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1. OZET

KOLLAGEN TiP-1 KAPLAMALI HIDROKSIAPATID HUCRE KULTURUNDE
OSTEOBLAST HUCRELERININ MEKANIK YANITI

Kemik hiicresi biyolojik ve mekanik bircok etken altindadir. Hiicrenin mekanik etkiye
cevabr belli degildir. Hiicre kiiltiirleri invivodakine yakin ortamlar icine ekilmelidir. Ug
boyutlu, ags1 bir yapida olan ve mekanik uyarim yapilabilen kollagen uygun bir ortam

gosterir.

Hiicrenin invivo ortamina benzer hidroksiapatid kapli kollagen jel yap1 iskeleti igine
osteoblast hiicreleri ekilip gelisen hiicrelerin; hiicre morfolojisi, hiicre sayisina, yapi
iskeletindeki dagilimina ve olusabilecek diger degisikliklerin saptanmasi amaglanmistir. Ticari
satilan kollagen jel bir ¢ok kimyasal islemden sonra hidroksiapatid kaplanarak c¢esitli yeni ii¢

biyomalzeme {iretilmistir.

HA kapl ii¢ farkl1 kollagen jelden olusan biyomalzemelerin i¢ine insan kemik iliginden
elde edilmis osteoblast hiicreleri yap1 iskeletine ekildikten sonra Alkalen fosfataz (ALP)
diizeyleri hiicrenin matriks aktivitesini ve hiicre sayisini belirlemek i¢in 6l¢iim yapildi. TEM
ve SEM goriintiileri ¢ekildi. Yapi iskeleti i¢ine eklenmis hiicrelerin gézenek igindeki yerlesimi

taramali elektron mikroskopisine bakilarak degerlendirildi.

Anahtar sozciikler: Osteoblast, Kolajen, Hidroksiapatid.



2. ABSTRACT

MECHANICAL EFFECTS OF HUMAN OSTEOBLAST CELLS CULTERED ONTO
THE ABSORPTION OF COLLAGEN TYPE-1 TO THE SURFACE OF
HYDROXYAPATITE

Osteoblast cells are affected from many mechanical and biological factors; there is no
certain answer about mechanical behaviors of them. Cells should be cultured on in vivo-like
environment such as collagen gel. The collagen network in bone has three-dimensional

structure and appropriate mechanical characteristics.

Human osteoblast-like cells are migrated in culture onto the absorption of collagen type-
1 to the surface of hydroxyapatite (HA). In vitro cell responses were evaluated in terms of cell
morphology, which is determined by cell count, and also other differentiations, which are
examined using scanning electron microscopy (SEM).

Three different collagen-hydroxyapatite composite formations are produced by chemical
composition methods. After culturing bone marrow derived human osteoblast cells, alkaline
phosphatase (ALP) activity and osteoblast cell surface and/or the extracellular matrix activity
are pictured by both Transmission Electron Microscope (TEM) and scanning electron
microscopy (SEM).

Keywords: Osteoblast, Collagen, Hydroxyapatite



3. GIRIiS VE AMAC

Kemik hasarlarinin tedavisinde kullanilan otojen kemik yamalarmin (greftlerinin) elde
edilmesi zor olup, hasta rahatsizligini artiran bir islemdir. Ayrica, otojen veya allojen yama
alinacak kemik boélgelerinin sinirli olmasi nedeniyle yamalar yetersiz kalmaktadir. Bu
sorunlarin giderilmesinde otojen veya allojen erigkin kdkhiicrelerin kullanim Tstiinliikleri son
yillarda siklikla giindeme gelmektedir.

Kokhiicrelerin boliinerek benzer hiicreler meydana getirme ve yliksek farklilagsma
Ozelligi sayesinde hasarli doku tamiri mimkiin goriinmektedir. Boylece, doku kaybi ile
islevlerini yitirmis olan organlarin iyilesmesinde katkilarinin olabilecegi diistiniilmektedir.
Son zamanlarda konuyla ilgili ¢aligmalar hiz kazanmig, miyokard, bobrek, kemik dokusu ve
eklem kikirdak hasarlarinda kokhiicrelerin tedavi amacl kullanilabilecegi bildirilmistir.

Mezenkimal kokhiicreler, yeni isimlendirme ile mezenkimal stromal hiicreler (MSH)
kolay cogalma, yiiksek farklilasma ve bagisiklik baskilayici (immiinsupresif) ozellikleri
nedeniyle bu amag i¢in ¢ok uygun hiicreler olarak géziikkmekte ve kemik iliginden kolaylikla
elde edilebilmektedir.

Mezenkimal stromal hiicrelerin kemik iligi dahil tiim dokularda ¢ok az sayida bulunmasi
nedeniyle deneysel veya klinik olarak kullanimi igin canli-dist (in vitro) kiiltiir besiyerine
ekilmesi gerekir. Cogalan hiicrelerin istenilen doku yoniinde farklilagmasini saglamak i¢in de
gerekli bliylime faktorleri veya diger uyaranlarin ortama eklenmesi gerekmektedir. Etik kurul
onay1 alinarak saglikli vericilerden ¢ekilmis kemik iliginden MSH’lerin ayrilmasi ve canli-disi
cogaltilmasi teknigi, daha sonra da osteoblast farklilagsma kapasitesileri arastirilmitir (1).

Ayrica kiitiirlenmis kemik hiicrelerinin transplantasyonunun tekrar kemik {iretme
terapisine bir aday olmast umulur. Kiiltiirlenmis kemik hiicrelerinin transplantasyonu klinik
acidan oOnemlidir; bununla beraber, birka¢ sorun klinik uygulamadan Once ¢oziilmeyi
beklemektedir. Otografltlarin ¢ogu kez yeterli olmadigi durumlarda, allograft veya
biyomalzeme kullanilmasi s6zkonusudur. Herseyden once skafoldunda uygun materyaller
gereklidir. Klinik kullanim i¢in ideal skafoldlar sadece iyi biyouyumluluga ve kemigi
biitiinlestirici 6zelliklere degil fakat ayni zamanda mekanik giice ve biyolojik yolla
parcalanabilme yetenegine sahip bir gdzenekli seramik materyal olabilir. Iyi mekanik
ozellikler sahip tipik bir seramik materyal hydroxyapatite (HA)’dir. Bizim calismamiz

skafoldun ve invitro kiiltiir ydnteminin iyilestirilmesine odaklanir (2).



4, GENEL BiLGIiLER:

4.1.  Kemik

Organizmadaki diger bag dokularinda oldugu gibi kemik dokusu da hiicreler, lifler ve
temel maddeden olusmus ancak yapisindaki kalsiyumdan otiiri sertlesmis bir destek
dokusudur. Kemikler herseyden once iskelet sisteminin en 6nemli yapitagidir. Ayrica kaslarla
beraber viicut hareketini de saglarlar. Sertliginden dolayr hayati 6nemi olan organlarin
korumasini da iistlenmistir. Ornegin kafatasinda beyin, omurgayla omuriligi, gogiis kafesiyle
basta kalp olmak tizere diger organlari ¢evreleyerek korumaya almaktadir.

