Tiim bunlarin getirisi olarak bugiin birgok insanin yasam kalitesini arttiran

biyomateryallere iligkin cerrahi teknikler gelismistir (3).

20. ytizyila dek farkli 6zelliklere sahip olan biyomateryallerin gelistirilmesinde
bir¢cok atilim olmasia ragmen higbir biyomateryal insan viicudu bilesimi, yapist ve
ozelligi ile tam olarak eslesmemektedir (Sekil 2.1.1.1) (3). Bu nedenle 21. yiizyil, insan
doku veya organlarini taklit edebilecek biyomateryalleri gelistirmeye yonelik heyecan

verici bir donem olarak goriilmektedir (3).

Amag: Fonksiyonel Doku

Uretimi 2019
Entegratif, biyoaktif, 2000
molekiiler seviyede spesifik
hiicre yanitlarini stimule 1980
edebilen biyomateryaller
Amag: Biyoaktivite 1950
Kontrol edilebilir 1950
reaksiyonlar, resorbe
edilebilir 1940
biyomateryaller
1930
Amag: Biyoinertlik
\\ Minimum 1920
reaksiyon/etkilesim
1910 |

Sekil 2.1.1.1: Kullanilan biyomateryallerin tarihsel siire¢ icerisindeki gelisimsel evrimi (3)



2.1.2. Biyomateryallerin Siniflandirilmasi

Tip alaninda kullanilan materyaller genel olarak 3 gruba ayrilir (6) :

Simif 1 materyaller: Dokularla dogrudan temas etmeyen materyallerdir (elastik
bandajlar).

Sinif 2 materyaller: Dokularla bazen temas eden materyallerdir (tibbi cihazlar,
bobrek diyaliz makineleri, kalp-akciger makineleri vs.).

Simif 3 materyaller: Dokularla kalic1 temasi1 olan materyallerdir (ortopedik, dis

ve meme implantlar vs.).

Gliniimiizde Smif 3 materyalleri c¢esitli biyomedikal uygulamalarda yaygin

olarak kullamlir ve biyomateryaller olarak adlandirilirlar. Implante edilen

biyomateryaller viicut sivilari, kan, proteinler ve hiicresel elementlerle dogrudan temas

ederek ¢evre dokularla biyoentegrasyon baslatir. Iyi bir biyoentegrasyon olusumu

iyilesme siirecini etkileyerek, kullanilan biyomateryalin basarisini1 gosterir (6).

S

Biyoentegrasyon Ozelliklerine gore biyomateryaller 3 gruba ayrilirlar (3);
Biyoinert materyaller: Konak doku ile ¢ok az etkilesime sahip olan
materyallerdir. Paslanmaz gelik, titanyum, aliimina vs.

Biyoaktif materyaller: Konak doku ile giiglii etkilesime girebilen
materyallerdir. HA ve bioglass vs.

Biyoresorbe olabilen materyaller: Zedelenmis doku yerine yeni dokunun
olusumunu desteklemek i¢in iskelet olusturan, yeni doku olustuktan sonra
absorbe edilerek ortamdan uzaklastirilan materyallerdir. Trikalsiyum fosfat ve
polilaktikoglikolik asit vs.

Biyomateryaller yap1 ve 6zelliklerine bagli olarak 4 gruba ayrilirlar (3);

Metalik biyomateryaller

Seramik biyomateryaller

Polimer biyomateryaller

Kompozit biyomateryaller

Metalik ve seramik biyomateryaller sert doku uygulamalarinda, polimerik

biyomateryaller ise mekanik ozelliklerinden dolayr yumusak doku uygulamalarinda

kullanilmaktadir. Uretimi zor, pahali, gerilmeye kars1 zayif olan kompozit biyomateryal

implantlar, dental dolgularda kullanilmaktadir (7).



Biyomateryaller ayrica dental materyaller, ortopedik materyaller ve vaskiiler

greft materyalleri gibi uygulama alanlarina gore de siniflandirilabilir. Bu siniflandirma

tipinde her grupta metal, seramik, polimer veya kompozit materyaller kullanilabilir.

Tablo 2.1.2.1°de (3) 6zetlenen dort biyomateryal grubundan ¢alisma konumuzda

odaklandigimiz boliim, metalik biyomateryallerdir.

Tablo 2.1.2.1: Metal, polimer, seramik, kompozit biyomateryallerin karsilastirilmasi (3)

. . Kullanim ..
Materyal Avantajlari Dezavantajlar: Ornek
Alanlar1
Sert Korozvona usravabilir Eklem Titanyum ve
Reaktif Yo“uzny an1 gray replasmanlari alasimlari
Metal Kolay sterilizasyon i leime};ir;or Kemik plakalari Co-Cr alasimlari
Uretimi kolay 5.,ksek Voo Modi | Kemik vidalar 316L SS
Biyouyumlu b s i Dental implantlar Altin
Naylon
Polietilen
Dayaniksiz Siturler Silikon
. Esnek Zamanla deforme olabilir Y o Teflon
Polimer o 3 Vaskiiler greftler, . L
Uretimi kolay Degradasyona ugrar ] . Akrilat Poliglikolik
. Intraokiiler lensler .
Sterilizasyonu zor asit (PGA)
Polilaktik asit
(PLA)
Dental implantlar,
. Total kal . .
Biyouyumlu, Kirilgan ael Aliminyum oksit
. Jo Lo replasmaninda .
Seramik Biyoinert Uretimi zor fomur bas: Kalsiyum fosfat
Korozyon direnci Yiiksek Young Modiilii = Zirkonya
Ortopedik implant
kaplamalari
Karbon-karbon
. seramik-polimer
D kl L.
. ayantx . Uretimi zor Eklem implantlari HA-PE (Polietilen)
Kompozit Metallere gore Pahali
umusak Gerilmeye kars1 zay1f Rl AT AN
yumus ye kats1 zay (Polilaktiko

glikolik asit)




2.1.3. Metalik Biyomateryaller

Metalik biyomateryaller; seramikler, polimerler ve kompozitler ile birlikte
kullanilan en yaygin gruplardan biridir. Gliniimiizde kullanilan metalik biyomateryaller
titanyum (Ti), demir (Fe), kobalt (Co), krom (Cr), nikel (Ni), vanadyum (V),
aliminyum (Al) ve tantal (Ta) bilesenlerini igeren alagimlardir. Paslanmaz gelik 316 L
(SS316L), Co-Cr, Ti6Al4V ve Nitinol (Ni-Ti veya Nikel-Titanyum alasimlari, sekil
hafizali alasimlar) en yaygin metalik biyomateryal alasimlardir.

Bunlarin disinda, soy metaller de (Altin (Au), Platin (Pl)) metalik
biyomateryaller arasinda bulunmaktadir (3).

[1k nesil metalik biyomateryaller minimum toksisite i¢in tasarlanmustir.

Ikinci nesil, materyalin biyolojik ortama entegrasyonunu dolayisiyla implantin
Omriinii artirmak icin hem mekanik hem de molekiiler diizeyde fonksiyonelligi
stirdiirmek amaciyla tasarlanmustir.

Ugiincii nesil ise sadece fonksiyonelligi siirdiirmeye degil, ayn1 zamanda cevre
dokunun da biyoaktif madde ile birlikte yenilenmesine odaklanmustir (3).

Metalik materyallerin viicutla bir biitiin olusturabilmesi i¢in korozyon direnci,
biyouyumluluk gibi 6zelliklere de sahip olmalidirlar (8).

Metalik biyomateryallerin biyouyumluluklari, hasar durumunda hizl bir sekilde
yenilenebilen pasif oksit film tabakasini olusturabilmeleri ile desteklenmektedir.
Materyal oksijene maruz kaldiginda metal yiizeyinde pasif oksit film tabakas1 olusur ve
hasardan sonra milisaniyeler icinde yenilenebilir (9). Pasif oksit film tabakasinin
varligiyla beraber in-vivo ortamda korozyon riski azalir (8).

Metalik  biyomateryallerin  diger  gereksinimleri ise  biyotolerabilite,
biyoadhezyon, biyoaktivite ve islenebilirliktir. Her metal ve metal alasim mekanik,
kimyasal ve biyofonksiyonel o6zellikleriyle farkli uygulama bolgelerinde farkli
avantajlara sahiptir (7).

Fazla yiike maruz kalan agirlik tasiyan bolgelerde yapisal hasara sebep olmamak

i¢in kullanilacak implant materyalinin yorulma mukavemeti son derece 6nemlidir (7).



Tablo 2.1.3.1: Viicuda implante edilecek biyomateryallerin sahip olmas1 gereken 6zellikler

©)

Biyomateryallerin Sahip Olmas1 Gereken Temel Ozellikler

Biyouyumluluk Inflamasyon, immiin cevap ve rejeksiyonu uyarici olmamali
Non-Toksik Dokularda toksisite yaratmamali

Non-immiinojenik Immiin reaksiyonlari olusturacak 6zellikten uzak olmali
Non-Korozif Fizyolojik pH derecesinde korozyona ugramamali

Biiyiik Yiizey Alani Yiksek dansiteli hiicrelere ev sahipligi yapmali

Modifiye Edilebilir Yiizey Yiizey islemleri ile doku adhezyonu gii¢lendirilebilmeli
Yeterli Mekanik Gii¢ Stimulasyonlara dayaniklilik

Sl Bk Toksik kontaminasyondan korunmaya yonelik implantasyondan
once sterilize edilebilmeli

Yeni nesil metalik biyomateryaller sadece biyotolerable degil, ayn1 zamanda
biyofonksiyoneldirler. Biyofonksiyonel materyaller, ¢cevre doku ile biitiinleserek doku
biliylimesini desteklerler. Hiicre adezyonu ile baslayarak, hiicre yayilmasi, ve
proliferasyonla devam eder ve sonug olarak doku biiyiimesi saglanmis olur (3, 7).

Biyouyumluluklarinin kompozit, polimer ve seramik biyomateryallere gére daha
diisiik olmasi, viicut ortaminda korozyona ugrayarak alerjik doku reaksiyonlarina neden
olabilecek metal iyonu salimi yapmalari, doku ve organlara gore sert yapida olmalari,
yiiksek yogunluga sahip olmalar1 gibi dezavantajlarina ragmen; molekiiler diizeyde
sahip olduklari kristal yapilar1 ve giiglii metalik baglarindan dolay1 yiiksek mukavemet,
yorulma direnci ve kolay islenme gibi mekanik 6zellikleriyle metal ve metal alagimlar
(paslanmaz celik, altin, kobalt-krom alasimlari, titanyum ve titanyum alasgimlar1 gibi)

implant materyali olarak siklikla kullanilmaktadir (3).
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Maruz kaldiklar1 yiike dayaniklilik gostermeleri, yorulma direnglerinin olmasi

ve plastik deformasyon ile esnek davranis sergilemeleri metalleri kullanish hale getirir.

Bu nedenle metalik materyaller agirlik tasiyan kemik, dis ve diger viicut bolgelerinin

desteklenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Metalik biyomateryaller kobalt-krom alasimlari, paslanmaz ¢elikler, titanyum ve

titanyum alagimlari olmak iizere 3 temel gruba ayrilirlar (Tablo 2.1.3.2) (3).

Tablo 2.1.3.2: Metalik biyomateryallerin uygulama ve kullanim alanlari (3).

Uygulama Alam
Titanyum ve Norosirugjik
Alasimlari OrEEEalis
Ortodontik
Paslanmaz Celik Ortopedik
Alasimlari Ortodontik
(316L SS) Kardiyovaskiiler
Ortopedik
Kobalt-Krom )
Ortodontik
Alasimlari
Kardiyovaskiiler

Kullanim Amaci

Dental implantlar, ortodontik teller, vaskiiler stentler,

kalp kapakeik pargalari, total kalca replasmanlari

Gegici aletler (vidalar, plakalar), total kalca

replasmani

Total eklem replasmani, dental implantlar, takma

disler, ortodontik teller, kemik implantlari, yiik tasiyan

2.1.4. Titanyum ve Titanyum Alasimlari

Resim 2.1.4.1: Titanyum metali ®

1668°C

implantlar

47.867

Ti

Titanyum

Sekil 2.1.4.1: Titanyum metalinin

periyodik 6zellikleri
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Titanyum periyodik cetvelin 4B grubuna ait sert, parlak, giimiis-beyaz renkli bir
gecis metalidir (Resim 2.1.4.1). Ergime noktasi1 1668°C, kaynama noktasi1 3287°C, atom
numarast 22, atom agirhig 47.867 g/mol’dir (Sekil 2.1.4.1) (10). Titanyum bir metal
olarak dogada serbest halde bulunmasa da, yeryiiziinde en ¢ok bulunan dokuzuncu

element ve dordiincli metaldir (11).

Titanyum biyouyumluluk ve iyi korozyon direnci 6zelliklerinden dolayr ‘altin

standart’ olarak degerlendirilmektedir (12).

Titanyum ve titanyum alasimlari, biyouyumlulugu yiiksek ve 0sseointegrasyon
acisindan gii¢lii bir performans sergileyen metalik biyomateryallerdir (11). Kemige en
yakin degerde Young moduliine sahip olmasi, metalik implant materyali olarak
kullanimi i¢in avantajdir (13). Paramanyetik 6zellik gostermesi ve non-ferromanyetik
olmasi nedeniyle post-operatif Manyetik Rezonans Goriintilemede (MRI) diger

metallere oranla daha az artefakt yaratmaktadir (14, 15, 16).

Saf titanyum (commercially pure, cp Ti, derece 2) ve Ti-6Al-4V (derece 5)
medikal alanda agirlikli olarak kullanilan alagimlardir (17). Kemik, eklem ve dis gibi

sert doku replasmaninda yaygin olarak kullanilirlar.

cp Titanyum sinirli mekanik 6zellikleri nedeniyle dis implantlarinda; kalga ve
diz implantlari, kemik vidalar1 ve plakalar: gibi iy1 mekanik 6zelliklerin gerekli oldugu

durumlarda Ti-6Al-4V alagimi kullanilmaktadir (17).

Young modiilii ve stress shielding (stres koruma kalkani1) 6zelligi birbiri ile
dogru orantili oldugu i¢in, titanyum ve alagimlarinin diisiik Young modiiline sahip

olmasi genel olarak biyomekanik bir avantaj olarak goriilmektedir (18).

Pasivasyon ya da repasivasyon isleminde kendiliginden olusan oksit filmin

varligl, miikemmel biyouyumluluk ve korozyon direnci ile ilgili 6nemli bir faktordiir
(19, 20).

Titanyum; demir, aliiminyum, vanadyum, molibden gibi elementler ile
alasimlanabilir (21). Titanyum alagimlari, belirli bir akma dayanimi ve yogunluk
arasindaki iligkiye gore (co.2/ yogunluk) ¢elikler, nikel alagimlar vb. materyal tiirleri ile
karsilastirildiginda 500°C sicaklikta dahi koruyabildigi yiiksek dayanima sahiptir (22,
23).
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Giliniimiizde tiim Titanyum alasimlar igerisinde % 75-85 oraninda tiiketilmekte
olan ilk titanyum alasimi “Ti-6Al-4V (Ti-64)” olmak iizere 1954 yilinda Amerika
Birlesik Devletlerinde gelistirilmis ve kullanilmistir. Daha sonraki yillarda iiretilen
diger titanyum alasimlari Ti-6Al-4V alasimina aliiminyum, vanadyum, nikel,
zirkonyum gibi elementlerin eklenerek, arttirtlip azaltilmasi seklinde olusturulmustur
(23).

Bilim diinyasinda gelistirilen yiizlerce cesit titanyum alasimindan sadece 6-7
tanesi (Ti-6Al-4V, Ti-6AIl-7Nb, Ti-5AI-2,5Sn, Ti— 2Al-2,5Zr, Ti-32Mo, Ti-Mo—Ni,
Ti—Pd gibi) en iyi bilinenlerdendir (23).

2.1.5. Biyouyumluluk
Biyomateryallerin biyolojik performansini belirten biyouyumluluk, herhangi bir

ters etki yaratmadan canli organizma ile etkilesim iginde olma yetenegidir (24).