Bunlar disinda kan hiicrelerinin yapildigi kemik iligini icermesi ve metabolik 6nemi
olan kalsiyum deposu olarak ele alinacak olursa, kemigin destek dokusu olma disinda da
onemli rolleri oldugu ortaya ¢ikar. Kemiklerin kirilmasi durumunda kendilerini tamir
edebilme kapasiteleri ¢ok iyi geligsmistir ve bdylece bozulan bolgede yeni kemik dokusu
olusturularak bolgenin fonksiyonlar1 eskisi gibi yerine getirilir. Kemik dokusu beslenme,
metabolik, endokrin (hormonal) ve mekanik kosullara ¢ok duyarli bir dokudur. Bu nedenle
aktif doku olma 6zelligini tasir.

Kemik doku organik ve inorganik komponentlerden yapilmistir. Kemigin kompakt ve
spongiydz olmak iizere iki ayri formu vardir. Kompakt kemik siki tertiplenmis, bosluk
icermeyen bir dokudur. Spongiy6z kemik dokusunun ise gevsek, labirent veya bol bogsluklu
tarzda bir goriiniimii vardir. Bu bogluklar kemik iligi ile doludur. Viicudun femur gibi uzun
kemik iceren bir ekstremitesi ele alinacak olursa, bu kemigin iki ug tarafi veya eklemlerinin
bulundugu bdolge epifiz, bunlarin arasinda yeralan uzun bolgeye ise diyafiz adi verilir. Epifiz
bolgesi ayn1 zamanda kemigin olusumunda rol oynar (epifiz plagi). Epifiz kismu1 ince kompakt
kemikle kapli olup spongiydz kemik dokusundan yapilmistir. Diyafiz bolimi ise kompakt
kemik dokusundan yapilmistir. Diyafizin ortasinda da kemik iligi bulunur. Kafatasi gibi yassi
kemiklerin her iki tarafi kompakt, i¢i veya ortasi ise spongiy6z kemik olarak tertiplenmistir
(diploe kemikler).

Kirmiz1 kemik iliginden kan hiicreleri olusurken, diger tip kemik iligi yag hiicrelerinden
meydana gelmistir ve sar1 kemik iligi adin1 alir. Kemikler genellikle periyosteum adi verilen
ve osteojenik (kemik olusturabilme) aktivitesi olan bir bag dokusuyla ¢evrilidir. Periyosteum
eklem kikirdaginda bulunmaz. Diyafizdeki kemik iligi kavitesi ve spongiydz kemikteki
bosluklarin etrafi ince bir bag dokusuyla ¢evrilidir. Bu yap1 endosteum adin alir ve osteojenik

aktiviteye sahiptir. Kemik dokusu kikirdagin aksine bol damarlidir. Ancak martiksinin sert



olmasi1 diffiizyona elverigli degildir. Dolayisiyla dokunun beslenmesi kanalikiillerle
olmaktadir. Bu kanalikiillerin i¢inde kemik hiicreleri yerlesiktir. Hiicreler sitoplazmik

uzantilartyla birbirleri ve komsu damarlarla iliski kurarak metabolizma gerceklestirilir.

Sekil 1. Dekalsifiye edilmis kompakt (lamelli) kemik dokusunda lameller (L), havers kanali (H) ve osteositler

goriiliiyor

-
s g P

Sekil 2. Masere kemikte osteositlerin bulundugu osteoplastlar ve kanalikiiller



4.1.1. Kemik Yapis1 ve Organizasyonu
Kemikler organik ve inorganik boliimlerden olusmustur. Ayrica konunun baginda sz

edildigi gibi kemikler yapisal olarak da 2 farkli formdadirlar: kompakt ve spongiyoz kemikler.

4.1.1.1. Kemik Matriksi
41.1.1.1. Organik Béliim
Bu yapinin biiyiik boliimii kollajen liflerden (Tip 1), protein ve glikozaminoglikanlardan
olusan temel maddeden (amorf madde) yapilmistir. Gelismis bir kemik dokuda lifler paralel
ve belirli araliklarla aralarinda porlar birakacak sekilde yerlesmis olup aralarinda
hidroksiapatit kristalleri yerlesiktir (dokuya sertlik veren maddelerdir). Kemik matriksi genel
olarak asidofildir. Doku kollajenlerden zengin oldugundan bu liflere uygun boyalarla gayet iyi
boyanirlar. Histolojik incelemede dokuya eger dekalsifikasyon uygulanirsa inorganik tuzlarin
ortadan kalkmasiyla kemik demineralize olur ve yumusar, ancak mikroskobik yapisini, seklini
ve saglamligini korur (sekil:1). Bunun yanisira histolojik teknik organik elemanlarin ortadan
kaldirilmasina yonelik ise kemigin saglamligi ve esnekligi bozulur ve kolay kirilir hale gelir.
Bagka bir anlatimla kemigin organizmadaki gerekli islevlerini tam olarak yerine getirebilmesi

ancak dokudaki organik, inorganik elemanlarin ve matriksin uyumlu birlikteligine baglidir.

4.1.1.1.2. Inorganik Béliim
Inorganiklerin basinda kalsiyum, fosfat, sitrat, magnezyum gibi maddeler gelir.
Kalsiyum ve fosfat hidroksiapatit kristalleri seklindedir ve kemik kollajenlerinin yaninda
amorf madde ile birlikte i¢i¢e organize olmuslardir. Hidroksiapatit kristallerinin kemikteki
onemi, kollagenlerle beraber kemik sertligini ve dayanikliligini saglamasidir. Inorganik

maddeler kemigin kuru agirligiin yaklasik %50'sini olusturmaktadirlar.

4.1.1.2. Kompakt Kemik Dokusu ve Yapist
Kompakt bir kemigin (6rnegin femurun diyafizi) mikroskobik incelemesinde dokunun
havers kanallar1 etrafinda 3-7 pm kalinliktaki lamellerden, hiicrelerden ve sert bir matriksten
olustugu goriiliir (sekil:2). Diizglin ve bosluk icermeyen bir tertiplemede olan kompakt
kemikteki osteoplastlar (lakiina) dallidir ve kanalikiil adin1 da alir. Igine ise osteositler (kemik
hiicreleri) yerlesmistir. Kompakt kemiklerdeki bu kanalikiiller her bir lamelde bir¢ok sayida

oldugundan ait oldugu Havers sisteminin en i¢inden en dis lameline kadar temas kurarlar.



Boylece dokuda bir ag olusturarak metabolizmanin olaylanmasini saglarlar. Lamellerin sayist
4 ile 20 arasinda degismektedir. Ozellikle enine yapilmis bir kemik kesitinde bu Havers
sistemi konsetrik tertiplenmis halkalar seklinde ortaya ¢ikar. Dokunun incelenmesinde lamel

sistemi soyle siniflandirilir:

1. Havers Lamelleri
2. Periyostun altinda dis esas lameller
3. Endosteum etrafindaki i¢ esas lameller

4. Osteonlarin arasindaki ara lameller.

Bir Havers kanaliyla onun etrafindaki lamellerin tiimiine birden osteon adi verilir. Bir
Havers kanali yan dallarla kemik iligi ve periyosteumla baglanti kurar. Bu yan dallara
Volkmann Kanallar1 adi verilir. Haversteki damarlar longitudinal tertiplenmis olup yan
dallariyla da komsu damarlarla temastadirlar. Havers kanali 20-100 um ¢apindadir ve 1-2 adet
damar icerir. Damarlar genellikle kapiller, postkapiller veniil veya seyrek olarak arteriol
olabilir (sekil:3). Sert bir matrikse sahip olan kemik dokusunda difflizyon olanagi
olmadigindan kanal ve kanalikiillerle kemigin disindan i¢ine kadar iliski kurulur ve bu sekilde

metabolizma i¢in gerekli maddeler damar ve kanalikiillerle hiicrelere kadar ulasir (sekil:4).

Osteosit uzantis)

Sekil 3. Kemik dokusundaki kanalikiiller i¢cinde osteositin yerlesimi.
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Sekil 4. Kompakt ve spongiydz kemigin sematik goriiniimi.



4.1.1.2.1. Periyosteum
Bag dokusundan yapili olan bu tabaka eklem yiizeyleri hari¢ tiim kemigi distan ¢evreler.
Periyosteumun; kemige desteklik yapmasinda, beslenmesinde, gelisiminde ve tamir
olaylarinda biiylik 6nemi vardir. Yapisinda kollajen ve elastik lifler bulunur. Ayrica Sharpey
lifleri adi verilen kollajenler de matriks igine dogru ilerleyerek periyosteumu kemige
baglamaktadir. Bunlar dis esas lameller ile ara lamellere kadar uzanabilirler. Perikondriyum

bol damar igerir ve 2 tabakasi bulunur:

e D1s tabaka: daha ¢ok siki bag dokusu yapisindadir.

eic tabaka: gevsek bag dokusunda olup hiicreden zengindir.

Tabakalarin her birinin ayr1 fonksiyonlar1 vardir. Dis kat, kollajen ve elastiklerden
yapilidir, metabolizmada rol alan damarlar1 (ayn1 zamanda lenfatikleri) icerir. I¢ tabakanin
hiicreleri ise 6zellikle kemik yaralanmasinda osteoblast haline doniiserek yeni kemik dokuyu
yapar ve o bolgeyi onarirlar. Onarim sirasinda osteoblastlarin epiteloid hiicreler seklinde
tabakalasma yaptig1 gézlenir. Bu nedenle bu tabakaya osteojenik kat da denmektedir. Kemik

onarimina katilan bu hiicreler normal kosullarda aktif degillerdir.

4.1.1.2.2. Endosteum
Bu tabaka kemik iligi kavitesini ve kompakt kemigin kanal sistemlerini ¢evreleyen ince
bir retikiiler bag dokusudur ve periyosteumdan incedir. Bu tabakanin hem kemik doku hem de
hemopoetik (kan hiicresi yapimi) hiicreleri yapabilme 6zelligi vardir. Goriildigii gibi kemigin
belirli bosluklarin1 ve yiizeyini kaplayan bu iki bag dokusu tabakasi ¢ok onemli rolleri
istlenmis oldugundan herhangi birisinin bozulmas1 veya zedelenmesi durumunda kemik igin

hayati 6nemi olan fonksiyonlar da olumsuz etkilenmektedir.

4.1.1.3. Spongiyoz Kemik Dokusu (Trabekiillii Kemik)
Kemigin bu formu da kompakt kemige benzemekle beraber trabekiiller lamelden
yoksundur. Dolayisiyla histolojik preparasyonlarda enine kesitte sirkiiler lamel tertiplenmesi
goriilmez. Buna karsilik bol bosluklu veya trabekiiller olusan adeta petek gibi bir dokusu

vardir. Bu bosluklar kemik iligi ile doludur. Ozellikle uzun kemiklerin epifizindeki spongiydz



doku basincin veya kuvvetin geldigi yonde diizenlenmistir. Boylece yap1 ¢ok daha saglam bir

hale gelmektedir.

4.1.2. Kemik Dokunun Hiicreleri
Kemik dokusunda 4 tip hiicre ayirt edilir:
e Osteoprogenitor hiicre
e Osteoblast
¢ Osteosit

e Osteoklast

4.1.2.1. Osteoprogenitor Hiicreler
Kemigin ana hiicreleri olup mezangimden kaynaklanirlar. Genellikle soluk boyanan
nukleuslu, asidofilik sitoplazmali hiicreler olup endosteumda, periyosteumun i¢ katinda ve
Havers kanallar1 gibi bolgelerde bulunurlar. Osteoprogenitor hiicreleri mitozla olgun kemik
hiicrelerine farklilagmaktadirlar. Bu hiicreler kemik biiylimesinde, zedelenmesi veya kirik

tamirinde aktif hale gelerek boliiniirler ve osteoblast hiicrelerine doniisiirler.

4.1.2.2. Osteoblastlar

Kemik dokusunda matriksin yapiminda sorumlu olan bu hiicreler, kiibik ya da algak
prizmatik boylu hiicrelerden yapilmistir. Iri nukleuslar1 olup sitoplazmalar1 koyu bazofiliktir.
Elektron mikroskobunda Golgi ve endoplazmik retikulumlar: iyi gelismis olarak goriiliir.
Lipid damlaciklar1 ve lizozom benzeri yapilar da sitoplazmada yer alir. Hiicreler birbirleriyle
kisa ¢ikintilarla iliskidedir (sekil:5). Kuvvetli alkalen fosfataz ve PAS pozitif reaksiyon
verirler. Alkalen fosfataz hem matriks hem de kalsifiskasyonda rol alan 6nemli bir enzimdir.
Enzim fosfatin hidroliziyle lokal inorganik fosfat konsantrasyonunu arttirmakta ve bunun
kalsiyum 1iyonlartyla birlesmesi sonucu kalsiyum tuzlart halinde dokuya c¢okmesi
saglanmaktadir. Organizmada kemik yapim hizinin 6l¢iilmesi istendiginde de kandaki alkalen

fosfataz enzimi seviyesine bakilmaktadir.