Biyouyumluluk, biyomateryalin yapisal uyumlulugu ve ylizey uyumlulugu
olarak iki farkli sekilde agiklanmaktadir. Biyomateryalin doku ve organlara fiziksel,
kimyasal ve biyolojik agidan uyumluluk gostermesi yiizey uyumlulugu; biyomateryalin
doku mekanik karakteristigi ve/veya davranisina ortalama bir uyumluluk gostermesi ise

yapisal uyumluluk olarak tanimlanmistir (25, 26).

Titanyum ve alagimlar1 diger metalik biyomateryallere kiyasla kemik dokusu ile
daha iyi derecede biyouyumluluga sahip olmasina ragmen, viicuda implante edildikten

sonra olusturacagi immiin yanitlar titanyumun basarisini etkilemektedir (27).

Bazen implant materyalinin topografik modifikasyonu, implant yiizeylerinin
biyouyumlu, biyobozunabilir veya immunotolerojenik biyomateryallerle kaplanmasi

inflamasyonu ve/veya rejeksiyonu engellemek i¢in yeterli olmayabilir (27).

Implant materyallerinin non-toksik dzelligi, inflamatuar veya alerjik reaksiyona
neden olmamasi, insan viicudunun implanta karst verecegi yanitlari engelleyerek

biyomateryallerin basarisini arttirir (27).

2.1.6. Iimplant materyalinin sahip olmasi gereken kemige benzer mekanik
ozellikleri

Biyomateryal olarak kullanilacak bir implantin biyouyumlulugunun yani sira,
Ozellikle yilikiin fazla olabilecegi kalg¢a-diz protezlerinin kemik ile mekanik

benzerliklere sahip olmas1 gerekmektedir.
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Baz1 bilimsel ¢aligmalarda, implant materyali se¢iminde Ti alagimlarinin, 316L
SS ve Co-Cr bazli alagimlara gore, diisiik Young’s modiilii ve yiiksek biyouyumlulugu
ve korozyonlara direnci nedeniyle implant materyali olarak kullaniminin oldukca arttigi

ileri siiriilmektedir (Tablo 2.1.6.1) (3).

Tablo 2.1.6.1: Kemik ve metalik biyomateryallerin Young Modiilii degerleri (3)

Materyal Young Modiilii Degeri (GPa)
Kortikal Kemik 7-30
Siingerimsi Kemik 1-14

cp Titanyum 100
Titanyum (Ti-6Al-4V) 110

316 L Paslanmaz Celik 190-200
Kobalt-Krom Alasim 210-230

Diisiik elastisite modiiliine sahip implantlarin imal edilmesi icin, kemige 6zgii
biiyiikliikkte gozenekli yapilarin kullanilmasi Onerilmektedir. Materyalin tiirline karar
vermede yardimci olan en Onemli mekanik o6zellikler ¢cekme mukavemeti, Young

modiilidir (27).

Biyomekanik uyumsuzluk durumunda implant kirigi olusabilir. Bu nedenle,
kemik replasmaninda kullanilacak materyal kemige benzer mekanik o6zellik

gostermelidir (27).
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2.1.7. Korozyon Direnci

Insan viicudu normal kosullarda 1 atmosfer basingta, 37°C’de 7.2-7.4 pH
degerlikli %0,9 oraninda NaCl igeren viicut akigkanlarina sahiptir (28). Bu hafif bazik
ortam, metalik biyomateryallerin implante edildikleri yerde metal iyonlarinin salinimina
neden olarak lokal ters doku reaksiyonlara maruz kalmasina ve doku zedelenmesine yol

acar (28, 29).

Metaller, asindirma yetenegi yiiksek sivilardan etkilenebilirler. Viicut sivilart
metallerin yiliksek oranda asinmasina neden olabilecek dinamik bir ortamdir (30). O
yizden metal alagimlarinin elektrokimyasal reaksiyonlarla asinarak degisiklige
ugramast olarak ifade edilen korozyon, implant materyali se¢iminde ve

implantasyonunda ¢ok 6nemlidir.

Viicuda implante edilen materyalin korozyona ugramasiyla, materyalden salinan
iyonlar ve dokulara elektronlarin gecisi kemigi cevreleyen dokulardaki hiicrelerin
fiziksel hareketlerini sinirlar. implantin neden oldugu bu inorganik reaksiyonlarla ortaya
cikan korozif pargaciklar diger organlara iletilerek implantasyon bolgesinde toksik
birikime, kas ve dokularda alerji egilimine ve implantasyon boélgesinde inflamasyona

neden olmaktadir (8, 30).

Kararlilig1 belirsiz ¢6ziinemeyen oksitler tireten Ti ve Ta, niobiyum (Nb) ve
zircon (Zr) gibi elementleri igeren biyomateryallerin kullanimi sinirlidir (7). Yeni
tiretim teknolojileri, oksidasyon sonucu olusan pasif biyofilm tabakasinin olusturdugu
mekanik zedelenmeden kaginmak i¢in, implant materyalinin yiizeyini TiN (Titanyum
nitrit) gibi sert tabakalarla kaplamaktadirlar (31). Bu tabakanin biyouyumlu oldugu,
pasif oksit film tabakasinin olusumunu kontrol ettigi ve viicut ortami igerisinde

implantta olusabilecek adheziv-abraziv asinmay1 yavaslattigi rapor edilmistir (31, 32).
Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb ve Ti-5Al-2.5 Fe gibi titanyum alagimlari, niobyum,
tantal ve 316L paslanmaz celik korozyona direngli materyaller olduklarindan doku ve

kemik ile biyouyumludur (33).

Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb, Ti-35Nb-5Ta-7Zr ve Ti-5Al-2,5Fe gibi korozyona
dayanimi yiiksek titanyum alasimlar1 kalp kapakcigi protezleri, agir yiik tasiyan diz,
kalga ve diger kemik implantasyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (33).
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Paslanmaya kars1 iyi direng gosteren ¢ogu metal ve alagimlar pasif durumdadir.
Ti, Ta ve Nb elementlerin yiizeyinde metal oksitlerden olusan, metalleri ortamdan
ayiran ince pasif oksit film tabakasi (3-10 nm kalinliginda) (titanyum yiizeyinde olusan
titanyum oksit (TiO.) tabakasi), izolasyon etkisi meydana getirerek viicutta implant
materyalinden kaynaklanan iyon salimimlarini engeller ve implantin dokuya olan

biyouyumlulugunu arttirir (34, 35).

Tim metaller ve alagimlar, viicut ortamindaki klor iyonlar1 ve proteinlerin
varlig1 nedeniyle korozyona maruz kalmaktadir. Cerrahi olarak implante edilen metalik
biyomateryallerin  ylizeyinde c¢esitli kimyasal reaksiyonlar meydana gelir.
Biyomateryalin metalik bilesenleri iyonik formlarma oksitlenerek ¢oziinmiis oksijen

hidroksit iyonlarina indirgenir (34).

Titanyum yiizeyler lizerindeki kararli oksitlerin (TiO2) uygun osseointegrasyon

saglayabildigi bilinmektedir. Oksit stabilitesi, bilesimin yapisina ve filmin kalinligina

giiclii bir sekilde baglidir (36).

Oksit filmin varligi; belirli potansiyeldeki pasif metalin ¢oziinme hizini, aktif bir
metalin ¢6ziinme hizina gére daha ¢ok diisiiriir. Metalin yiizeyinde kendiliginden olusan
bu filmler, film boyunca metalik iyonlarin ve/veya elektronlarin asir1 transportunu
engeller. Olusan filmler kompakt yapili ve metal yiizeyini tamamen kaplarsa; metal
oksit-soliisyon araylizii boyunca iyonlarin veya elektronlarin gogiinii sinirlayan atomik
bir yapiya sahip olduklarindan alasim yiizeyinde olusabilecek mekanik stres veya

korozyona kars1 daha etkili bariyer 6zelligi sagladiklar1 gosterilmistir (37).

2.1.8. Yiizey Topografyasi

Cogu hekim sandblast isleminden ge¢cmis, termal asit ile kazinmig piiriizlii
yiizeyi "altin standart" olarak diisiiniir. Piiriizlii yiizey, kemik ve implant ylizeyi arasinda
sagladig1 fonksiyonel ve yapisal baglanti ile yliksek implant stabilizasyonu agisindan
avantajdir. Piriizli yiizeyler; kemik ile implant yiizeyin birbirine baglamasini arttirarak

osteogenik hiicrelerin farklilagmasini yonetir (38).

2.1.9. Yiizey Piiriizliiliigii (Porozite)
Biyomateryal yiizeyindeki piiriizliiliik, implante edildigi doku - doku cevresi ve

implant arasindaki etkilesimi belirlemede biiyiik bir rol alir (39).
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Yiizey piirtizliligi, asinma hizi ve siirtime katsayisi ile dogru orantilidir (40).
Birbiri ile etkilesim halinde olan iki materyalin birbiri tizerinde kaymalari sonucu ortaya
cikan direng olarak ifade edilen siirtlinmede, enerji kaybinin artmasi ile birlikte ortaya
1s1 ¢ikar. Bu 1s1 kaygan yiizeylerden Young modiilii daha az olan materyal iizerinde

deformasyon (adheziv asinma) olusturur (41, 42).

Molekiiler seviyede ise ylizey piiriizliliigii, hiicrelerin adezyonunda 6nemli bir
faktordiir. Implant materyali iizerinde olusacak hiicre adezyonu miktar1, hiicre
proliferasyonu ve differansiyasyonun kapasitesini etkilemektedir (43, 44). Yapilan
calismalarda ortalama %30-70 porozite ve 100-650 um por boyutunun adhezyonu
arttirdigr (45, 46), kemik biiyiimesi igin 100400 pm’lik por boyutunun optimum deger
oldugu (47), osteoblastlarin biiylimesi, differansiyasyonu ve vaskiilarizasyonu igin ideal

por boyutunun ise 300-655 pum oldugu belirtilmistir (48).

2.1.10. Osseointegrasyon
Implant yiizeyinin, kemiklerle ve diger dokularla mikro-hareketlere bagli olarak
biitiinlesememesi sonucu implant gevsemesi olusur. Metalik biyomateryallerin giivenilir

ve bagarili implantasyonunda osseointegrasyon énemli bir faktordiir (49).

Implant yiizeyi ve kemik arasindaki etkilesimin arttirilmasi, piiriizliiliigiin
arttirilmasiyla dogru orantilidir (49, 50). implantin viicut ortaminda asmarak korozif
parcacik ve toksik iyon salinimi yapmasi, implantasyon siirecinde cerrahi travma ile
kemikte lezyon veya hasar olugsmasi, implantin stres Koruma kalkan1 olugturmasi sonucu

kemik-implant arayiizey etkilesimi azalir (51).

Kemik hiicresi kolonizasyonu i¢in ideal por boyutunun 100-200 pm, ideal
porozitenin % 60-65 oraninda olmasi gerektigi belirtilmistir (43, 48).

2.2. Immiin Sistem
Organizmanin kendinden olmayan antijenik yapilara karsi, immiin defans
molekiillerinin koordineli ve karsilikli etkilesimi sonucu olusturdugu yanitlarin tiimiine

immiin sistem denir (52).

Immiin sistem, gelisme, iireme ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik siireclerin
biitiinleyici bir parcast olmakla birlikte, metabolizma, merkezi sinir sistemi,

kardiyovaskiiler sistem gibi diger viicut sistemleri ile de ¢ift yonlii etkilesim halindedir.
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2.2.1. Dogal iImmiin Sistem

Dogal immiin sistem, immiin sistemin filogenetik olarak en eski bileseni
olmakla beraber bir 0 kadarda karmasiktir. Enfeksiyonlara (epitel doku, gastrointestinal,
respiratuar, genitoliriner kanallar) ve antimikrobiyal peptitlere-proteinlere karsi,
humoral (kompleman bilesenleri ve opsoninler) ve hiicresel bilesenlerle (nétrofil,
monositler/makrofajlar, dendritik hiicreler ve dogal lenfoid hiicreler) bariyer olusturarak

cevap verir (65).

Defensif bariyerler; anatomik (cilt, mukozalar), fizyolojik (sicaklik, diisiik pH,
kimyasal — medyatorler), fagositik  (mikroorganizmalarin  sindirilmesi)  veya

inflamatuardir (vaskiiler siv1 sizintisi) (53).

Immiin Sistem
|

v
Spesifik
4 Immiin Sistem
Dogal - el
immiin Sistem Hiicresel immiinite  Hiimoral Iimmiinite
| (T Hucre Aracil) (B Hiicre Aracili)
v ‘ | '
Kan Kokenli Fiziksel Bariyer T Hiicresi Antijene Maruz Kalma
I l | v
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v ‘ . Sipresor Yardimer  Sitotoksik Lenfoblastiar
Kompleman Kaskadi 1.Nétrofiller 1. Deri T T T |
2. Monosit/Makrofajlar 2. Mukoza
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4 Bazofiller 3. Vicut Swvilan { Hiicresi
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Sekil 2.2.1.1. Spesifik immiin sistem ve dogal immiin sistem komponentleri

Dogal immiinite patojenlere karsi ilk savunma hattin1 olusturur, homeostazisi
korumak, cesitli enfeksiyoz ajanlar1 ortadan kaldirmada oldukga etkilidir. Spesifik
immiin yanitin gelisiminde, aktivasyonunda ve diizenlenmesinde de role sahiptir (54,
55). Immiin sistem hiicreleri pluripotent hematopoietik kok hiicreden tiirevlenmektedir.
Dogal immiin sistem hiicreleri graniilositler (noétrofiller, eozinofiller, bazofiller) ve
agraniilositler (Natural Killer hiicreleri (NK)), monosit/makrofajlar ve dendritik

hiicreler) olmak tizere ikiye ayrilirlar.
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2.2.2. Makrofajlar

Mononiikleer fagositik sistemi, kemik iliginde bulunan prekiirsér promonositler,
dolasimdaki monositler ve dokulardaki makrofajlar olusturur. Dolasimdaki monositler
ve doku makrofajlart mononiikleer fagositik sistemi olarak bilinen ayni hiicre dizisinin

iki farkli asama hiicreleridir (56).

Monositler kemik iliginde 1-3 giin siiren olgunlasma evrelerinin ardindan kan
dolasimina girerler. Dolasimdaki monositler inflamasyon, enfeksiyon veya doku
zedelenmesine yanit olarak Graniilosit-Monosit Koloni Stimulan Faktér (GM-CSF),
Interlokin-3°ii (IL-3) salgilayarak aktiflesirler. Damarlardan dokulara diyapedez ile gog
ederek burada makrofajlara donisiirler. Makrofajlar fagositik mononiikleer hiicrelerdir
(57).

Monosit ve makrofajlar doku hasart veya inflamasyon sirasinda primer defans
mekanizmasini olustururlar ve basarili doku rejenerasyonu igin gerekli immiin

hiicrelerdir (56).

Mikroorganizmalarin makrofajlarca taninmasini fagositoz asamasi izler ve
fagositik hiicrelerin aktivasyonu sonucunda mikroorganizmalarin yikimi meydana gelir
(58).

Makrofajlar kompleman kaskati i¢in Kompleman Reseptérii 1 (CRI1) ve
Kompleman Reseptorii 3 (CR3) reseptorleri (59), gesitli sitokin reseptorleri interferon-y
(IFN-y), IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a, scavenger reseptor (60), ylizey
membranlarinda antijen-antikor kompleksleri i¢in antikor reseptorleri (61), diyapedezde
yer alan rolling (yuvarlanma) ve adhezyon icin selektin-integrin reseptorleri (62),
mannoz reseptor, adaptif immiinite ile etkilesebilmek i¢in Toll-benzeri reseptor (TLR)
(63), MHC I, MHC 11 (64) gibi gesitli reseptorleri eksprese ederler.

Inflamasyon varhginda dokuya go¢ ederek degisen makrofaj hiicreleri
bulunduklar1 ortamdaki mikro-gevre sinyallerine gore polarize olurlar. Makrofajlar M1

ve M2 makrofajlar olmak tizere iki ana gruba ayrilirlar (65).

2.2.3. Makrofaj Polarizasyonu
Makrofajlar; organlarin  gelisiminde, dokularin fonksiyonlarin1  yerine
getirmesinde ve rejenerasyonunda da rol alirlar. Makrofajlar sadece debris, bakteri ve

konagin fonksiyonlarini yerine getiremeyen hiicrelerinin ortamdan uzaklastiriimasindan
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sorumlu degil ayrica zengin bir bilyime faktorii kaynagidirlar. Aynm1 zamanda;
makrofajlar yara iyilesmesinde hiicrelerin, biiyiime faktorlerinin ve matriks

komponentlerinin diizenli bir sekilde davranmalarini saglayan orkestra yonetmenleridir.

Viral, mikrobiyal, paraziter antijenler, immiin kompleksler ve apoptotik/nekrotik
hiicreler tarafindan salinan g¢esitli mediyatorlerle uyarilarak aktive olurlar. Bu
aktivasyon patojenlerle savasmada, immiinmodiilasyonda ve doku biitlinligiiniin
etkindir.  Makrofaj
aciklayabilmek i¢in M1 (klasik aktivasyon, proinflamatuar) ve M2 (alternatif

korunmasinda aktivasyonunun  karmasik  mekanizmasini

aktivasyon, antiinflamatuar) polarizasyon modelleri gelistirilmistir (66, 67).

\
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Sekil 2.2.3.1: M1 ve M2 makrofajlarimin polarizasyon modelleri

M1 aktivasyonu; hiicre i¢i patojenler, bakteriyel hiicre duvar1 bilesenleri,
lipoproteinler, IFN-y ve TNF-a gibi sitokinler tarafindan indiiklenir. Inflamatuar sitokin
sekresyonu ve nitrik oksit (NO) iiretimi ile karakterize olan, etkili bir patojen 6ldiirme

mekanizmasina sahiptir (66).

M2 aktivasyonu; fungal hiicreler, parazitler, immiin kompleksler, kompleman
tirtinleri, apoptotik hiicreler, Makrofaj Koloni Uyarici Faktér (M-CSF), IL-4, IL-13, IL-
10, Transforming Biiyiime Faktori-f (TGF-p) tarafindan tetiklenir. Ekstraselliiler
matriks (ECM) bilesenleri, anjiyojenik ve kemotaktik faktorlerle birlikte IL- 10

iiretebilme ve yiikksek fagositoz kapasitesine sahiptirler. Apoptotik hiicrelerin



20

klirensinde, inflamatuar yanitin azaltilmasinda ve yara iyilesmesini desteklemede de rol

alirlar (66).

M2 makrofajlar1 alerjik inflamasyona ve tiimor dokularinin biiyiimesine neden
olabilirler (66, 67).insanlarda ve farelerde, GM-CSF, M1 makrofajlara farklilasmay1

saglarken, M-CSF ise makrofajlarda M2-benzeri fenotip iiretimini baslatmaktadir (68).

Iyilesme fazlarinin farkli asamalar;; yaralanma siddeti, yas, Yyaralanan
doku/organ, bireyin saglik durumu vb. gibi faktorlerden etkilenir. Deri ya da kas
yaralanmasinda normal doku onarimi sirasinda inflamatuar faz 1-2 giin siirerken,
proliferasyon fazi yaralanmadan yaklasik 1 hafta sonra en yiiksek degere ulasir. Doku
rejenerasyonun son fazi olan yeniden modelleme fazi ise proliferasyon fazi sirasinda

baslatilir ve bu asama aylarca siirebilir (69).

Spesifik fenotip ve fonksiyonlara sahip makrofajlar, yara onariminin farkli
asamalarinda stireclere dahil olur ve gegislere katkida bulunurlar. Yaralanmada erken
proinflamatuar evrede M1 makrofajlar ve proreparatif asamada M2 makrofajlar aktive
olurlar (69).

M1 makrofajlar travmaya kars1 verilen akut yanit sirasinda gozlenir ve yiiksek
diizeylerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) aciga cikarirlar. Proinflamatuar sitokin
salinimin1 ve ayn1 zamanda fagositozu arttirarak, patojenleri ve yara debrislerini yara

bolgesinden uzaklastirirarak dogal immiin defansin etkinligini arttirirlar (69).

Buna karsiik M2 makrofajlar; proinflamatuar sitokin ve ROS {irtinlerinin
tiretimini azaltarak doku onarimina destek olurlar. Antiinflamatuar I6kositleri (T
supresOr hiicreler) yara bolgesine toplayarak, ECM bilesenlerini ve biliylime faktorlerini
upregiile eden immiinosupresif sitokinleri (IL-10) ve kemokinleri (CCL17, CCL18 ve
CCL22) salgilattirirlar. Bunun sonucu olarak inflamatuar yanitlarin regiilasyonunu,

debris Kklirensini ve doku yeniden modellenmesini (doku remodeling) saglarlar (69).

Makrofaj aktivasyonunu etkileyen gesitli ¢evresel ve dokuya 6zgii uyaranlardan
dolayi, in vivo ortamda yaralanma siirecine eslik edecek spesifik makrofa; fenotiplerinin
kesin olarak tanimlanmasi zordur. Makrofajlar adaptasyon ozellikleri nedeniyle yeni

uyaranlara yanit olarak fenotiplerini degistirebilirler (67).
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Bu nedenle, in vitro ortamda tanimlanmig fenotipler, makrofaj aktivasyon
stirekliligini ¢ok basite indirgemektedir. Bu siniflandirma sistemi kullanilarak, makrofaj

aracilikli yara onarimi siireci modellenebilir (66, 69).

Inflamatuar fazda; hem M1 hem de M2a makrofajlar aktif rol oynar. M1
makrofajlar, proinflamatuar sitokinler; IL-1, TNF-o ve IL-6 salgilarlar. MZ2a
makrofajlart ise inflamatuar fazda yiiksek seviyede Arginaz-1 ve Kitinaz Benzeri-3

(Ym1) genlerini eksprese ederler (69).

Erken proliferatif fazdaki makrofajlar, proinflamatuar sitokinleri salgilamaya
devam ederler, ancak bu evrede IL-10 gibi bazi antiinflamatuar markirlarin salimina
dogru gecis yapilir. Proliferatif fazda M2b makrofajlar1 aktive olur. Geg proliferatif
fazda M2b aracili IL-10 salinimi, M2c¢’nin stimulasyon markirt olan TGF-$

ekspresyonunun artmasiyla M2¢ makrofajlarinin aktivasyonunu uyarir (70).

Yeniden modellenme fazinda ise, eszamanli olarak Arginaz-1 ekspresyonunda
azalma, TGF-p ve CD206 ekspresyonunda ise artisin gozlemlenmesi; Yyeniden

modelleme fazinda M2c¢ makrofajlarin baskin oldugunu géstermektedir (70).

Basarili yara onarimi sonrasinda makrofajlarin sayisi; yaranin kapanmasi ile
paralel olarak normal seviyelere geri doner. Kalict makrofaj aktivasyonu ile karakterize
olan, 3 ay iginde iyilesmeyen yaralar, “kronik” olarak kabul edilir. Devamli ve yanlis
makrofaj aktivasyonu, farkli onarim asamalar1 arasindaki gecisleri bozar. Makrofajlarin
en st diizeydeki aktivasyonun %350 azaldigi donem olan resoliisyon donemi, spinal
kord hasarindan sonraki >7 haftaya denk gelmektedir. Makrofajlarin en iist diizeydeki
(pik) aktivasyonunun >%45’1 kronik donemde hala devam etmektedir. Bu bilgiler
makrofaj aktivasyonunun biiyiik katkisinin oldugu spinal kord hasarinin kronik bir yara

olarak kabul edilebilecegini gosterir (69).

2.2.4. M1 Makrofajlar
M1 makrofajlar, firsat¢1 patojenlerle enfeksiyonlara karsi1 dogal immdiinitede ana

efektor hiicreler olarak karakterize edilirler (71).

Bakteriyel iiriinler (lipopolisakaridler (LPS)), IFN-y, GM-CSF gibi sitokin ve
biiylime faktdrlerinden gelen uyarilar ile makrofajlar M1 fenotipine polarize olurlar
(72).
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M1 makrofaj fenotipi; oldukca yiiksek seviyelerde IL-1p, TNF- a, IL-8, IL-12,
IL-18 gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimi ile inflamasyonun yayginlagmasini

desteklerler. Patojenlere kars: gii¢lii mikrobisidal 6zelliklere sahiptir (67).

M1 makrofajlar1 yiizeylerinde; CCL3, CCL4, MHC II, CD68, CD80 ve CD86
markirlarini eksprese ederler. Active olduklarinda Thl hiicre yanitin1 uyaran C-X-X
Motif Kemokin Ligand1 9 (CXCL9) ve CLXCL10 kemokinlerini salgilarlar. Yiiksek
oranda reaktif nitrojen ve oksijen ara iiriinlerinin tiretimi sonucu Thl immiin yanitini

desteklerler (72).

2.2.5. M2 Makrofajlar

Antiinflamatuar M2 makrofajlar, alternatif olarak aktive edilen makrofajlar
olarak da bilinirler. M2 makrofajlar; parazitlerin kontrolii, dokunun yeniden
modellemesi, immiinregiilasyon, timdr desteklenmesi ve giiglii fagositotik yetenekleri
ile karakterizedir (67).

M2 makrofaj aktivasyonu fungal hiicreler, immiin kompleksler, helmint
enfeksiyonlari, kompleman bilesenleri, apoptopik hiicreler, M-CSF, IL-4, 1L-13, IL-10,
TGF-p tarafindan indiiklenir. Bu aktivasyon yiliksek miktarda IL-10, diisiik miktarda IL-
12 sekresyonuna neden olur. TGF-B, IL-10 gibi antiinflamatuar sitokin salinimi1 yaparlar
(67).

M2 makrofajlari; islevsel olarak farkli aktivasyon durumlarinda olmalarindan
dolay1 ¢esitli gruplart kapsamaktadirlar. Buna gére, M2 makrofajlar 6zel olarak ayri gen
ekspresyon profilleri, aktivasyon sinyalleri, hiicre ylizey reseptorleri ve fonksiyonel
cesitlilige dayanarak M2a, M2b ve M2c subgruplarina ayrilirlar. M2 makrofajlarinin

tiim alt tipleri esit derecede immiinsupresiftir (65).

Yapilan ¢aligmalarda M2d, M4, Mox, ve Mha gibi farkli makrofaj subgruplari
da bulunmustur. Plastisite giicii yiiksek olan M2 makrofajlar1 tiim M2 alt tiplerine
dontigebilme yetenegindedirler (65).
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2.2.6. M2a Makrofajlar
Non-polarize MO makrofajlar; 1L-4, IL-13 veya helmint enfeksiyonlariyla

indiiklenerek M2a makrofaj fenotipine donisiirler (67).

Wound healing (yara iyilesmesi) makrofajlar olarak da adlandirilan M2a
makrofajlart (73), IL-4’e yanit olarak yiiksek seviyede Arginaz-1 eksprese ederek
kollajen ve fibroblast uyaric1 faktor onciillerinin olusturulmasini saglar, ECM birikimi

ve yara kapanmasini kolaylastirir (74).

M2a hiicrelerinin matriks-yeniden modelleme rolii, yara stabilizasyonuna
katkida bulunmalarin1  saglar. Aymi zamanda, hasarli dokuda veya implant
biyomateryalinin gevresinde istenmeyen fibrotik degisikliklerin olugsmasinin 6nlenmesi

icin siki bir sekilde regiile edilmelidirler (65).

2.2.7. M2b Makrofajlar
M2b makrofaj fenotipi; IL-1 reseptor (IL-1R) ligandi, TLR, immiin kompleksler
ve LPS ile indiiklenir (65).

M2b makrofajlar, IL-10’nun salgilanmasi Yyoluyla inflamasyonu suprese
edebilirler. M2b makrofajlari, IL-10’un yiiksek ekspresyonu ve ayni zamanda IL-12, IL-
1B ve TNF-a’nin diisiik tiretimi ile karakterizedir (65).

M2b makrofajlart CD163 ve CCLI1 igin yiizeyinde ilgili mRNAlar1 eksprese
eder. M2b makrofajlari, yerlesik makrofajlardan (M0O) M1 makrofajlarina makrofaj
dontisimde inhibitor etkiye sahiptir (67).

2.2.8. M2c Makrofajlar

M2c subgrubu; 1L-10, TGF-B ve glukokortikoidlerle indiiklenir. M2c
makrofajlart IL-10 ve TGF-B salgilayarak inflamasyonu suprese edebilirler. Akut ve
kronik inflamasyona katilabilirler. Th2 yanit1 desteklerler. ECM sentezi yapabilirler
(65).

2.3. Cerrahi yaralanmaya verilen makrofaj yanitlar

Spinal kord hasarindan sonra stereotipik, birbirini takip eden inflamatuar kaskad
baslatilir. Notrofiller dolasimdan alinir ve merkezi sinir sisteminin glial hiicrelerinden
olan astrositler ve mikroglialar spinal kord hasarindan (SKH) sonraki ilk 24 saat i¢inde

aktive edilir. Yaralanmadan 2-3 giin sonra monositler yara bolgesine gog ederek, aktive
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olmus mikroglialardan fenotipik ve morfolojik olarak ayirt edilemeyen makrofajlara
farklilagirlar (69).

Bu hiicresel reaksiyonlar, memeli spinal kord hasarinin tiim formlarindaki
patolojik sekellerin asil nedeni olarak kabul edilmektedir. Spinal kord hasarinin sebebi
ne olursa olsun, hem temel bilimlerde hem de klinik gozlemlerde makrofajlarin
yaralanma bolgesinde persistan olarak kaldigi goriilmiistiir. SKH’dan sonra monosit ve
mikroglia kokenli makrofaj aktivasyonunun zamanlamasi ve dagilimi daha onceki

calismalarda degerlendirilmistir (73).

Inflamasyonun iyilesme siirecindeki farkli asamalari, yaralanmanm siddeti, yas,
yaralanan organ/doku ve bireyin saglik durumu gibi faktorlerden etkilenmektedir. Deri
ya da kas yaralanmalarinda; doku onarimi sirasinda inflamatuar faz sadece 1-2 giin
siirer. Bunu takip eden proliferasyon fazi ise yaralanmadan yaklagik 1 hafta sonra pik
yapar. Remodeling (Yeniden modelleme) fazi ise proliferasyon fazi sirasinda baslatilir,
yaralanma oOncesi doku biitlinliigli saglanincaya kadar, aylar hatta yillar boyunca

stirebilir (75).

Spesifik fenotip ve fonksiyonlara sahip makrofajlar, farkli onarim agamalarinda
yer alirlar. Ve yara onarimindaki siireglere ve gegislere katkida bulunurlar (81).
Yaralanmada makrofaj aktivasyonunda; proinflamatuar erken evre de, M1 makrofajlar
daha sonraki asamada ise M2 makrofajlar devreye girer. M1 makrofajlar travmaya kars1
verilen akut yamt sirasinda gozlenir ve yiiksek diizeylerde ROS agiga ¢ikarir. M1-
makrofajlar proinflamatuar sitokin salinimini ve fagositozu arttirarak, patojenleri ve
yara debrislerini hasar alanindan uzaklastirmak suretiyle immiin yaniti kolaylastirir

(69).

M2 tip makrofajlar proinflamatuar sitokinlerin ve ROS iiriinlerinin {iretimini
azaltarak doku onarimi Ozellikleri gosterirler. Ayrica, antiinflamatuar lokositleri
cekmek, fagositik reseptorleri arttirmak ve ECM bilesenlerini ve biiylime faktorlerini en
iist diizeyde regiile eden immiinsupresif sitokin IL-10 ve kemokinler CCL17, CCL18 ve
CCL22 gibi kemokinleri salgilarlar (67).