4.1.2.3. Osteositler
Kemigin esas hiicreleri olup, olgun kemik hiicresi adin1 da alir. Bu hiicreler lakiinalar1

icinde yerlesmislerdir. Gelisimlerini tamamlamis olduklarindan sentez yapamazlar. Bu
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nedenle graniillii ER ve Golgilerinde azalma goriiliir. Sitoplazma bazofilisi de daha azdir. En
tipik ozelliklerinden biri de uzantilaridir. Konunun basinda degindigimiz gibi bu sitoplazmik
uzantilar kanalikiiller i¢inde seyreder. Bu sekilde her hiicre lakiinasi i¢ine gomiilii kalmayip
birbirleriyle temas kurmaktadirlar. Bu noktalarda neksuz ve aralikli baglanti kompleksleri
oldugu elektron mikroskopunda gosterilmistir (sekil:6). Osteositlerin kalsiyumun kemiklerden
kana verilmesinde ve hameostatik mekanizmayi diizenleme (kalsiyum konsantrasyonunu
diizenleyerek) gibi 6nemli metabolik rolleri de vardir. Hiicrelerin 6lmesi halinde ise matrikste

rezorbsiyon olay1 goriliir.

4.1.2.4. Osteoklastlar

Kemikte yikimi veya kemik rezorbsiyonunu gergeklestiren hiicrelerdir. 20-100 um
capinda ¢ok biiyiik hiicrelerdir ve 2 den 50 kadar degisen sayilarda nukleuslar1 bulunur
(tablo:1). Fonksiyonlarindan dolay1r makrofaj tiirii hiicre olarak da kabul edilirler. Ayrica
mononiiklear fagositer sisteme dahil hiicrelerdir ancak aktif fagositoz yapmazlar.
Osteoklastlar icerdikleri kollagenaz ve diger proteolitik enzimlerle kemigi rezorbe
etmektedirler. Eritici enzimlerle eritilen kemik dokusu uzantilarla hiicre i¢ine alinmaktadir.
Osteoklastlarin sitoplazmalar1 genellikle asidofil ve vakuollidiir. Hiicrelerin ¢ok sayida
lizozomlari, mitokondriyonlar1 ve iyi gelismis bir Golgi kompleksleri vardir. Bu hiicreler
kemikte Howship lakiinasi adi verilen bosluklarda yerlesmislerdir. Osteoklastlarda kemige
bitisik ylizlerinde hiicre yiizeyinin genisletilmesinde rol oynayan fir¢a kenarl hiicre uzantilar
gdzlenir. Osteoklastlar hormonlara karsi1 da ¢ok duyarlidirlar. Ornegin paratiroid hormonu
hiicrede RNA sentezini arttirmada etkili olurken, kalsitonun hormonu bunun tersi etki
yapmaktadir. Kemik yikimi, kemigin modellesmesinde onemli rol oynar. Bu olay osteoklast

ve osteoblastlarin uyumlu ¢alismasi neticesinde gerceklesmektedir (3).

11



Lymphocytes Mesenchymal cell

Osteoclast Monocyte

—— : =

Bone lining cells
Osteoblasts

Osteocytes

Sekil 5. Hiicre yerlesimi.

o |Resorption > |—>

Reversal

[D | Mineralisation >

Endosteal sinus ) | Quiescence >
Mesenchymal stem _;e& g__:g

Monocyte Old bone
& 4

Cement line

Hemopoietic g )
stem cells Pre-osteoclast New bone

Bone lining cells

Pre-osteoblasf l = Osteoid

£ e ;

A ®

it o ;- —

Osteocytes s B T o g T !t
o Macrophages Osteoblasts “

Osteocytes

Sekil 6. Hiicre yapilanmas.

12



Tablo 1: Kemik Dokusu Tablosu.

Hiicre Tipi Ozelligi Liflerin Ozelligi Matriks Ozelligi
Osteoprogenitor Yasst sekilli, soluk | Tip 1 kollagendir. | Sert ve yogun bir
hiicre boyanmis nukleuslu | Lifler belirli | matriks vardir.
hiicrelerdir, mitoz | araliklarla diizgiin bir | Yapiya kalsiyum
yaparlar. tertipleme gosterirler. | ¢cokmiistiir. Kanal
Bu araliklara | sistemi  ¢ok iyl
hidroksiapatit gelismis olup,burada
kristalleri ¢okmiistiir. | damarlar yerlesiktir
(Havers, Volkmann).
Hiicrelerin
metabolizmast
kanalikiil sistemiyle
gerceklesir.  Kemik
dokunun, Kompakt
(sik1 tertiplenmis) ve
Spongiyoz
(trabekiillii veya
bosluklu) olmak
lizere 2 formu
bulunur.
Osteoblast Kiibik veya
piramidal
sekilli, uzantili
hiicrelerdir.

Kemik yapiminda
rol oynarlar.
Sitoplazma
bazofilik

koyu

ve graniilliidiir.
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Osteosit Oval sekilli, lipid,
glikojen

ve pigment i¢eren
hiicrelerdir. Mitoz
yapmazlar. Uzantili

hiicrelerdir.

Osteoklast Kemik yikimini
(rezorbsiyon)
saglayan

hiicrelerdir. Cok
sayida

nukleus igerirler,
sitoplazmada bol
lizozom bulunur.
Yikim

i¢in kullanilan
Kollagenaz

ve proteolitik
enzimleri

salgilarlar.

4.1.3. Kemik Iligi K6k Hiicrelerinin Farkhlasmas:

Kemik iligi, osteoblastlara, chondrocyte’lere, myoblastlara, adipocyte’lere vesaire
donilisme yetenegine sahip multipotent kok hiicreler olarak bilinen MSC ler igerir. Hiicre bazl
stratejilerde, pargalanmamis taze kemik iligi, kiiltiirde cogaltilmis saf MCSler, farklilagmig
osteoblastlar veya chondrocyte’ler veya kemik morfojenik proteini (BMP) salgilayan genetik
acidan degismis hiicreler asilanilar.

Bu tip kemik dokusu miihendisligi heyecan verici olmakla ve MSC lerin klinik
uygulamasinda faydali olmakla kalmaz fakat ayn1 zamanda bizim kok hiicreleri anlayigimizi
arttirir. Hiicrenin tutunmasini, farklilasmasini ve proliferasyonunu destekleyen osteblast ve
skafold matrislerine doniisen hiicre kaynaklarin1 kullanarak dogal kemik tamir islemini taklit

etmektir (2).
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Hiicreleri ayirmak i¢in 1-3 ml kemik iligi numunesi kullanildi. Bunun i¢in en uygun
miktarin 1-2 ml oldugu, fazla olmasi durumunda ig¢inde bulunan kan hiicreleri oraninin
artacagi, bunun da kiiltiirdeki progenitor hiicrelerin miktarini azaltacag bildirilmistir.