Bu medyatorler, M2 makrofajlarinin inflamatuar yanitlar1 regiile etmesine,
debrisleri temizlemesine, dokunun yeniden modellemesine ve tamir edilmesine destek
olur. Bu sayede, deri ve kas yaralanmalarinda, ardisik olarak olusan M1-M2 makrofaj

yanitlar1 basarili yara iyilesmesi ile sonuglanmaktadir (76).



25

In-vivo ortamda spesifik fenotiplerin tanimlanmasi, makrofaj aktivasyonuna
katkida bulunan ¢esitli ¢cevresel ve dokuya 6zel uyaranlardan dolay: zordur (77). Ayrica
makrofajlar fonksiyonel olarak adaptasyon 6zellikleri ile yeni uyaranlara yanit olarak
fenotiplerini degistirebilirler (76). Bu nedenle, in vitro ortamda tanimlanmis fenotipler,
makrofaj aktivasyon siirekliligini ¢ok basite indirgemesinin yanisira, farkli yara onarim
sistemleri arasinda yararli bir karsilastirma platformu saglar. Bu siniflandirma sistemini
kullanarak, makrofaj aracili yara onarimin1 M1-M2c makrofaj aktivasyonu yoluyla bir
progresyon olarak modelleyebiliriz. Inflamatuar faz hem M1 hem de M2a fenotipine

sahip olan makrofajlari icerir (67).

M1 makrofajlar1 proinflamatuar sitokinler olan IL-1, TNF-a ve IL-6 salgilar.
M2a makrofajlar1 ise erken asamada yiiksek seviyelerde Arginaz-1 ve Yml eksprese
eder (69).

Erken proliferatif fazdaki makrofajlar, proinflamatuar sitokinleri salgilamaya
devam etmekte, ancak IL-10 gibi baz1 antiinflamatuar markirlarin salimina dogru gegis
olmaktadir  (69). Proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler ile 1L-10
ekspresyonundaki artis géz 6niine alindiginda, proliferatif fazdaki makrofajlarin kolayca

M2b fenotipine aktive oldugu sdylenebilir (67).

Daha sonraki proliferatif asamalar sirasinda, M2b aracili IL-10 salimi, M2c¢’nin
stimulasyon markirt olan TGF-B ekspresyonunun artmasiyla M2c makrofajlarinin
aktivasyonunu uyarir (78). Yeniden modelleme fazinda ise, eszamanli olarak Arginaz-
1'de distsler ile TGF-p ve CD206 ekspresyonunda artis gézlemlenir ve bu da yeniden
modelleme fazinda M2c¢ makrofajlarin baskin oldugunu gostermektedir (69). Yeniden
modelleme faz1 bittiginde, makrofajlar devre disi1 birakilir ve inflamasyonun iyilesme

asamasi gelir.

Basarilt yara onarimi s6z konusu oldugunda makrofajlarin sayilari, yaranin
kapanmasi ve 1yilesme zamanlamasi ile paralel olarak haftalar icinde normal seviyelere
geri doner. Aksine, 3 ay i¢inde iyilesmeyen yaralar kronik kabul edilir ve kalici
makrofaj aktivasyonu bu kronik durumun ayirt edici 6zelligidir. Devamli ve yanlis

makrofaj aktivasyonu, farkli onarim agamalari arasindaki gegisleri bozar (79).

Hiicrelerin %50 sinin pik aktivasyonunun azaldigi resoliisyon intervali noktasi,
SKH’den sonra makrofajlar i¢in >7 haftadir. Makrofaj aktivasyonu, pik aktivasyon

seviyelerinin %45'inde kronik zaman noktalarinda kalmaktadir (>2,5 ay) (79).
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2.3.1. inflamasyon fazinda makrofajlar

Doku onarmmimin ilk asamasi olan inflamatuar faz, doku homeostazinin
hasari/bozulmasi ile baslar. Spinal kord hasarinda inflamatuar faz, omurilik dokusunun,
hiicrelerin kesilmesi ve mekanik hasar ile tetiklenir. Yaralanmadan hemen sonra,
mikroglia ve notrofiller dahil olmak {iizere, inflamatuar hiicreler harekete gecer ve
yaralanma bolgesinde toplanir. Deri, kas ve omurilik yaralanmalarindan sonra nétrofil

birikimi saatler i¢inde baslar ve genellikle bir giin iginde en tist seviyeye ulasir (74).
Inflamasyon fazi asamasindaki inflamatuar hiicrelerin temel islevleri;

a. Hasarli dokular1 uzaklagtirmak,

b. Notrofillerin tekrardan hareketini kolaylastirmak ve

c. Fibroblastlarin (veya merkezi sinir sistemi hasari durumunda astrositler),
trombositlerin ve endotel hiicrelerin iyilesme siirecini proinflamatuar sitokinler

salarak diizenlemektir (69).
Inflamasyon fazinda spinal kord hasarinin belirtecleri arasinda;
a. Kan-omurilik bariyerinin (BSCB) bozulmasi,
b. Oligodendrosit prekiirsor hiicrelerinin (OPC) aktivasyonu, migrasyonu ve
c. Endojen astrositlerin sismesi yer alir (74).
Ayrica, miyelin debrisleri spinal kord hasarindan sonra temizlenmelidir.

Inflamatuar faz sirasinda merkezi sinir sistemi bilesenleri ile cilt/kas hasarindaki
bilesenler daha onceki calismalarda karsilastirilmistir (74). Inflamatuar fazdaki
makrofajlar, in vitro uyarilan M1 hiicrelerine benzer sitokin profillerine sahiptir (74).
Ozellikle, iskelet kas1 ve deri hasarindan hemen sonra, makrofajlar yiiksek seviyelerde

TNF-0, IL-6, IL-12 ve IL-1p eksprese ederler (80).

Inflamatuar fazdaki makrofajlar; M2a makrofaj aktivasyonunun iki belirteci olan
yiiksek seviyede Arginaz ve Yml eksprese eder (80). Sonug olarak, normal yara
onariminin inflamatuar fazi sirasinda M1 ve M2a makrofaj fenotipleri rol almaktadir

(69).
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Proinflamatuar sitokinlerin salinmasiyla M1 makrofajlari, nétrofilleri ¢eker ve
hasarli dokularin c¢ikarilmasini kolaylagtirmak i¢in inflamatuar yaniti artirir. Ml
makrofajlar; debris temizlenmesi, bakteriyel sterilizasyon ve kullanilmis nétrofillerin
eliminasyonunu kolaylagtiran fagositik yeteneklere sahiptir. Diger taraftan M?2a
hiicreleri, antiinflamatuar sitokinlerin salinmasiyla proliferatif fazi baslatir, arginaz ve
Ym]l salinimi yoluyla hiicre proliferasyonunu ve gogiinii arttirir, biiylime faktorlerinin
salgilanmasiyla doku olusumunun baslangicini tesvik ederek destekler (79). Benzer bir
karma M1-M2a makrofaj cevabi, spinal kord hasarlanmasindan hemen sonra ortaya
cikar (81). Spinal kord hasarlanmasina yanit olarak IL-6, TNF-a, IL-1p ve IL-12

proinflamatuar markirlarin ekspresyonu ani bir sekilde artar (69).

Makrofaj Arginaz ekspresyonu, M2a aktivasyonunun diger markirlari olan IL-4,
CD206 ve Fizz-1 (resistin like alpha geni) ile birlikte hasarlanmadan sonraki 1-3 giin
icerisinde en yiiksek diizeye ulagir. Buna ek olarak, nétrofil birikimi spinal kord hasari
saatlerinde baslar ve inflamatuar fazin normal zaman dilimi (post-hasarlanma

devamindaki 1-3 giin) iginde pik yapar (69).

Elde edilen sonuglar; spinal kord hasarlanmasinda ve normal doku hasarindaki
tyilesme siirecinin ilk fazi olan inflamatuar fazda verilen makrofaj ve doku yanitlarinin

birbirine benzer oldugunu vurgulamaktadir.

2.3.2. Proliferasyon fazinda makrofajlar

Normal iyilesme sirasinda proliferasyon fazi;
+ 2 dpi (Day per inflammation) civarinda baslangig hiicre proliferasyon periyodundan,
* 5 dpi civarinda proliferasyonda pik ve
* 10 ile 12 dpi civarinda proliferasyonun azalmasindan olusur (75).

Endotel hiicreleri ve fibroblast-lineage hiicreleri gibi doku yeniden modellemei
icin 6nemli olan hiicreler, gd¢ ederek doku biitiinliiglinii ve bariyer fonksiyonlarini
restore eder. Proliferasyon fazi sirasinda ¢ogu dokuda anjiyogenez, kolajen birikimi,
doku graniilasyonu ve ECM olusumu meydana gelir. Spinal kord hasari sonrasi
proliferatif olaylar, glia ve noral progenitdr hiicrelerin proliferasyonunu ve skar
olusturan astrositlerin indiiksiyonunu igerir. Spinal kord hasar1 sonrasi ge¢ proliferasyon
fazinda baslatilan analog maturasyon, OPC’lerin oligodendrositlere diferansiyasyonunu,

azalan aksonal dieback ve stabilizasyona, astrositik skar olusumuna, Wallerian
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dejenerasyon resoliisyonuna ve BSCB tamirini igerir. Spinal kord hasar1 ve deri-kas
yaralanmasindan sonraki yara iyilesmesi yanitlar1 birbiriyle daha onceki ¢aligmalarda

karsilagtirilmistir (69).

Bu caligsmalar hiicresel olaylarin kapsamli analizlerinin, proliferatif faz sirasinda
meydana gelen hiicresel yanitlarin SKH sonrasi geciktigini veya eksik oldugunu
gostermektedir. Deri ve kas yaralanmasindan sonra proliferatif fazdaki makrofajlar,
proliferasyona ugrayan hiicrelerin olgunlagsmasini ve hasarli dokunun stabilizasyonunu

kolaylastirir (69).

Spesifik olarak makrofajlar; ge¢ inflamatuar faz sirasinda baslangi¢ hiicre
proliferasyonunu kolaylastirir ve proliferatif faz sirasinda proliferasyonu siirdiiriir,
devaminda ise remodelleme fazini baglatmak i¢in proliferatif fazin sonunda hiicreleri
matiirasyona ugratir (69). Cilt yaralarinda proliferatif faz sirasinda makrofaj deplesyonu
vaskiiler stabiliteyi ve graniilasyon dokusundan yeni olusacak skar dokusuna gegisi

bozar.

Normal yara iyilesmesinde, makrofajlarin proinflamatuar sitokin salinimi azalir
(IL-12 azalmasi) ve antiinflamatuar sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin ekspresyonu
artar (IL-10, TGF-B, Insulin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 (IGF-1)), bdylece doku onarimi

inflamatuar fazdan yeniden modelleme fazina yonlendirilir (67).

Proliferatif fazdaki M2 makrofajlari, inflamatuar fazdaki M2 makrofajlarindan
farkli fenotipik profillere sahiptir (75). 1L-10, dokunun yeniden modellemei
kolaylagtiran proliferatif onarim fazinda makrofajlar tarafindan iiretilen 6nemli bir

antiinflamatuar sitokindir (69).

IL-10 salinimi, M2b'nin diizenleyici makrofaj fenotipi oldugunun bir isaretidir
(100). Bu nedenle, M2b makrofaj aktivasyonu, doku yeniden modellemesini tetiklemek

i¢in orta-gec proliferatif fazda gereklidir (75).

Spinal kord hasar1 sonrasinda proliferatif fazin uygun sekilde baslatildiginin
anlasilmas1 i¢in, M2b makrofaj fenotipi ile iliskili bir markér gen ekspresyonu
incelenmigstir. Proliferasyon fazinin baslamasindan (3 dpi) proliferatif fazin pik (7 dpi)

evresine kadar M2b fenotipiyle iligkili genlerde anlamli bir azalma saptanmugtir.
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Benzer sekilde, Spinal kord hasarindan sonra IL-10'un gen ekspresyonu, normal
yara iyilesmesinden sonra bir pik ekspresyon siiresi olan 6. dpi’de azalmistir. Elde
edilen bu sonuglar, proliferatif faz1 diizenleyen fenotipin M2b makrofajlar oldugunu ve
spinal kord hasarindan sonra hatali bir sekilde aktive edildigini gostermektedir. Bu
nedenle, spinal kord hasarindan sonra proliferatif fazdaki makrofajlar dogru degisime

ugrayamadiklarindan, makrofaj degisimini kolaylagtiramazlar (75).

Benzer sekilde, deri/kas yaralanmasi ve SKH sonrasinda paralel zaman
dilimlerinde bir dizi tipik proliferatif olay baslatilir, ancak bu olaylar eksik oldugundan

yara resoliisyonu ile sonuglanmaz (69).

SKH’nin ilk haftasinda OPC proliferasyonu pik yapar ve bunu takip eden
yaklagik 2 hafta boyunca oligodendrosit matiirasyonu siirer. Bununla birlikte sinyal
transdiiksiyonu kronik olarak bozulmaya devam etmektedir. Spinal kord hasarindan
sonra ECM ve kollajen olugumu, deri ve kas yaralarina benzer bir zaman siirecini izler.

Ancak ECM bilesenleri inflamasyonu uzatir ve yara kapanmasini bozar (82).

Makrofaj fenotiplerinin degistirilmesi, daha yapici bir proliferasyon fazini
kolaylagtirma potansiyeline sahiptir. OPC diferansiyasyonu ve maturasyonu, M2a ve
M2c¢ makrofajlarinin aktivasyonu ile kolaylagtirilabilir (103). Periferik sinir hasarindan
sonra makrofajlar 2—4 dpi'de Wallerian dejenerasyon alanlarina gekilir. Sonug olarak,
miyelin ve akson klerensi iki hafta i¢cinde tamamlanir ve daha sonra yaralanan sinir
tyilesir. Aksine, SKH’de Wallerian dejenerasyon bdlgesinde ve debris bolgesinde
makrofaj yanit1 gecikmelidir (83).

Debrisler spinal kord hasarinda makrofajlara ek uyarilar verilerek hizlandirilmis
sekilde ortadan kaldirilabilir. Makrofajlar1 manipiile etmek; normal yara iyilesmesi

stirecindeki tipik olaylarin maturasyonunu kolaylastirmaktadir (84).

SKH'den sonra, hasarli aksonlar zamanla hasar bolgesinden geri ¢ekilir.
Baslangi¢ travmasi, erken fazda akson retraksiyonuna neden olurken (1-2 giin), Silver
ve ark. retraksiyonun gec¢ safhalarmin aktiflesmis makrofajlardan kaynaklandigini

gostermislerdir (85, 86).

Tim bu bulgular, 6zellikle M2b ve M2c¢ makrofaj fenotiplerini hizlandirarak
makrofaj yanitlarinin degistirilebilirliginin, SKH onarimimi desteklemek icin yara

iyilesmesinin proliferatif fazin1 diizenleyebilecegini diisiindiirmektedir.
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2.3.3. Yeniden modelleme fazinda makrofajlar

Normal yara iyilesmesinin tligiincli ve son asamasi olan yeniden modelleme fazi,
yaralanmadan 2-3 hafta sonra baslar ve aylarca, hatta yillarca siirebilir (Sekil 2.3.3.1.)
(86). Bu asamada, proliferasyon fazinda proliferasyona ugrayan hiicreler yeni dokuya
gbre maturasyona ugrar. Onceki asamalarda baslatilan islemler genellikle inflamasyon,

skarlasma ve anjiyogenez de dahil olmak {izere yavaslar ve sonunda durur.

Kas ve deri yaralarinda, kollajen ve ECM ve parcalanma, yara kontraktiiriine yol
acan sabit bir duruma ulasir. Biiylime faktorleri (6rn. PDGF, TGF-B, FGF), matriks
metalloproteinazlar (MMP) ve digerleri, yeniden modelleme fazini diizenler ve onarilan

dokuyu giiglendirir (87).

Sonunda yeniden modelleme fazi, tam yara tamiri ile sonuglanir. Yeniden
modelleme fazinda M2c fenotipi makrofajlar CD206, CD163 ve TGF-f'nin artmis
ekspresyonu ile karakterize edilirken, M2a veya M2b fenotipi ile iliskili markirlarin
ekspresyonunun azalmasi ile gosterilir: VEGF, Arginaz-1 ve IGF-1, rolleri iyi

anlasilmamustir (69).

Makrofajlar, yeniden modelleme fazinin farkli yonlerine onciiliik etmekten

ziyade inhibe edilerek daha biiyiik bir rol oynarlar.

Bu fazdaki makrofajlarin tiikenmesi, skar olusumu ve kollajen iiretimini
etkilemez. Bunun aksine devam eden bir proinflamatuar makrofajlarin varligi, cesitli

dokularda, iyilesmeyen kronik bir yara durumu ile iligkilidir (79).

SKH’den sonra yeniden modelleme fazinda makrofajlarin oynadigi rol hakkinda
yeterli bilgi yoktur. Bunun sebebi kismen SKH’den sonra endojen olarak meydana
gelen yeniden modelleme olaylarinin basarili bir iyilesmeye yol agmamasi ve bu

nedenle yeniden modelleme evresinin diizgiin bir sekilde yiiriitilmemesidir (88).

M2c¢ makrofajlarinin fenotipik karakterizasyonu, SKH sonrasinda yapilan kisith
siniflandirmanin 6tesine pek gidememistir. Onarim asamalar1 boyunca uygun makrofaj
aracilt gecisler, yaralanma siddeti, yas, bireyin sagligi, enfeksiyonlar ve hasarin

biyokimyasal ¢evresi ve doku 6zelliklerinden etkilenir (69).
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Hasarli dokunun mekanik, hiicresel ve biyokimyasal yapisindaki degisiklikler
makrofaj fenotipini ve dolayisiyla iyilesme yanitini etkileyebilir. Spinal kord hasar
bolgesinde bulunan spesifik faktorlerin makrofaj fenotipleri lizerindeki katkisida tam

olarak anlasilmamistir (69).

YARALANMA SONRASINDA GECEN ZAMAN (giinler)
NORMAL YARA

IYILESMESI 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Aylar Yillar
(Cilt-Kas)

Makrofaj '

Fenotipleri M2b
M2c

Fazl:inflamasyon
NORMAL YARA

IYILESMESI Faz2:Proliferasyon

P R

Sekil 2.3.3.1: Yara iyilesmesi sirasinda farkh evrelerde rol alan makrofaj subgruplari (69)

2.4. Makrofaj Markirlar

2.4.1. CCL3 (Makrofaj inflamatuar Protein-1a (MIP-1a))

Makrofaj inflamatuar protein 1-a (MIP-1-a) olarak da bilinen CCL3 membran
proteinidir. C-C motif Reseptér 1 (CCR1) reseptoriine baglanarak akut inflamatuar
yanitlarda ve polimorfoniikleer 16kositlerin toplanma siireci ve aktivasyonunda rol

oynar (89).

CCL3, insan TNF-a ve IL-1 sitokinleri ile iiretilen atesin biiyiikliigiine esit veya
daha biiyiik, cok hizli baslangich tipte monofazik ates tiretir (90).

Yapilan bir calismaya gore, CCL3 kemokini kemikteki bakteriyel bir
enfeksiyona yanit olarak lokal olarak iiretilmektedir. CCL3’iin enfeksiyonun akut veya
kronik fazlarinda kars1 konak yanitina katildigi baska ¢alismalarda da gosterilmistir (91,
92).
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CCL3lin; monositler, makrofajlar veya nétrofiller disinda, endotelyal hiicreler,
fibroblastlar, néral doku ve ¢esitli timor hiicreleri gibi hiicreler tarafindan {iretildigi de

gosterilmistir.

Sadece enfeksiyoz kosullar altinda degil, ayn1 zamanda steril inflamasyonda,
CCL3 lokal olarak iiretilmektedir. Makrofaj inflamatuar Protein’ler (MIP) osteoklast
olusumuna katkida bulundugu i¢in, yapilan ¢alismadaki bulgular implantin gevsemesine
yol agan lokal inflamasyon ve kemik rezorpsiyonu arasinda bir baglant1 sagladigini1 6ne

stirmiistiir (93).

2.4.2. CCL4 (Makrofaj inflamatuar Protein-1§ (MIP-1p))
CCL4 olarak da bilinen insanlarda CCL4 geni tarafindan kodlanan bir

proteindir.

2.4.3. CD163 (Cluster of Differentiation 163)

CD163 bir membran proteinidir. Kirmizi pulpa makrofajlari, kemik iligi
makrofajlari, karaciger makrofajlar1 (Kupffer hiicreleri), akciger makrofajlari gibi doku
makrofajlarinda yiiksek ekspresyona sahip monositik-makrofaj hattinda insan CD163

ekspresyonu siirhdir.

CD163 ekspresyonunun en giiglii stimulatorleri glukokortikoid, IL-6, IL-10 ve
heme/hb (hemoglobin) iken, IL-4, LPS, TNF-o ve IFN-y, CXCL4 ve GM-CSF ise
CD163 ekspresyonunu azaltmaktadir.

CD163"in regililasyonuna iliskin verilerde, CD163'tin, M2 makrofajlarin
yiizeyinde bulunduklar1 bildirilmistir (94).

CD206 ve CD163" birlikte eksprese eden makrofajlar yiiksek seviyelerde IL-
10, IL-1 reseptor antagonisti (IL-1RA) ve CCL18 {iretirler (66).

2.4.4. CD206 (Cluster of Differentiation 206)
Mannoz reseptorii CD206, birincil olarak makrofajlarin, sekonder olarak heniiz

olgunlasmamis dendritik hiicrelerin membran yiizeyinde bulunur (95).

Insanlar, her biri kendi geni tarafindan kodlanan iki tip mannoz reseptorii
eksprese eder; Makrofaj mannoz reseptérii C tip 1 (MRCL1 geni ile, CD206) ve
Makrofaj mannoz reseptorii C tip 2 (MRC2 geni ile, CD280) mikrobiyal

karbonhidratlar1 taniyabilir ve fagositoza aracilik edebilir.
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CD206; bariyerleri (keratinositler, lenfatik ve hepatik epitelyum, bdbrek
mezankimal hiicreleri, trakeal diiz kas ve retinal pigment epitelyum gibi) ve antijen
sunan hiicreleri (makrofajlar, insan monositlerinden kokenlenen dendritik hiicreler ve

bazi fare dendritik hiicrelerinin alt popiilasyonlar1 gibi) olusturan hiicrelerde bulunur.

Fonksiyonel olarak CD206, dogal immiin yanitta dnemli bir rol oynayan antijen

islenmesi, endositoz ve fagositozda aktiftir (96).

MRCI1 olarak da adlandirilan CD206, hem fare hem de insanda bir M2 makrofaj
markiridir. Ayrica CD206’ nin olmamasi, inflamatuar proteinlerin serum seviyesinin
yiikselmesine ve inflamasyonun resoliisyonuna neden olur. Bununla birlikte, CD206
eksprese eden makrofajlar, fibroblast biiytimesini TGF-p ve CCL18 sekresyonu ile
destekledikleri i¢in, olumsuz profibrotik etkilere sahiptirler (66).

2.4.5. CCL1 (C-C Motif Ligand 1)

CCL1, kemokinler olarak bilinen bir inflamatuar sitokin ailesine ait olan aktive
T hiicreleri, monosit ve mast hiicreleri tarafindan salgilanan kiigiik bir glikoproteindir.
CCL1, CCRS8 ligand1 ile etkileserek monositleri, NK hiicrelerini, olgunlasmamis B
hiicrelerini ve dendritik hiicreleri inflamasyon bdlgesine dogru g¢eker (96). CCL1

makrofajlar i¢cin kemotaktik gérev yapmaktadir (97).

2.4.6. CD150 (Cluster of Differentiation 150)
Sinyal lenfosit aktivasyon molekiilii (Sinyal Lenfositik Aktivasyon Molekiilii,
SLAM / CD150) SLAMF1 geni tarafindan kodlanan, self-ligand glikoproteindir.

Aktif T hiicreleri, bellek T hiicreleri, aktif B hiicrelerinin yiizeyinde bulundugu
gibi dendritik hiicrelerin ve makrofajlarin yiizeyinde de bulunur. SLAM, T hiicreleri ve
antijen sunucu hiicreler aras1 adhezyonda énemli bir rol oynamaktadir. Insan ve fare
makrofajlarinin, dendritik hiicrelerinin sitokin sekresyonlarinin regiilasyonunda oldukga

onemlidir (98).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Deneyleri
Calismamiz Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali “Sitokin ve Reseptorleri Arastirma Laboratuvari” nda

gergeklestirildi.

Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
2017/218 no’lu kararla onaylanmistir. Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuvari’nda sicanlarin takibi yapildi. Hayvan deneyleri 11.09.2018 —
25.11.2018 tarihleri arasinda yiiriitiildii.

Titanyum (Ti) ve Titanyum 500 (Ti 500) biyomateryalleri University of
Technology, Sydney, Avustralya’da dretilmistir.  Biyomateryallerin  yiizey
sekillendirmesi ise Université de Toulouse, CIRIMAT CNRS-INPT-UPS, ENSIACET,

Toulouse, Fransa’da yapilmustir.

Calismamiz Biyoistatistik Anabilim Dalinda yapilan Power Analiz programina
gore sayilar1 belirlenen ortalama agirliklar1 250 - 300 gr. 10 haftalik a/a Wistar albino
soyu 21 adet erkek sican iizerinde gergeklestirildi.

Caligmamizda disi siganlarda ovaryum siklusu boyunca gozlenecek hormonal
degisikliklerin immiin sistem {izerine etkili olacagim disiindiiglimiizden erkek

sicanlarin secilmesi uygun goriildii.

Sicanlar 21+1°C’de (oda sicakligl), 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik foto
periyodunda, polikarbon yapili sican kafesinde bireysel olarak, standart pelet sigan yemi
ve su ile ad-libitum beslenerek takip edildi. Her kafeste 1 hayvan olmak tizere 21 kafes

kullanild1. Siganlar rastgele numaralandirilda.
Her grupta 7 adet olmak {izere toplam 3 deney grubu

Grup I (n: 7, Sham grubu) (K),
Grup Il (n: 7, Titanyum alloy) (Ti),
Grup 11 (n: 7, Titanyum 500) (Ti 500) olarak olusturuldu (Sekil 3.1.1).

Ti ve Ti 500 biyomateryalleri cerrahi islem oncesi Ultraviyole UV-C; 200 - 286
nanometre dalga boyunda sterilize edildi.
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Hayvanlara anestezi ajan1 Ketamin (50 mg/kg) ve Ksilazin (10 mg/kg) kokteyli

intraperitoneal (IP) olarak cerrahi islemden 10 dakika 6nce uygulandi.

Anestezi sonrasi sicanlar spinal implantasyonun yapilabilmesi ig¢in prone
pozisyonda ameliyat masasina yatirildi. Cerrahi baslangicinda insizyon yapilacak olan
lomber bolge traslanarak, povidon iyot ile cilt temizligi yapildi. Lomber omurga
bolgesinde orta hatta cilt-ciltaltr insizyonu sonrasinda (yaklasik 4 cm) kiint diseksiyon

ile lamina-faset bileskesine kadar olan paravertebral alan ortaya konuldu.
Grup I’e (Sham grubu) (K) sadece cerrahi stres uygulanda.

Tirk Standardi TS EN ISO 10993-6 sartlarina uygun olarak 1,987 gr.
agirhginda, 3 mm. kalinhiginda, 10 mm. c¢apinda daire seklindeki Ti ve Ti 500
biyomateryalleri Grup Il (Ti) ve Grup Il (Ti 500)’te transvers ve spindz prosesler

arasina vertebral kemik ve kaslara temas edecek sekilde L5 ve L6 arasina yerlestirildi.

Materyallerin yerlestirilmesi sirasinda piiriizlii ylizey kemige temas ettirildi.

Fasya ve cilt insizyonu 3/0 non-absorbe siitur ile kapatildi.

I[slem gdren tiim siganlarn ameliyat bolgeleri povidon iyot ile temizlenerek,

sicanlar kafeslerine yerlestirildi.

Deney gruplarinin hazirlanmasindan itibaren (implantasyon asamasini takiben)
1., 3.,5., 7. glnlerde saat 15.00°te (operasyon sonrasi ilk giin kan alim1 bu saatte

gerceklestirildigi i¢in) tiim sicanlardan 1 mL periferal kan 6rnegi alindi.

Alman kan ornekleri oda sicakliginda iki saat boyunca pihtilasmaya birakildi.
Serum separator tliptindeki ornekler 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Serumlar

ependorf tiiplerinde -86° C'de saklandi.
Serumlarda makrofaj aktivatorii yiizey reseptorleri olarak,

M1 makrofajlar i¢in CCL3, CCL4

M2a makrofajlar i¢in, CD163, CD206

M2b makrofajlar i¢in, CCL1

M2c makrofajlar i¢cin, SLAM (CD150) markirlar1 ELISA (Enzyme-Linked Immuno

Sorbent Assay) yontemi ile analiz edildi.
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7. giinde periferal kan alimindan sonra hayvanlar etik kurallara bagli olarak
sakrifiye edildi. Bir sonraki proje adiminda kullanilmak iizere beyin, femur, timiis,
karaciger, dalak ve lenf nodlar1 ¢ikartildi ve dokular -86°C’de saklandi.

GRUP | (SHAM) GRUP Il (TITANYUM) GRUP Il (TITANYUM 500)

Sekil 3.1.1: Grup I (K), 11 (Ti) ve l11 (Ti 500)’e uygulanan cerrahi islem 6zeti



3.2. ELISA Test Analizleri

Calismamizda parametrelerin  analizi
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sirasinda  kullanacagimiz  diliisyon

¢ozeltileri, parametrelere 6zel olarak asagidaki sekilde hazirlandi (Tablo 3.2.1).

Tablo 3.2.1: ELISA Diliisyon c¢ozelti hazirlama prosediirii

CCL4 (KTE101092 - Abbkine - ELISA)

150 pL 150 pL

£ Nl

_— @ _l /|

150 pL 150 pL

N _ MY

150 L

ol ¥

[ S—

“RE Ry

96 pg/mL 48pg/mL 24 pg/mL 12pg/mL 6 pg/mL

3 pg/mL

CCL3 (KTE101091- Abbkine - ELISA)

150 pL 150 pL

i Y i

[ Se—]

y

3 pg/mL

150 pL

Standard r\

150 pL

N MY

== T e T e |

150 pL

[=—]
96 pg/mL 48pg/mL 24 pg/mL 12pg/mL 6 pg/mL

CCL1 (KTE101089 - Abbkine - ELISA)

150 pL

N

150 pL

&N

150 pL

Standard r\ Or\or\

150 pL 150 pL

[=—21
320 ng/L 160 ng/L 80 ng/L 40 ng/L 20 ng/L 10
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ng/L

CD150 (KTE101086 - Abbkine — ELISA)

Standard

[=—

400 pg/mL

O

200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL  12.5 pg/mL

CD206 (KTE101095 — Abbkine - ELISA)

150 pL 150 pL 150 pL

Standard ﬁ

Ia

960 ng/L

150 pL 150 pL

480ng/lL  240ng/ll  120ng/l 60 ngiL

i)

0

30 ng/L

CD163 (KTE101100 — Abbkine - ELISA)

150 L 150 pL 150 pL 150 pL 150 L
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Q
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CCL4, CCL3, CD206, CD163, CCL1, CD150 Parametrelerinin ELISA Analizinde

Kullanilan;
a. Ortak Reaktif Hazirlama Prosediirii
Tim reaktifler kullanilmadan 6nce oda sicakliina getirildi.
Yikama Tamponu: Distile su ile seyreltildi. 1:20 (48T) / 1: 30 (96T).

Standart Hazirlanmasi: Her tlipe 150 pL standart diliient pipetlendi. Her tiip,
yapilacak transferden oOnce iyice karistirildi. Diliie edilmemis standart, en yiiksek

standart olarak belirlendi. Standart diliient sifir standart olarak belirlendi.
b. Ortak Test Prosediirii

CCL4, CCL3, CD206, CD163, CCL1, CD150 seviyeleri Sandvi¢ ELISA yontemi ile

belirlendi.
1. Calismaya baslamadan 6nce tiim reaktifler hazirlandi.