Kokhiicrelerin ~ 6zelliklerinin  tanimlanmasindaki  hizli  gelismeler, insan doku
hiicrelerinin kokhiicrelerinden farklilastirilarak elde edilebilecegi yoniinde iimit vermektedir.
Mezenkimal stromal hiicrelerin bag doku hiicrelerine farklilasma potansiyeli bulundugunun
gosterilmesi, bu hiicreleri iskelet sistemi bozukluklar1 tedavisinde kullanilabilecek onemli
hiicreler haline getirmistir. Kemik iligindeki stromal hiicrelerin kikirdak dahil olmak {izere
birgok bag dokusu hiicresi olusturma 6zelligi oldugu saptanmaistir.

Deksametazon kullanilarak yapilan kiiltiirlerde 16. glinde kondrosit nodiilleri, 21. giinde
mineralize kemik nodiilleri saptanmistir. Mezenkimal stromal hiicrelerin kaynagi olarak en sik
kemik iligi ve lipoaspirasyon materyalleri kullanilmaktadir.

Vericilerden toplanan kemik iligindeki mononiikleer hiicreler arasindan yapisici
karakterleri nedeniyle ayrilabilen MSH’lerin canli-dis1 kiiltiirlerde cogaltilmasiyla yeterli
sayida hiicre elde edilmistir. Stromal hiicreler, kemik iligindeki mononiikleer hiicrelerin %2-
3’linl olusturmaktadir. Donlisme potansiyeli olan MSH’lerin tarif edilmesi icin tasimasi
gereken minimal Ozelliklerden biri yapigsma o&zelligidir. Hiicrelerin az olmasi Onemli
potansiyel tasiyan bu hiicrelerin klinik amacl kullanimai i¢in engel olusturmaktadir.

Uluslararas1 kabul edilmis standartlarda, hastalara verilebilecek hiicreleri ¢ogaltma
sartlarin1 olusturmak i¢in ciddi ekonomik ve teknik altyapir gerekmektedir. Uzun siire
kiiltiirlerde g¢ogaltilan hiicrelerde bulasma, telomer kisalmasi, hiicre genetik bozuklugu ve
kanser yapma gibi 6zelliklerin gelisme olasilig1 da baska bir sorun olusturmaktadir.

Son yillarda MSH tedavilerinde bu sorunlarla karsilasilmamistir. Hastalarin uzun siireli
takip sonuglarinin izlenmesi gerekmektedir. Yine de ¢ok tekrarlanan ekimler yerine erken
ekimlerin kullanimi Onerilmektedir. Yakin zamanda bildirilen bazi1 hayvan deneylerinde
malignite potansiyeline de deginilmektedir.

Insan kemik iligi, hematopoietik ve endotel hiicreler yaninda kemik dokusu olusturma
potansiyeli bulunan osteoprogenitdr hiicrelerin onciileri olan MSH’nin de bulundugu farkli
hiicreler toplulugundan olugmaktadir.

Mezenkimal stromal hiicreler, kemik proteini depolayan ve TGF-’ya yanit veren, fakat
hematopoietik bliylime etmenlerine yanit vermeyen ayri bir hiicre grubu igermektedir.

Mezenkimal stromal hiicrelerden osteojenik progenitor 6zelligi olanlarin iki tiir oldugu;

15



bunlardan az farklilasmis ama ¢ok sayida hiicre ile koloni meydana getiren hiicrelerin
Bfibroblastik biiylime faktorii (B-FGF) ve transforme edici biiyiime faktori-8 (TGF-B) ve D3
vitaminine yanit vererek arttigi, sayica daha az ama ¢ok farkli kiime olusturan hiicrelerde B-
FGF yanitinin ortadan kalktig1 gosterilmistir.

Kemik iligi hiicrelerini iki gruba ayirmak miimkiindiir. Birinci hiicre grubu olan
MSH’lerin tanimlanmasi i¢in yiizeylerinde STRO-1, CD105, CD73 ve CD90 antijenlerinin
varligi gereklidir. Ikinci grup olan hematolojik hiicre grubunu tanimlayan &nemli yiizey
antijeni CD34’tiir. Hematolojik hiicre grubu i¢in CD45, CD34, CDI14 yiizey antijenleri
karakteristiktir.

Canli-dis1 kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan ve osteoblast farklilasma ortami ile uyarilan,
kalsiyum depozitlerini olusturan hiicreler Alizarin kirmizis1 ile boyanarak gosterilir.
Osteoblastik karakterli hiicreleri tanimlamak i¢in, bu hiicreler tarafindan ortaya konan alkalen
fosfataz aktivitesi, tip-1 kolajen olusturma, D3 vitamini ile uyarilabilen kemik gla proiteni,
osteokalsinin tayini gibi yontemler vardir. Bu sekilde osteoblastik hiicre soylarinin varligi

saptanmaktadir (1).

4.1.3.1. Alkalin Fosfataz (ALP)

Kemikte osteoblastlarin hazirladigi gézenekler arasinda yer alan osteoid yapinin igine
Ca tuzlan ¢okerek bu organik matriksi sertlestirirler, bdylece mekanik zorlanmalar karsisinda
kalan kemigin dayanma giiclinii arttirirlar. Matriksteki ara madda igine Ca tuzlar1 ¢c6kmeden
Once osteoblastlar sitoplazmalar1 i¢inde bol miktarda alkalin fosfataz enzimi hazirlarlar ve bu
enzimi sitoplazmalar1 disina salarlar. Osteoblast hiicrelerinden salinan kabarciklar sonrasinda
in vitroda matriks mineralizasyonunu mimkiin kilan ALP ig¢ermektedirler.(4) Boylece
ekstraselliiller olarak fosfataz enzimi de ara madde icinde birikmis olur. Bu sekilde
osteoblastlarin salgiladig1 alkalin fosfataz enziminin kemik mineralizasyonunda 6nemli bir
islevi, bir aracilik rolii bulunmaktadir.

Kemik olusurken ya da ossifikasyon siireci ilerlerken alkalin fosfatazlarin agiga ¢ikmasi
oldukca 6nem kazanan bir durumu yansitmaktadir. Fosfatazlar yalnizca Ca tuzlarimin organik
matriks icerisine yerlestirilmesinde etkin bir rol oynamakla kalmazlar, ayrica kollagen

fibrillerin olusmasinda da bir islevlerinin oldugu agiklanmistir.(5)
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Tim ALP aktivitesi osteoblast islevinin giivenilir bir delili olarak tanimlanir (6). Ayrica
ALP kemik olusan tiimorlerde osteoblastik aktivite i¢in bir isaretleyici olarak kullanilir

(sekil:7).