2. Standart kuyularma 50 pL diliie standart eklendi. Ornek kuyularina 40 pL &rnek
diliient + 10 pL 6rnek eklendi. Blank kuyulara 6rnek eklenmedi.

3. Plagin kapag kapatildi ve 37°C' de 45 dakika inkiibe edildi.

4. Her kuyu aspire edildi, bu islem 5 kez tekrarlandi. Her kuyuya 250 uLL Wash Buffer
eklenerek yikama islemi gercgeklestirildi. Plak ters g¢evirilerek kagit havluya yumusak

vuruslarla i¢inin 1yice kurumasi saglandi.

5. Blank kuyu haricinde her kuyuya 50 uL. HRP-Konjuge tespit antikoru eklendi.
6. Plagin kapagi kapatild1 ve 37°C' de 30 dakika inkiibe edildi.

7. Yikama islemi 5 kez tekrarlandi.

8. Her bir kuyuya 50 uL Kromojen soliisyon A ve 50 uLL Kromojen soliisyon B eklendi.
Yavasca karistirildi ve 37°C' de 15 dakika inkiibe edildi. Isiktan kaginildi.

9. Her kuyuya 50 pL stop soliisyonu eklendi.

10. Optik Dansite (O.D.) mikrotiter plak okuyucu kullanilarak 450 nanometre dalga
boyunda okutuldu.
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Datalarin degerlendirilmesi sirasinda standart bir egri olusturularak x ve y ekseni

belirlendi. Eksenler tizerinde ¢izilen standart egri temel alinarak bulunan degerler analiz

edildi.

Ornek; CCL1

Conc. of Std.  Av. Abs. of Stds.

320 ng/L
160 ng/L
80 ng/L
40 ng/L
20 ng/L
10 ng/L

5ng/L

2,598

2,01

1,446

0,883

0,471

0,386

0,212

3,184 -
2,684 -
2,184 -
=2

S 684
a
9,184

0,684 -

u | |
0,184 l./

5

Standard Curve of CCL1

/. ®  Average

50
Concentration (ng/L)

Sekil 3.2.1: ELISA veri analizlerinde kullanilan Standart Egri grafik ornegi
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3.3. implantasyon

777\
)
A

[ |

(

\
A

Resim 3.3.1: Titanyum ve
Titanyum 500 biyomateryalleri

Resim 3.3.1.2: Titanyum Piiriizsiiz

Resim 3.3.1.1: Titanyum Piiriizlii
Yiizey

Yiizey

Titanyum biyomateryalinin piiriizlii (Resim 3.3.1.1) ve piiriizsiiz (Resim 3.3.1.2) yiizeyi.

Her bir Titanyum biyomateryalinin agirhg: 1,957 gr., cap1 10 mm., kalinhigi 3 mm.’dir.

Resim 3.3.1.4: Titanyum 500

Resim 3.3.1.3: Titanyum 500
Piiriizsiiz Yiizey

Piiriizlii Yiizey

Titanyum 500 biyomateryalinin piiriizlii (3.3.1.3) ve piiriizsiiz (3.3.1.4) yiizeyi.
Her bir Titanyum biyomateryalinin agirhg: 1,957 gr., cap1 10 mm., kalinhg 3 mm.’dir.
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Resim 3.3.2: Sicanlara Ketamin-Ksilazin Kokteyli Resim 3.3.3: Biyomateryal implantasyonu i¢in
intraperitonal (IP) olarak uygulandi. lomber L5-L6 hizasina insizyon yapildi.
Tras makinesi ile implantasyon yapilacak lomber Epidermis bolgesi iyice sabitlendi.

bolge hizasi temizlendi.

Resim 3.3.4: Fasyektomi yapildi. Resim 3.3.5: L5-L6 bolgesinde kas
tabakasi insizyonu yapildi.

Resim 3.3.6: L5-L6 bolgesinde transvers ve Resim 3.3.7: Titanyum ve titanyum 500

spinoz prosesler aciga cikarildi. biyomateryalleri L5-L6 bolgesinde transvers ve
spindz prosesler arasinda kalan laminaya temas
ettirilmesi saglanarak yerlestirildi.
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Y, il T2
Resim 3.3.8: Titanyum ve Titanyum 500 Resim 3.3.9: implantasyon yapildiktan
biyomateryalleri siki bir sekilde dokuya sonra kas ve fasya tabakasi 3/0
gomiildii. non-absorbe siitur ile kapatildi.

Resim 3.3.10: Cilt insizyonu 3/0 non-absorbe Resim 3.3.11: implantasyon asamasi
siitur ile kapatildi. tamamlanan sicanlar tek tek kafeslerine

konularak deney siiresince gozlemlendi.

Resim 3.3.12: Si¢an juguler veninden periferal kan
ornegi alindi. Aliman periferal kan 6rnekleri 4000
rpm’de 10 dakika santrifiijlendi, -86°C’de sakland.
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3.4. ELISA Testi

Resim 3.4.1: Her Kite ait standart, standart Resim 3.4.2: Ornek kuyularma 40 pL
diliientler ile standart soliisyonlar ornek diliient ve 10 pL 6rnek ELISA Kit
hazirlandi. plagna pipetlendi.

Standart kuyularina 50 pL standart diliienti
ELISA Kit plagina pipetlendi.

Resim 3.4.3: Tiim kuyulara 50 pL. HRP- Resim 3.4.4: Tiim kuyulara 50 pL. Kromojen
Konjugat antikoru eklendi. soliisyonu A ve 50 pL. Kromojen soliisyonu B
eklendi.
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Resim 3.4.5: Tiim kuyulara 50 pL stop
soliisyonu eklendi.

Resim 3.4.6: Plaka ELISA okuyucuya Resim 3.4.7: Tiim 6rneklerin adi bilgisayarda
New Session — Skanlt Software 4.1 for Microplate

Readers ELISA Programina girildi.
450 nm dalga boyunda ELISA Analizi yapildi.

yerlestirildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda serumlarda makrofaj aktivatorii yiizey reseptorleri olarak, CCL3,
CCL4, CD163, CD206, CCL1, SLAM (CD150) analiz edildi ve sonuglar karsilastirmali

olarak asagida detayli olarak verildi.
Gruplar Kruskal-Wallis H testi ile ve farklilik oldugu tespit edilen gruplar ise
Mann-Whitney U testi ile ikiserli olarak karsilastirildi.

4.1. CCL3 (C-C motif chemokine ligand 3) Analiz Sonuclari

Grafik 4.1: CCL3 Diizeyleri

CCL3

— ¥

1.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN
EKONTROL 9Ti 4Ti500

*: Kontrol Grubu ile Titanyum Grubu karsilagtirmasi

*: Kontrol Grubu ile Titanyum 500 Grubu karsilastirmasi
#: Titanyum Grubu ile Titanyum 500 Grubu karsilastirmasi
p<0,05*, p<0,01**, p<0,001*** / p<0,05%, p<0,01#, p<0,001%#

CCL3 degerleri; 1. giinde Kontrol grubu (K) ile kiyaslandiginda Ti grubunda
anlaml diistis (%22,36) ve Ti 500 grubunda anlamli artis oldugu (%23,52) (p<0,01**);

Ti ve Ti 500 gruplart kiyaslandiginda ise Ti 500 grubunda istatistiksel olarak g¢ok
anlamli artis oldugu (%59,09) (p<0,001%#),
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3. giinde K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda anlamli artis oldugu (%52,94)
(p<0,01**) ve Ti 500 grubunda ¢ok anlamli artis oldugu (%81,51) (p<0,001***); Ti ile
Ti 500 gruplar kiyaslandiginda ise Ti 500 grubunda istatistiksel olarak az anlaml artig
oldugu (%18,62) (p<0,05%),

5. giinde K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda anlamli artis oldugu (%46,35)
(p<0,01**); Ti 500 grubunda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi, Ti ve Ti 500
gruplart kiyaslandiginda ise Ti 500 grubunda anlamli azalma oldugu (%32,67)
(p<0,01%),

7. glinde degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi

goriilmistiir (Grafik 4.1).

4.2. CCL4 (C-C motif chemokine ligand 4) Analiz Sonuclari

Grafik 4.2: CCLA4 Diizeyleri

CCL4

1.GUN 3.GUN 5.GUN 7.GUN

B KONTROL ®Ti HUTi500

*: Kontrol Grubu ile Titanyum Grubu karsilastirmasi

*: Kontrol Grubu ile Titanyum 500 Grubu karsilastirmasi
#: Titanyum Grubu ile Titanyum 500 Grubu karsilagtirmasi
p<0,05*, p<0,01**, p<0,001*** / p<0,05*, p<0,01*, p<0,001**

CCL4 degerleri; 1. giinde K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda anlamli
artma (%28,12) (p<0,01**) ve Ti 500 grubunda ¢ok anlamli artis oldugu (%54,68)
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(p<0,001***); Ti ve Ti 500 gruplar1 kiyaslandiginda ise Ti 500 grubunda istatistiksel
olarak az anlaml artis oldugu (%21,34) (p<0,05%),

3. Giinde; K grubuyla Ti grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli artig
(%35,61) (p<0,01**) oldugu, Ti 500 grubunda ise istatistiksel olarak anlamli farklilik
olmadigi, Ti ve Ti 500 gruplart kiyaslandiginda ise Ti 500 grubunda (%26,77)
(p<0,01*) anlaml1 azalma oldugu,

5. ve 7. giinlerde; gruplar aras1 kiyaslamada istatistiksel olarak anlamli farklilik

olmadig saptanmistir (Grafik 4.2).

4.3. CD163 (Cluster of Differentiation 163) Analiz Sonuclari

Grafik 4.3: CD163 Diizeyleri
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CD163 degerleri; 1. giinde K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda istatistiksel
olarak ¢ok anlamli artis oldugu (%28,92) (p<0,001***), Ti 500 grubunda herhangi bir
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anlamli degisim gozlenmemis olup, Ti ve Ti 500 gruplar kiyaslandiginda ise Ti 500
grubunda istatistiksel olarak ¢ok anlamli azalma oldugu (%26,86) (p<0,001%#),

3. giinde K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda anlamli bir degisim
gozlenmemis olup, Ti 500 grubunda anlamli artis oldugu (%41,62) (p<0,01**); Ti ve
Ti 500 gruplan kiyaslandiginda ise Ti 500 grubunda istatistiksel olarak anlamli artis
oldugu (%28,43) (p<0,01%),

5. ve 7. giinlerde; K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda istatistiksel olarak
anlamli bir degisim olmadigi, 5. giinde K grubu ile kiyaslandiginda Ti 500 grubunda
istatistiksel olarak az anlamli azalma (%20,45) (p<0,05*); Ti ve Ti 500 gruplari
kiyaslandiginda az anlamli azalma (%25,13) (p<0,05%) oldugu,

7. ginde K ile Ti grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak herhangi bir
anlamlilik saptanmamistir. K grubu ve Ti 500 grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak
az anlaml artis (%26,76) (p<0,05*), Ti ile Ti 500 grubu kiyaslandiginda istatistiksel
olarak az anlaml artis (%23,28) (p<0,05%) oldugu gézlenmistir (Grafik 4.3).

4.4, CD206 (Cluster of Differentiation 206) Analiz Sonuclar:

Grafik 4.4: CD206 Diizeyleri
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*: Kontrol Grubu ile Titanyum Grubu karsilagtirmasi
*: Kontrol Grubu ile Titanyum 500 Grubu karsilastirmasi
#: Titanyum Grubu ile Titanyum 500 Grubu karsilastirmasi

p<0,05*, p<0,01**, p<0,001*** / p<0,05*, p<0,01*, p<0,001%#

CD206 degerlerinde 1. giinde; K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda
istatistiksel olarak anlamli artis (%37,06) (p<0,01**) olup, ve Ti 500 grubunda ¢ok
anlaml artis oldugu (%46,15) (p<0,001***), Ti ve Ti 500 gruplar1 kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir degisimin olmadigi, 3. giinde; K grubu ile
kiyaslandiginda Ti grubunda anlaml artis (%47,91) (p<0,01**), ve Ti 500 grubunda ise
¢ok anlamli artis oldugu (%59,02) (p<0,001***); Ti ve Ti 500 gruplar kiyaslandiginda
ise Ti 500 grubunda istatistiksel olarak az anlamli artis oldugu (%7,5) (p<0,05%),

5. Giinde; K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda ¢ok anlamli artis (%65,24)
(p<0,001***), ve Ti 500 grubunda ise az anlaml1 artis oldugu (%14,89) (p<0,05*); Ti ve
Ti 500 gruplar1 kiyaslandiginda ise Ti 500 grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma
oldugu (%30,47) (p<0,01%%), 7. Giinde; K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda anlamli
artis (%58,99) (p<0, 01**), ve Ti 500 grubunda ¢ok anlamli artis oldugu (%74,1)
(p<0,001***); Ti ve Ti 500 gruplar1 kiyaslandiginda ise Ti 500 grubunda istatistiksel
olarak az anlaml artis oldugu (%9,5) (p<0,05%) bulunmustur (Grafik 4.4).
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4.5. CCL1 (C-C motif chemokine ligand 1) Analiz Sonugclar:

Grafik 4.5: CCL1 Diizeyleri
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CCL1 degerlerinde; 1.,3.,5. glinlerde K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim olmadigi, 7.giinde ise az anlamli artig (%17,34)
(p<0,05%);

1. giinde K ile Ti 500 grubu kiyaslandiginda, Ti 500 grubunda ¢ok anlaml
azalma (%48,39) (p<0,001***), 3. ve 7. giinlerde ¢ok anlamli artis (%98,80; %86,41
sirastyla) (p<0,001***) oldugu, 5. giinde K grubu ile Ti 500 grubu kiyaslandiginda az
anlamli artis (%35,43) (p<0,05*) oldugu saptanmustir.

l.glinde Ti ve Ti 500 gruplan kiyaslandiginda ise Ti 500 grubunda istatistiksel
olarak ¢ok anlamli azalma (% 52,99) (p<0,001%#), 3. giinde ¢ok anlamli artis (% 75,66)
(p<0,001%##), 5. giinde az anlaml artis (% 26,23) (p<0,05*), 7 .giinde ¢ok anlamli artis
(% 58,86) (p<0,001%#) gzlenmistir (Grafik 4.5).
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4.6. CD150 (Cluster of Differentiation 150 / SLAM (Signaling Lymphocytic
Activating Molecule) Analiz Sonuglari

Grafik 4.6: CD150 Diizeyleri
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CD150 degerlerinde; 1. giinde K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda
istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi, ve Ti 500 grubunda anlamli artis oldugu
(%37,5) (p<0,01**), Ti ve Ti 500 gruplart kiyaslandiginda Ti 500 grubunda anlaml
art1s oldugu (%36,78) (p<0,01%),

3. glinde K grubu ile kiyaslandiginda Ti ve Ti 500 grubunda istatistiksel olarak
az anlaml artig oldugu (%30,16 - %27,37 sirastyla) (p<0,05%), Ti ve Ti 500 gruplari
kiyaslandiginda ise anlaml1 bir degisimin olmadig ,

5. glinde gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik
saptanmamustir. 7. giinde K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda istatistiksel olarak az
anlamli artis oldugu (%26,78) (p<0,05*), ve Ti 500 grubunda anlamli bir degisimin
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olmadigi, Ti ve Ti 500 gruplari kiyaslandiginda ise az anlamli azalma oldugu (%21,12)
(p<0,05%) gozlenmistir (Grafik 4.6).

4.7. 1. Giinde Gruplar Aras1 Makrofaj Aktivatorii Yiizey Reseptor (CCL3, CCL4,
CD163, CD206, CCL1, SLAM (CD150)) Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Grafik 4.7: 1. giin Parametrelerinin Karsilastirilmasi
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K ile Ti grubu kiyaslandiginda CCL3 azalirken (p<0,01**); CCL4 (p<0,01**),
CD163 (p<0,001***) ve CD206 (p<0,01**) degerlerinde istatistiksel olarak artis
gorilmektedir. CCL1 ve CD150 degerlerinde anlamli bir degisim goriilmemistir.

K ile Ti 500 grubu kiyaslandiginda CCL3 (p<0,01**), CCL4 (p<0,001***),
CD206 (p<0,001***) ve CD150 (p<0,01**), degerlerinde istatistiksel olarak artis
gortiliirken, CCL1 (p<0,001***) degerinde azalma saptanmustir.

Ti ve Ti 500 gruplart kiyaslandiginda CCL3 (p<0,001%#), CCL4 (p<0,05%),
CD150 (p<0,01%%) degerlerinde artis gdzlemlenirken; CD163 (p<0,001%#), CCL1



53

(p<0,001%#) degerlerinde azalma ve CD206 degerinde istatistiksel olarak herhangi bir
anlamlilik saptanamamistir (Grafik 4.7).

4.8. 3. Giinde Gruplar Aras1 Makrofaj Aktivatorii Yiizey Reseptor (CCL3, CCL4,
CD163, CD206, CCL1, SLAM (CD150)) Diizeylerinin Karsilagtirilmasi

Grafik 4.8: 3. giin Parametrelerinin Karsilastirilmasi
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K ve Ti gruplan kiyaslandiginda CCL3 (p<0,01**), CCL4 (p<0,01**), CD206
(p<0,01**), CD150 (p<0,05*) degerlerinde istatistiksel olarak anlamli artis
gozlemlenirken; CD163 ve CCL1 degerlerinde ise istatistiksel olarak herhangi bir
farklilik saptanmamustir.

K ve Ti 500 gruplar1 kiyaslandiginda CCL3 (p<0,001***), CD163 (p<0,01**),
CD206 (p<0,001***), CCL1 (p<0,001***) ve CD150 (p<0,05*) degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli artis gozlemlenirken, CCL4 degerinde istatistiksel olarak
herhangi bir anlamli farklilik olmadig1 saptanmustir.

Ti ve Ti 500 gruplant kiyaslandiginda CCL3 (p<0,05%), CD163 (p<0,01%),
CD206 (p<0,05*), CCL1 (p<0,001##) degerlerinde istatistiksel olarak artis oldugu,
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CCL4 (p<0,01%%) degerinde istatistiksel olarak azalma oldugu ve CD150 degerinde ise
istatistiksel olarak herhangi bir farklilik olmadigi saptanmistir (Grafik 4.8).

4.9. 5. Giinde Gruplar Aras1 Makrofaj Aktivatorii Yiizey Reseptor (CCL3, CCL4,
CD163, CD206, CCL1, SLAM (CD150)) Diizeylerinin Karsilagtirilmasi

Grafik 4.9: 5. giin Parametrelerinin Karsilastiritlmasi
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K ve Ti grubu kiyaslandiginda; CCL3 (p<0,01**) ve CD206 (p<0,01***)
degerlerinde istatistiksel olarak artig oldugu; CCL4, CD163, CCL1, CD150
degerlerinde ise herhangi bir anlamli farklilik olmadig1 goriilmiistiir.

K ve Ti 500 grubu kiyaslandiginda; CD163 (p<0,05*) degerinde azalma oldugu
goriiliirken; CCL1 (p<0,05*) ve CD206 (p<0,05*) degerlerinde az anlamli artis oldugu,
CCL3, CCL4 ve CDI150 degerlerinde istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik

olmadig1 gortilmiistiir.
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Ti ve Ti 500 grubu kiyaslandiginda CCL1 (p<0,05%) degerinde artis oldugu,
CCL3 (p<0,01#), CD163 (p<0,05*), CD206 (p<0,01#*) degerlerinde istatistiksel olarak
azalma oldugu ve CCL4 ile CD150 degerlerinde herhangi anlamli bir fark gortilmedigi
saptanmustir (Grafik 4.9).

4.10.7. Giinde Gruplar Arasi Makrofaj Aktivatorii Yiizey Reseptor (CCL3,
CCL4, CD163, CD206, CCL1, SLAM (CD150)) Diizeylerinin
Karsilastirilmasi

Grafik 4.10: 7. giin Parametrelerinin Karsilastirilmasi

7.GUN
s 8
pg/mL ng/L £ ghn
7 7 T
6 6

EKONTROL
mTi
uTi 500

CCL3 CCL4 CD150

*: Kontrol Grubu ile Titanyum Grubu karsilagtirmasi

*: Kontrol Grubu ile Titanyum 500 Grubu karsilastirmasi
#: Titanyum Grubu ile Titanyum 500 Grubu karsilastirmasi
p<0,05*, p<0,01**, p<0,001*** / p<0,05*, p<0,01*, p<0,001%**

K ve Ti grubu kiyaslandiginda; CD206 (p<0, 01**), CC1 (p<0,05*), CD150
(p<0,05*) degerlerinde istatistiksel olarak artig goriilirken; CCL3, CCL4, CD163
degerlerinde ise istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik goriilmemistir.

K ve Ti 500 grubu kiyaslandiginda; CD163 (p<0, 05*), CD206 (p<0,001***),
CCL1 (p<0,001***) degerlerinde artis oldugu, CCL3, CCL4, CD150 degerlerinde ise

istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik saptanmamustir.
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Ti ve Ti 500 grubu kiyaslandiginda ise; CD163 (p<0,05%), CD206 (p<0,05%),
CCL1 (p<0,001%#) degerlerinde artis gozlemlenirken, CD150 (p<0,05) degerinde
azalma gozlemlenmistir. CCL3, CCL4 degerlerinde ise istatistiksel olarak anlamli

farklilik gériilmemistir (Grafik 4.10).
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5. TARTISMA

Hasarli organ ve dokularin islevlerinin iyilestirilmesi konusunda son yillarda
gelistirilen medikal implantlar ve teknolojik yontemlere ragmen, implantasyon sonrasi
karsilagilan hiicresel ve molekiiler reaksiyonlar, entegrasyonun gergeklesmesindeki
sorunlar ¢alismalarin ilerleme hizimi etkilemektedir.

Rejeneratif tipta, inflamasyonun Onlenmesi igin biyomateryal odakli
immiinmodiilasyon stratejileri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.

Implantasyonun basarisi, implanta karsi yamitin derecesine, inflamasyona ve
yara iyilesmesinin hiicresel siireclerine yol acan homeostatik mekanizmaya bagli olarak
degisir (99).

Implantlarin kullaniminda istenmeyen ters etkileri 6nlemek veya en aza
indirmek igin stratejiler ve ¢goziimler gelistirmek biyomedikal alanda en 6nemli hedeftir.

Calisgmamizi planlarken yaptigimiz makale taramalarinda biyomateryaller ve
doku uyumu ile ilgili yayinlarda degisik deneysel prosediirlere ragmen fikir birligi olan
nokta, osseoentegrasyonun pliriizlii ylizeylerde daha fazla oldugu ile ilgiliydi.

Boyan BD. (2002) (100) ile Abrahamsson I. ve arkadaslart (2004) (101)
tarafindan osseointegrasyonun farkli implant yiizeylerine cevap olarak farkli hizlarda ve
derecelerde gelistigi, pliriizlii ylizeylerde giiclii oldugu gdsterilmistir.

Goene RJ. ve arkadaglari (2007) implant yiizeyinde yapilan nano diizeydeki
modifikasyonlarin, daha az piiriizli yiizeylerle karsilagtirildiginda osseointegrasyona
daha yiiksek oranda katki sagladigini, 6zellikle iyilesmenin erken doneminde kemik-
implant etkilesiminin arttigin1 saptamistir (102).

An N. ve arkadaslar1 (2012) (103) Ti implant yiizeylerinin yiizey topografisi ile
yiizey hidrofilikliginin etkisini kombinasyon halinde aragtirmaya yonelik yaptiklart
calismada; epitel hiicrelerinin hidrofilik ve piiriizsiiz yiizeyleri tercih ettigi, osteoblastik
hiicrelerin ise mikro/makro piiriizlii ve hidrofilik yiizeyleri tercih ettigini bildirmislerdir.

Baharloo ve arkadaglart da (2005) (104), epitel hiicrelerin piiriizlii titanyum
yiizeylerden ziyade piirlizsiiz yiizeylere daha kolay baglandigini ve yayildigini
belirterek, piirlizsiiz titanyum biyomateryal yiizeylerinin epitel hiicre yapismasi ve

yayilmasi i¢in en uygun ylizey oldugu belirtmislerdir.
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Titanyumun yiizey piiriizliligiinii arttirmak genel olarak kompresif, tensil ve
shear kuvvetlerin direncinin artmasin1 ve implant yiizeyinde kemik olusumunun
artmasini saglar (105). Yapilan bu c¢alismalar, titanyumun piiriizli ve piiriizsiiz
yiizeylerinin uygulandigi bolgede olusturdugu yanitlarin farkliligini ortaya koymaktadir.
Bu bilgilerin 1s1¢inda deneylerimiz sirasinda Ti ve Ti 500 biyomateryallerinin
implantasyonunun gergeklestirilmesinde, implant materyallerinin piiriizlii yiizeylerinin
L5-L6 transvers ve spindz proseslere temas etmesine dikkat edilmis ve bu sekilde
plriizsiiz yiizeylerin bag dokuya temas etmesi saglanmistir.

Calismamizda implantasyon sonrasi olusabilecek rejeksiyon, inflamasyon
olaylarin1 kontrol altina alabilmek amaciyla, Titanyum (Ti) ve Titanyum 500 (Ti 500)
implantasyonu sonrasi dogal immiin sistemde ilk tetiklenen makrofaj ve sub gruplarinin
(M1, M2a, M2b, M2c¢) aktivasyonunu karsilastirmali olarak analiz ettik. Makrofajlar
doku hasar1 veya inflamasyon sirasinda primer defans mekanizmasini olusturan ve
basarili doku rejenerasyonunu saglayan immiin hiicrelerdir (65).

Makrofajlarin implante edilen materyallerle etkilesimi, implant bdlgesinde
adhezyon, aktivasyon, sitokin salimimini igermektedir (106). Spesifik fenotip ve
fonksiyonlara sahip makrofajlar, yara onariminin farkli asamalarinda siireclere dahil
olur ve gegislere katkida bulunurlar. Implantasyondan sonra erken inflamatuar evrede
M1 makrofajlar ve erken proliferasyon evresinde M2 makrofajlar aktive olurlar (69).

Caligmamizda M1 ylizey markiri, proinflamatuar membran proteini olan
CCL3(C-C Motif Kemokin Ligand1 3 veya MIP-1a) implantasyon sonrasi 1. giinde Ti
grubunda %?22,36 oraninda azalirken (p<0,01**), Ti 500 grubunda %23,52 (p<0,01**)
oraninda anlamli artig géstermistir.

1. glinden sonra Ti grubunda, 3. (%52,94) (p<0,01**) ve 5. giinlerde (%46,35)
(p<0,01**) anlamli artis bulunmustur. Oysa Ti 500 grubunda 5. ve 7. glinde anlamli bir
degisim goriilmemistir.

Proinflamatuar hiicreleri toplayarak implant bolgelerinde akut ve kronik
inflamatuar yanitlar1 diizenleyen, gii¢lii kemoatraktan olan MIP-1 ailesi liyelerinden
CCL3’ilin, Ti grubunda 1. giindeki azalmas1 akut dénemin baslangicinda o bolgeye
yonelecek 16kosit sayisinin azaldigin1 gdstermektedir. Daha sonraki glinlerde CCL3
diizeyindeki anlamli artislar bu alanda ates olusumunda etkin rol oynarken (90) kemik

matriksini yok ederek kemik dokusunu ortadan kaldiran osteoklastlarin olusumunu ve
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aktivitesini de arttirabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durum kemik rezorpsiyonunu
tetikleyerek implantin gevsemesine de yol agabilir (91, 92).

Buna karsilik Ti 500 grubunun 1. ve 3. giindeki artis1 bu bolgeye yonelecek
hiicre sayisinin arttifim1 gostermektedir. Kemotaktik aktiviteye sahip olan CCL3 {in,
inflamatuar siiregte gerekli makrofajlarin implant boélgesine toplanmasinda kilit rol
oynadigin1 goérmekteyiz (40). CCL3’iin implantasyonun erken evresinde salinmasi,
implant bolgesine hiicrelerin toplanmasi ve kemik formasyonundaki degisiklikler konak
tarafindan implanta verilen yanittir. Daha sonraki giinlerde ise Ti 500 grubunda CCL3
yanit1 plato seklinde devam etmektedir. Materyale konagin bu sabit yaniti, osteoklast
aktivitesinin zayif oldugunu, implantin Ti grubuna gore daha gii¢lii dokuya tutundugunu
gostermektedir.

Bizim ¢alismamiza benzer sonuglari olan Hamlet S. ve arkadaslarimin (2011)
(107) yaptig1 calismada piiriizlii implant yiizeylerinde 6zellikle 6. saatte baslayip 24.
saate kadar devam eden proinflamatuar sitokin saliniminin (6zellikle artmis CCL3
salgilanmasi) ve 48. saatte On yara iyilesmesine gecisin (azalmis TNF-a ve CCL3 ile
artmis VEGF salgilanmasi) daha hizli ve biiyiik oranda oldugunu gostermislerdir.
Calismada CCL3’liin down regiilasyonu implant gevsemesi (108) ve Ti64 (Ti-6Al-4V)
alasiminin, proinflamatuar makrofaj genotipinde bir azalmaya neden oldugu ile
iliskilendirilmistir.

Diger M1 yiizey markir1 CCL4 (C-C Motif Kemokin Ligandi 4 veya MIP-1p), 1.
giinde K grubu ile kiyaslandiginda Ti grubunda %28,12 oraninda (p<0,01**) ve Ti 500
grubunda %54,68 oraninda (p<0,001***) artis; T1 ve Ti 500 gruplar1 kiyaslandiginda ise
Ti 500 grubunda %21,34 oraninda (p<0,05%) artis gozlendi.

3. Giinde; K grubuyla Ti grubu kiyaslandiginda %35,61 oraninda (p<0,01*%*)
artis oldugu, Ti 500 grubunda ise istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi, Ti ve Ti
500 gruplar1 kiyaslandiginda ise Ti 500 grubunda %26,77 oraninda (p<0,01%¥) azalma
oldugu, 5. ve 7. gilinlerde gruplar arasi kiyaslamada istatistiksel olarak anlamli farklilik
olmadig1 saptanmuistir.

MIP-1B seviyelerindeki azalmanin, kemokinin kullaniminin artmas: veya
parcalanmasina ya da kemokin {iretiminin lenfosit aracili inhibisyonundan dolay1

olabilecegini bize diisiindiirmektedir.
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David T. Chang ve arkadaglarimin (2013) yaptig1 calismada biyomateryallerin
yiizey morfolojilerindeki degisikliklere cevap olarak lenfositler ve makrofajlar
tarafindan {iretilen sitokinleri, kemokinleri ve hiicre dis1 matriks (ECM) proteinlerini
incelemisler ve 4 farkli materyal yiizeyde kiiltiirleme yapmislardir (109).

Yiiksek monosit ko-kiiltiirlerinde CCL4’{in, baglangictan itibaren ilk 3 giinde
cok yiiksek diizeyde oldugunu 10 giine kadar, tiim materyallerdeki CCL4 seviyelerinin
azaldigim1 gostermislerdir. David T. ve arkadaslarmin sonuglar1 bizim ¢alismamizdaki
Ti grubu ile paralellik gostermektedir (109). Ancak Ti 500 grubunda ise 1. glinden sonra
CCLA4 seviyesi degismeden ayni diizeyde devam etmistir.

Warren GL. (2004) ve arkadaslari tarafindan yapilan galigsmalarda, in vivo
olarak CC-kemokin sinyallerinin roliinii gdstermislerdir. Bu aragtirmacilar CCL3, CCL4
ve CCL2'nin ve bunlarin reseptdrleri olan CCR5 ve CCR2' nin, yaralanmay1 takiben
hizlt bir sekilde arttigin1 ve doku rejenerasyonu sirasinda yavas bir sekilde kontrol
seviyelerine geri dondiigiinti gdstermislerdir (110).