' O VAR g
Sekil 7. Alkaline Phosphatase.
4.1.4. Doku ve Yapi Iskeletleri

Doku miihendisligi, biyomedikal miihendisliginde dogmakta olan ve hasarli veya
hastalikli dokuyu degistirmeyi amaglayan ve otologus kemik naklinin sinirli yanlarinin
istesinden gelmeye c¢alisan bilim dallart arast bir alandir. Biyomateryaller, hiicrenin
davranigint ve fonksiyonunu yonlendiren arzu edilebilir biypofiziksel ve biyokimyasal
ortamlar olarak doku mihendisligi yaklagimlarinda 6nemli bir rol oynarlar. Dogal
kaynaklardan temin edilen materyaller, reseptdre baglanan ligantlar1 sunmalar1 ve hiicrenin
tetikledigi proteolytic degradasyona ve tekrar sekillendirmeye duyarli olmalar1 dahil

yapilarinda biyolojik tanima 6zellikleri bulundugundan avantajhidirlar.

Hydroxyapatite (HA), (Caio(PO4)s(OH);) miikkemmel biyo-uyumlulugu ve biyo-
aktivitesi yiiziinden insan implantasyonu i¢in en umut verici materyallerden biri haline
gelmistir. HA’ nin crystallographic ve kimyasal 6zellikleri kemiklerin ve dislerinkini yakindan
andirir ve HA dokulara dogrudan baglanabilir ve dokunun biiylimesini arttirabilir, bu da onun

ortopedik ve dental uygulamalarda yaygin olarak kullanilmasini saglar.

Bir skafolda asilanan hiicrelerin fonksiyonu hiicreler tarafindan materyalle etkilesime

girmede kullanilan spesifik hiicre ylizeyi reseptorlerine (yani, integrins) ve ¢oziilebilir biiyliime
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faktorlerinin varligina bir hayli baghdir. Kemikte hiicre disi matrisin énemli bir boliimii
kollagenler tarafindan olusturulur. Kollagenler dokularin yapisal biitiinligiinii muhafaza
etmekten sorumlu her yerde bulunabilen proteinlerdir. Kollagenler bir¢ok doku miihendisligi
uygulamalarinda basariyla kullanilirlar. Kemik dokusu miihendisligi konusunda kemik grafti
takviyelerinin hiicre baglanma sekanslar1 igeren (yani, RGD, hiicreye baglanan peptit p-15)
sentetik peptitlerle yenilenmesinin yakin zaman Once osteoblastin hiicre fonksiyonunu

arttirdig1 gosterilmistir (7).

Bu nedenle Kemik dokusu miihendisligi 3 boyutlu skafold, otologus hiicreler ve
osteoindiiktif biiylime faktorleri arasinda basarili karsilikli etkilesim ister. Uygun bir
skafoldun toksik olmamasi, gayet biyouyumlu olmasi ve higbir kosul altinda immunolojik
tespit edilebilir primer veya sekonder yabanci madde reaksiyonuna yol agma potansiyeline
sahip olmamas1 gerekir. Skafold bir ilave fonksiyon sunmak zorundadir, ozellikle
maxillofacial bolgenin arttirilmasinda. Onun, host dokunun mekanik o6zelliklerine uyan
yeterince gegici mekanik destek sunmasi gerekir. Dogal yolla elde edilmis HA zamanla kemik
iletisine (kemigin yetistigi bir skafold hizmeti goriir) ve kemigin entegrasyonuna (fibroz
dokuya miidahale etmeden altta yatan kemik ile bir direkt kimyasal bag olusturur) izin veren
bir biyoaktif alloplast materyaldir. Biomimetic skafordlarin kemik dokusuyla biitiinlesmesi
¢ogu zaman ilk hiicre ve substrat etkilesimleri yoluyla saptanan materyal-doku ara yiiziinde
gerceklesir. Osteoblastlarin kollagen tip I ile etkilesiminin alkalin fosfat aktivitesini,
osteoblast baglantili gen ekspresyonunu ve minerallesmenin uyarilmasini giiglendirdigi

gosterilmistir.

HA (Coll I/HA) parcaciklarinin tip I insan kolajeniyle kaplanmasi in vitro da insan
osteoblastlarmin biyoaktivitesini daha da iyilestebilir (7). Ancak biyomateryallerle temas
halinde hiicrenin, hiicrelerin harici biliylime faktorlerine verdigi yaniti etkileyen karmagsik

diizenleyici mekanizmalarin aydinlatilmasinda daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

4.1.4.1. Doku Miihendisligi
Mevcut olan doku miihendisliginin ana uygulamalar1 ortopedi, kalp ve sinir dokudur.
Tiim bu uygulamalar yiiksek derecede 6zel hiicreler ve extra-cellular matriksten olusan doku
yenilemesini kapsar.
Cenedeki biiyiik kemik kusurlar1 ¢cene ve yiiz tekrar sekillendirme ameliyatinda biiytlik

giicliik ¢ikarir. Ayni canlidan alinmis vaskularize kemik graftlar1 bu kusurlarin tedavisinde
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altin standart olarak kabul edilmektedir. Bununla beraber, verici bolgedeki ek hastalik ve agri,
verici bolgelerin sinirlt olmasi, kemik grafti 6l¢tisiiyle ilgili kisithiliklar ve ameliyatin 2 seansta

yapilmasi ilginin allograftlara ¢evrilmesine yol agmustir.

Doku iskeletlerinin ortopedik uygulamalar: eklem kikirdaginin kaldirildigr yere skafold
malzeme blogunun implante edilmesini igerir. Kikirdak hiicreleri doku iskeleti iginde
olgunluga eristigi zaman kikirdak kayan yiizeylerde restore edilir. Doku skafoldlarinin baska
ortopedik uygulamalar1 implant kusurlarindan gelen doku enflemasyonu gibi hatalar nedeniyle
kaybedilmis kemigin restorasyonudur. Bu uygulamada cam ve apatit karisimi olan biyoaktif
camdan olusturulmus bir skafold gozenekli bir yapida olusturulur. Osteo-progenitor gibi
kemik olusum hiicreleri daha sonra gozeneklerin i¢ine gomiiliir (8). Calismalarin biiyiik bir
kismi, biyolojik olarak parcalanabilen kemik doku yapi iskeleti ve hidrojeller kullanan
(Jellerin yapay mineralizasyonunun gémiilii osteoblastlarin durumuna etki etme mekanizmasi
bilinmezligini korumaktadir (9), kikirdak doku miihendisligi tlizerine yogunlasmistir (10).
Bunlar, kollagen, glikozaminoglikan, hiyalurunik asit, agros, jelatin ve alginat asitlere
dayanan, ¢ok cesitli tabii jeller ve hidrojellerdir (11). Polilaktik, poliglikolit ve bunlarin
kopolimerleri gibi polihidroksiasitler de gesitli geometrilerde ti¢ boyutlu yapi iskeletleri olarak
kullanilmaktadir (12).