Bir membran proteini olan ve M2 makrofajlarin yiizeyinde bulunan CD163
giiclii antiinflamatuar 6zellikler gosteren monosit / makrofaj hiicre popiilasyonlarinin
spesifik bir belirtecidir (111).

Calismamizda M2a ylizey markiri, antiinflamatuar membran proteini olan
CD163 (Cluster of Differantiation 163) implantasyon sonrast 1. giinde Ti grubunda
%28,92 oraninda artarken (p<0,001***), Ti 500 grubunda herhangi bir anlamli degisim
goriilmemistir.

1. giinden sonra Ti grubunda, 3., 5., 7. giinlerde anlamli bir degisim
saptanmamstir. Ti 500 grubu 3. giinde % 41,62 (p<0,01**) ve 7. giinde %26,76
(p<0,05*) oraninda artarken, 5. giinde %20,45 (p<0,05*) azalma gostermistir. Ti ve Ti
500 grubu karsilastirildiginda Ti 500 grubunda 1. giinde % 26,86 (p<0,001%#) ve 5.
giinde % 25,13 (p<0,05%) oraninda azalma; 3. giinde % 28,43 (p<0,01%) ve 7. giinde %
23,28 (p<0,05%) oraninda artis oldugu goriilmiistiir.

Bu artan CD163’iin ligandina baglanmasiyla interlokin-10 (IL-10) gibi
antiinflamatuar mediatorlerin salinmasina yol acarak Thl yamtim Th2 vye
yonlendirebilir. Pro ve antiinflamatuar mediatorlerin ¢ogu CD163 ekspresyonunu giiclii
bir sekilde etkilemektedir. ilging bir sekilde, sadece Thl tipi sitokinlerin (interferon-
gama; IFN-y) degil, ayn1 zamanda Th2 tipi sitokinlerin (IL-4 ve 1L-13) de CD163

ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir (112).
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Calismamizda CD163’tiin Ti 500 grubunda 6zellikle 3. ve 7. gilindeki artigin
nedeni CCL3 seviyesindeki azalma olabilir. Bu azalma; osteoklastlarin olusumunu ve
aktivitesini azaltarak implant gevsemesini engelleyebilir, ayn1 zamanda proinflamatuar
sitokin ~ salimimimi  baskilayabilir.  Yapilan c¢alismalar bizim  sonug¢larimizi
desteklemektedir.

Kowal K. (2011) ve arkadaslarinin (113) yaptiklari calismalarda CD163
eksprese eden makrofajlar ve Th2 hiicrelerinin, inhibitor bir sitokin olan IL-10 tireterek,
IFN-y’nin  Thl hiicreleri tarafindan iiretimini inhibe ettikleri, boylece bagisiklik
yanitinin Th2 tipe kaydig1 gosterilmistir.

Mononiiklear fagositlerde CD163 ekspresyonunu etkileyen bircok kemokin de
bildirilmistir. CCL-3 (MIP-1a) ve CXCL-8 insan monosit kiiltlirlerinde spontan ve
glukokortikoid kaynakli CDI163 ekspresyonunun baskilandigr gosterilmistir (112).
Aktive edilmis makrofajlarda sitokin tiretimini, MHC II ekspresyonunu, antijen sunan
hiicrelerin aktivasyonunu ve makrofaj iizerindeki ko-stimulator molekiilleri inhibe
ederek immiin yanit baskilanmaktadir.

CD163, hemoglobin ve haptaglobin kompleksi i¢in bir makrofaj spesifik
reseptoriidiir ve makrofaj fenotipinin diizenlenmesine katkida bulunabilir. (114, 115)

Moestrup SK (2004) ve arkadaslari CD163’iin hemoglobin/haptoglobin
kompleksinin fagosite edilerek pargalanmasini ve hiicre dist hemoglobinin toksik
olmayan diizeylerde bulunmasini saglayarak travmatik yaralanmalardan sonra hiicresel
hasar1 azalttigin1 gostermislerdir (116).

CD163 eksprese eden makrofajlar, enflamasyonun kontroliinde rol oynayan IL-1
reseptor antagonistini (IL-1RA) iretirler. IL-1RAnin en oOnemli ozelligi giigli
enflamatuar etkisi olan interlokin-1 (IL-1)’i notralize etmektir. Eger bu makrofajlar
yeteri kadar IL-1RA iiretimini uyaramazlarsa IL-1 baskilanamaz, enflamasyon gelisir.
Bu nedenle c¢alismamizda Ti 500 grubundaki CDI163 diizeyindeki artiglar
enflamasyonun gelisiminin engellenmesi ve yara iyilesmesinin hizlanmasi agisindan
onemlidir. CD163'in doku makrofajlar1 {izerindeki ekspresyon seviyesinin, akut
inflamatuar yanitin rezollisyonu sirasinda veya yara iyilesme fazi sirasinda arttigi
gosterilmistir (117).

Yapilan diger farkli caligmalarda da goriildiigii gibi (113), membrana bagl
CD163 endojen ve eksojen ligandlar icin bir reseptdr islevi gdrmekte, bdylece

inflamatuar yanitin baslatilmasi ve / veya siirdiiriilmesine katkida bulunmaktadir. ilging
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sekilde, CD163"in baz1 ligandlar ile olan etkilesimi, gii¢lii bir antiinflamatuar yanit ile
sonuclanirken, diger ligandlar, proinflamatuar mediatdrlerin salinmasini tetiklemektedir.
Bu farkli durum CD163'%in hiicre dist1 kismi igindeki ligand baglama bdlgesinin
konumuna bagli olabilir. Bizim ¢alismamizda diger parametrelerle karsilastirmali
sonuglarimiza baktigimizda Ozellikle Ti 500 grubunda CD163"lin antiinflamatuar
ozelliginin baskin oldugunu goézlemlemekteyiz. CD163 ligasyonu makrofajlarin M1
fenotipinden M2c¢ fenotipine kaymasina katkida bulunabilir ve serbest radikallerin
aracilik ettigi doku hasarini azaltabilir. Bu geg¢is, yaralanmayi takiben doku yenilenmesi
i¢in yeni bir adim olabilir (118).

Krzyszczyk P. ve arkadaslart (2018) (119), antiinflamatuar makrofaj gegisini
daha iyi anlamak i¢in insanlarda akut yara modeli olusturdular. Blister sivisi, sirasiyla
yara iyilesmesinin inflamatuar ve resoliisyon fazlarini temsilen yaralanmadan 16 ve 40
saat sonra toplandi. Sividan elde edilen hiicre sayimi sonucunda, 16. saat ile
karsilastirildiginda 40. saatte daha fazla monosit / makrofaj saptanmistir. CD163"
makrofajlar1 40. saatteki zaman noktasinda 10 kat artmistir (3.4 ten % 47.6’ya), bu da
CD163'in iyilesme fazi ile giiclii bir sekilde iligkili oldugunu gostermektedir. 16 saatlik
“inflamatuar” zaman noktasinda, CCL3, CCL4 anlamli olarak artis gostermistir. 40
saatlik “resoliisyon” zaman noktasinda ise, sivida makrofaj tiirevli kemokin (MDC) ve
TGF-B bulunmustur. Calismayr fazlara gore degerlendirdigimizde bizim ¢alisma
sonuglarimizla benzerlik gdstermektedir.

Caligmamizdaki diger bir M2a markiri, antiinflamatuar membran proteini olan
CD206 (Cluster of Differantiation 206) degerlerinde implantasyon sonrasi 1. giinde Ti
grubunda %37,06 oraninda (p<0,01**), Ti 500 grubunda ise % 46,15 (p<0,001***)
oraninda artig gostermistir.

1. giinden sonra Ti grubunda, 3. glinde % 47,91 (p<0,01*%*), 5. glinde % 65,24
(p<0,001***) ve 7. glinde % 58,99 (p<0,01**) oranlarinda; Ti 500 grubunda ise 3.
giinde % 59,02 (p<0,001***), 5. giinde %14,89 (p<0,05*) ve 7. glinde % 74,1
(p<0,001***) oraninda artis oldugu goriilmiistiir.

Ti ve Ti 500 gruplan karsilastirildiginda, Ti 500 grubunda 1. giinde anlamh
degisimin olmadigi, 3. giinde % 7,5 (p<0,05*) oraninda ve 7. giinde % 9,5 (p<0,05%)
oraninda artis oldugu; 5. giinde ise % 30,47 (p<0,01) oraninda azalma oldugu

goriilmistir.
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MRCI olarak da adlandirilan CD206, M2 makrofaj markiridir, birincil olarak
makrofajlarin, ikincil olarak olgunlasmamis dendritik hiicrelerin membran yiizeyinde
bulunur (95). Fonksiyonel olarak CD206, dogal immiin yanitta énemli bir rol oynayan
antijen islenmesi, endositoz ve fagositozda aktif olan CD206’nin diisiik seviyede
olmasi, inflamatuar proteinlerin serum seviyesinin yiikselmesine ve inflamasyonun
resollisyonuna neden olur (96). CD206 kas inflamasyonunun ve hasarinin azalmasina
yol agabilecek M2 makrofaj fonksiyonlarina aracilik eder. CD206, inflamasyonlu
dokuda yiiksek seviyelerde bulunan molekiiller lizerindeki seker kisimlarin1 baglayan ve
fagosite eden bir mannoz reseptoriidiir (118).

M2 makrofajlar1 tarafindan CD206 ekspresyonu, antiinflamatuar sitokinler
tarafindan arttirilir ve ligandina baglanmasi, antiinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
arttirir. Boylece M2 makrofajlarinin, serbest radikal aracili hasara yol agabilen Thl
hiicrelerini daha hizli bir sekilde inhibe etmesini saglar (118). Calismamizda 6zellikle
Ti 500 grubunda CD206 diizeyinin artmig olmasi, antiinflamatuar sitokinlerin artig1 ve
Th1 sitokinlerin inhibe edilerek enflamasyona yatkinligin 6nlenmesine neden olabilir.

M2b grubunun markirt olan CCL1 (C-C Motif Kemokin Ligandi 1) degerlerine
baktigimizda implantasyon sonrasi 1., 3., ve 5. giinlerde Ti grubunda herhangi bir
degisim gozlenmezken, Ti 500 grubunda 1. giinde % 48,39 (p<0,001***) oraninda
azalma, 3. glinde %98.,8 (p<0,001***) | 5. glinde % 35,43 (p<0,05*) ve 7. glinde %
86,41 (p<0,001***) oraninda artma oldugu gorilmiistir.

Ti ve Ti 500 gruplart karsilastirildiginda, Ti 500 grubunda 3. giinde % 75,66
(p<0,001%#) oraninda, 5. giinde % 26,23 (p<0,05%) oraninda ve 7. giinde % 58,86
(p<0,001%#) oraminda artis oldugu ve 1. giinde ise % 52,99 (p<0,001%#) oraninda
azalma oldugu saptanmaistir.

CCL1, makrofajlar i¢cin kemotaktik gorev yapan; monositleri, NK hiicrelerini,
olgunlagsmamis B hiicrelerini ve dendritik hiicreleri inflamasyon boélgesine dogru ¢eken,
inflamatuar siirecte 6nemli rol oynayan kemokinlerdir (120). CCL1 konak savunma
mekanizmasinda ve enfeksiyonlara karsi defansta CCL1 up-regiilasyonunda kilit rol
oynar (121).

Calismamizda baslangicta diisiik diizeyde tayin edilen CCL1’in zamanla yiiksek
seviyeye ciktigini saptadik. Birka¢ calismada CCL1'in asir1 ekspresyonunun akut

enflamatuar reaksiyonu degistirmedigi kronik enflamatuar cevabi degistirebilecegi
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konusunda agiklamalar bulunmaktadir. Adaptif immiinitede CCL1’in aktif rol oynadig1
da vurgulanmaktadir. Bu bulgular bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir (122).

M2c grubunun markir1 olan CD150 (Cluster of Differantiation 150 veya SLAM
(Sinyal Lenfosit Aktivasyon Molekiilii)) degerlerine baktigimizda ise, implantasyon
sonrasi 1. ve 5. gilinlerde Ti grubunda anlamli bir farklilik gbézlenmezken; 3. glinde %
30,16 (p<0,05*) ve 7. giinde % 26,78 (p<0,05*) oraninda artma oldugu goriiliirken; Ti
500 grubunda 1. giinde % 37,5 (p<0,01*%*), 3. giinde % 27,37 (p<0,05*) oraninda artma
oldugu, 5. ve 7. gilinlerde anlamlilik olmadig1 goriilmiistiir.

Ti ve Ti 500 gruplan karsilastirildiginda, Ti 500 grubunda 1. giinde % 36,78
(p<0,01%) oraninda artis varken; 7. giinde ise % 21,12 (p<0,05%) oraninda azalma
oldugu saptanmistir. 3. ve 5. giinlerde anlaml bir degisiklik goriilmemistir.

SLAM, T hiicreleri ve antijen sunucu hiicreler aras1 adhezyonda, makrofajlarin,
dendritik hiicrelerin sitokin sekresyonlarinin regiilasyonunda (98), 6zellikle T hiicre ve
ASH arasindaki kostimiilasyondan sorumlu olan sinyallerin olusumunda 6nemli rol
oynamaktadir (98). CD150’nin monoklonal anti-SLAM bloke edilmesi sonucu, T hiicre
reseptoriinden (TCR) bagimsiz CD4+ T hiicre cogalmasi ve IFN-y sekresyonunu
uyarir. SLAM’mn Thl sitokin iiretimini uyaran yeni bir aktivator reseptor oldugu da
distiniilmektedir.

CD150’nin kostimiilasyonu sonucu T hiicrelerin sitotoksik aktivitesi, T hiicre
aktivasyonundan sonra CDS8, Thl, Th2 ve regiilator T (Treg) hiicrelerinde ve sitokinle
indiiklenmis NK hiicrelerinde CD150’nin agiga ¢ikisi artmaktadir (98).

Calismamizda CD150 diizeyinin Ti 500 grubuna gore Ti gruplarinda artmis
olmasi inflamatuar sitokin yanitlarinin bu grupta daha baskin oldugunu gostermektedir.

Calismamizin sonucglart Ti ve Ti500 implantlarinin akut dénemde makrofaj
aktivasyonuna etkisini net olarak ortaya koymaktadir.

Projemizin bir sonraki asamasinda kronik donemdeki makrofaj aktivasyonu
degisikliklerini de gostererek; akut ve kronik donem arasindaki farkliliklarin
karsilagtirmali analizini yapmay1 planlamaktayiz.

Titanyumun (Ti-6Al-4V) Young modiiliiniin 110 GPa, korozyon direnci ve
biyouyumlulugunun yiiksek olmasina, pasif oksit film tabakasi icermesine (Titanyum
oksit (TiOz2)), por biiyiikliigii 100-500 nm araliginda ve porozitesinin % 60-70 olmasina,
MRI goriintiilemede artefakt olusumunun diger metallere gore oldukga diisiik olmasina

ragmen;
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Pek ¢ok yonii net olarak aydinlatilmamis olan, 500°C 1s1 uygulanarak (normal
hava veya argon gaz1 igeren oda) 3D lazer printerda tiretilen Ti 500’{in (Young modiilii
heniiz belli degil), implantasyon sonrasi Ti’ye gore, dogal immiin sistemde ilk
tetiklenen makrofaj ve sub gruplarinin (M1, M2a, M2b, M2c) aktivasyonunu regiile

ederek inflamasyona yatkinligi inhibe ettigini gosterdik.

Calismamizin sonuglarina gore Ti 500 implante edilen hastalarda gelisebilecek
immiin yanitlarin (inflamasyon, rejeksiyon vs.) kontrol edilebilir diizeyde diisiik
olmasmin, inflamatuar reaksiyonlarin Onlenmesinde ve immiinolojik terapdtik

metodlarin gelistirilmesinde yol gosterici olacagina inaniyoruz.
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