Doku miihendisligi bu sorunlarin iistesinden gelinmesinde iimit vaat eden bir aractir.
Onda, baglanma 06zellikleri olan sentetik veya dogal biyomateryal yapr iskeleleri <skafoldlar>
kullanilir ve materyalin morfolojisi siingerimsi kemiginkine benzer. Bu materyaller kemik
hiicrelerinin go¢iinli, cogalmasina ve farklilagmasini arttirir. Skafold olarak kullanilan
gozenekli materyal, hiicrenin ¢ogalmasini ve farklilagsmasin1 destekleyen damarlanmaya izin
vermelidir. Kemik dokusu miihendisligi stratejilerinde kullanilan bir grup gbzenekli
biyomateryal kalsiyum fosfat seramikleridir; ozellikle gerekli olan kimyasal ve fiziksel

ozelliklerin bir kismina sahip olan hydroxyapatite (HA) dir (13).

Kemik dokusu miihendisligi stratejilerinde kullanilan biyomateryallerin arzu edilen
bircok 06zelligi gayet iyi dokiimante edilmektedir; bunlar sunlardan olugmaktadir; kemik
mineraline benzer bir bilesim (Mineralizasyon kemik olusumunda vazgecilmez bir islemdir,
kollagenli matrisin olgunlagmasini takiben son safhada meydana gelir (9), kemik iletkenligi ve

hiicrenin fonksiyonunu ve farklilasmasini arttirma kabiliyetidir (6).
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4.1.4.2. Skafold Malzemeleri

Iskelet malzemesinin sahip olmasi gerektigi onemli oOzelliklerden birisi iskelet
malzemesinden gelen bozunan iirlinlerin toksik olmamasidir. Giiniimiizde farkli tipteki
malzemeler 6zel uygulamaya bagli olarak iskelet yapinin imalati i¢in kullaniliyor.

Doku iskeleti olarak kullanilan polimerler belli bash iki grup altinda siniflandirilabilir ki
bunlar dogal ve sentetik polimerlerdir. Polilaktik asit ya da policoloik asit ve onlarin tiirevleri,
polikaprolakton v.b. malzemeler sentetik biyobozunur polimerlerin kategorisine girerken,
kollagen ve aljinat dogal polimerler kapsamindadir (16).

Ancak asit ve baz gruplu polimerlerin bozunumu yerel pH degerlerini degistiren asit ve
baz gruplarin salinimini yapar. Yerel pH degerlerindeki degisim iyilesen dokunun gelecegini
etkiler. Buyiizden iskelet tekniginin amacini bozar. Bu kisitlamanin c¢aresi herhangi ters
reaksiyona neden olmayan bozunabilir, viicutta emilmeye egilimli biyo¢dziiniir malzemelerin
kullanimidar.

Tiim biyobozunur polimerler hasarli doku ya da organ yenilenirken baslangictaki hiicre
ekimi ve bozunma zamani esnasinda minimum mukavemete sahip olmasi igin tasarlanir.
Hemen hemen tiim biyobozunur polimerler ana 6gesi su olan viicut akiskanlarinin varliginda
hidroliz bozunmasina maruz kalir (17).

Ayrica destek yapinin islevine hizmet eden bir skafold doku yetismesi/hiicre gogalmast
ve farklilagmasi icin arzu edilen ¢evrenin belirli miktarina sahip olmasi da beklenir. Bu islev
skafoldun yiizeyi biyoaktif yapilarak kazandirilir. Biyoaktivite gostergesinin bir Ornegi
ortopedik protezlerde hidroksiapatiti kaplamasinin kullanimidir.

Biyoaktif yiizeyler insan hiicreleriyle bag yapip karisip birlesmesi icin tasarlanmig
yiizeylerdir. Biyoaktif yiizeylerin en yaygin uygulamasi ortopedi ve dis uygulamalarinda
kullanilan hidroksiapatit kaplamadir. Biyoaktivite 6zel hiicre tipleri i¢in ¢ok az malzeme

tarafindan paylasilmis bir niteliktir (14).

4.1.4.2.1. Doku Skafoldlar
Skafoldlarin iki temel uygulamasi vardir
(@) Insan hiicrelerini ilistirmek ve yetistirmek igin skafold kullanarak dokularm

restorasyonu.
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(b) Kademeli olarak pargalara ayrilan, bozulan skafoldlardan gelen farmasotik
bilesimlerin yavas salinimina dayanan tedavi olan timor gibiler i¢in kontrollii ve yerel ilag

salinimai.

4.1.4.2.2. Skafold Icinde Hiicre Yetistirilmesi

Hiicrelerin hem fiberlere hemde skafoldun gézeneklerine hizli ve etkili yapigmasi kritik
temel oOzelligidir (15). Miikkemmel biyo-uyumluluklari ve biyo-aktiviteleri yiliziinden HA
seramikleri kemik graftinda ve dental cihazlarda kemik takviyesi olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir ve onlarin osteoindiiktivitesi kesfedildiginden bu yana gegen on yil iginde
biyomateryal alaninda birgok arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir.

HA seramikleri mezenkimal hiicreleri osteoblastlara yonelik farklilasmaya sevk
edebilme yetenegine sahiptir, bu da onlar1 kemik dokusu miihendisliginde potansiyel bir
skafold materyali yapar. HA kliniklerde bir kemik takviyesi ve dental cihaz olarak en yaygin
kullanilan biyomateryallerden biri oldugundan hiicrenin (6zellikle osteoblastlarin ve
osteoclastlarin) HA larin yiizeylerindeki davranisini anlamak HA seramiklerinin klinik

uygulamasinda hayati 6nem tasir (2).

4.2. Amag

Mezenkimal destekdoku hiicrelerin, kemik iligi aktarimi, kalitsal hastaliklar ve organ
hasarinda; ortopedide kullanilmas: diisiiniilen biyomalzemelerin biyolojik etkilerinin canli-dig1
incelemesinde; kemik dokusundaki hasarli bolgelerin tamirinde kullanilmast miimkiin
goriinmektedir.

Osteoblast ve kondroblastlar, ortopedide yeni iiretilen biyomalzemelerin biyolojik
etkilerinin incelenmesinde kullanilmaktadir. Doku hasarlarinin giderilmesi igin hiicrelerin
eriyebilen polimer kaliplar {lizerinde hasarli bdlgeye nakledilerek, yenileyici olarak
kullanilmast hedeftir.

Mezenkimal kokhiicreleri, 6zellikle bag doku kokenli hiicrelere kolayca farklilagsma
ozelliginden dolayr kemik, kikirdak defektleri onarimi i¢in uygun goziikmektedir. Canli-dis1
deneylerden elde edilen bu bulgular, MSH’nin canli-i¢i ortamda da farklilasabilecegini
diisiindiirmektedir. Farklilagsma icin gerekli uyarimin organizmanin hasarli bolgesinin yakin

cevresinden salinan ¢oziiniir faktorlerden saglanabilecegi bildirilmektedir (1).
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Yapilan caligmalar, hasarli dokulardan salinan kemokin, sitokin ve diger ¢oziiniir
faktorlerin kokhiicrelerin gogli, ¢ogalmasi ve ihtiya¢c olan yonde farklilasmasinda rol
oynayabilecegini One siirmektedir. Klinikte, yiiksek riskli transplantasyonlarda ve/veya
sistemik, ilerleyici bozukluklarda kullanimina baglanmis ve laboratuvarimizda bu amagla 6n
caligmalar1 yapilmakta olan bu hiicreler, ortopedide kullanilabilecek materyallerin biyolojik
etkilerinin canli-dis1 incelemesinde, daha ilerde de kemik ve kikirdaktaki hasarli bolgelerin
tamiri amaciyla kullanilabilir.

Bu deneyin osteojenik hiicreler i¢in var olan temel bilgilere katki saglamasi
beklenmektedir. Tekrarli mekanik yiiklenmelerin 3 boyutlu yapi iskeleti icinde daha az
mekanik yiiklenmeye maruz kalan hiicrelerden daha fazla hiicre ¢ogalmasina ve matris
bilesiminin baslamasini gecikmesine neden olacaktir. Sonugta bu ¢aligma arastirmacilara in-
vivo da yeni yapi iskeleti hakkinda da bir fikir saglayacaktir. Bu bilgi yapi iskeletlerinde
oldugu kadar osteoporosis ya da kemik yaralanmalar1 gibi kemik rahatsizliklar tedavisinde
yararl olabilir. Belki de bu implant tasarimlarinda degisimlere, yap1 iskelet kullanimina 6ncii

olabilir (18).
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5. YONTEM

Bu ¢alisma Dokuz Eyliil Universitesi Biyomekanik A.D. , Gogiis ve Kalp Damar
Cerrahisi, Ortopedi ve Travmatoloji A.D. bolimleriyle isbirligi ile yapilacaktir. Arastirma
ileriye yonelik planlanmistir. Calismanin bu boliimiinde amag, Ege Universitesi Kimya
Miihendisligi’nde hazirlanmis olan skafoldlar {izerinde, biyomekanik hiicre kiiltiirii
Laboratuarinda {iretilmis olan fibroblastlarin gelisimini test etmek ve bdylece en uygun
skafoldu belirlemektir (tablo:2). Deney asamalar1 asagidaki rehbere uygun yapilacaktir:

e Kollagen Tipl Kaplamali Hidroksiapatid skafoldlari ii¢ farkli yontemle hazirlanacak.

e Bir dondrden alinan kemik iligi mononiikleer hiicrelerinden, en iyi fibroblast
gelisimi gozledigimiz flask iizerinde osteojenik farklilagma test edilecek.

e Osteoblast hiicrelerine canlilik testi yapilacak.

e Osteoblast hiicre sayimi yapilacak.

e Osteoblastlarin ALP aktivitesi dlgiilecek.

e Osteoblastlar alizarin kirmizi ile boyanacak.

e Bir dondrden alinan kemik iligi mononiikleer hiicrelerinden, farkli skafoldlarda
osteoblast gelisimine bakilacak.

e Osteoblast gelistirilmis skafoldlarda TEM ve SEM goriintiileme yapilacak.
5.1. Kollagen Tipl Kaplamah Hidroksiapatid Skafoldlarinin Kaplamasi
YBS: Yapay Beden Sivisi

Tablo 2: iyon konsantrasyonlar.

Iyon Kan plazmasi(mM) YBSx1 (mM) YBSx2.5 (mM)
Na"* 142.0 142.0 142.0
Cl- 103.0 103.0 103.0
HCOs 27.0 27.0 27.0
K* 5.0 5.0 5.0
Mg** 1.5 1.5 1.5
ca® 2.5 2.5 6.25
HPO,* 1.0 1.0 2.5
S04~ 0.5 0.5 0.5
Na-laktat 22 26.5
Laktik asit

Tris - -
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Yukarida verilen YBS c¢ozeltisi, asagida ki tabloda verilen kimyasallar kullanilarak

hazirlanmistir. YBSx2.5 da Ca ve PO4 degerleri 2.5 kat katilmistir (tablo:3).

Tablo 3: YBS ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan Kimyasal maddeler.
1. CaCI2.2H20

. MgCl,.6H,0

. KCI

. NaCl

. Na;HPO4.2H,0
. Na;SO4

. NaHCO;

. Na laktat

. Laktik asit

© 00 ~N o O B W DN

YBS nin hazirlanmasi: 1 Litrelik behere 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 nolu kimyasallar hesaplanmis
miktarda manyetik bar ile konuldu. 900 ml saf su ilave edilerek 1sitmali karistiriciya konuldu
pH=8.05 iken hizla karistirilarak, icerisine 5+2=7 ml laktik asit (1M) ilave edildi ve sicaklik
37 °C getirildi. pH=6.95 indiginde 50 ml lik behere 1 ve 2 nolu tuzlar 10 ml saf suda ¢oziiliip
hizli karigtirilan biiyiik behere konuldu. (pH=7, =37 °C ) Bu ¢6zelti balon joje icinde 1L’ye

tamamlanmustir.

5.1.1. Kollajenlerin Apatit ile Kaplanmasi;

1. Uygulama: 5X5 cm ebadindaki collogenler kesilerek 2.5X2.5 cm ebadina getirildi. 12
adetlik bir grup, 1M NaOH i¢inde 1 h oda sicakliginda bekletildikten sonra ¢ikarilip saf su ile
yikand1 ve 8 adetlik NaOH ile islem gérmemis grup ile beraber plastik tel yardimiyla, i¢inde
yukarda tanimlanan ¢6zelti bulunan kap i¢ine asildi ve tizerleri kapatildi. 37 °C de galkalamali
su banyosunda 24 h bekletildi. Bu siire sonunda ¢ozelti pH=8.50 ye ulasti.

Gozlem: NaOH ile islem goérmiis numuneler pargalandi, kii¢iildii ve kap dibine ¢okeldi.
NaOH ile islem gérmemis olanlarda kiigiilme gbzlendi ama parcalanma olmadi. Collogenler

cozeltiden ¢ikarildi. Saf su ile yikandi ve 40 °C de etiivde 24 h kurutuldu.
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2. Uygulama: 4 adet collogen 5X5cm ebatida dogrudan yukarda tanimlanan ¢dzeltinin
bulundugu kap igine konularak, g¢alkalamali su banyosuna yerlestirildi. 37 °C de 24 h
bekletildi. (islem sonunda sicaklik 41 °C ye ¢cikmisti)

1 adet collogen ise 5X5 cm oda sicakliginda ( yak. 30 °C) ig¢inde ayni ¢ozeltinin
bulundugu beher i¢ine konulup agzi kapatildi. 24 h bekletme sonunda pH=7.04 oldu.

Islem sonunda; Calkalamal1 su banyosundaki numunelerin ebatlar1 2.5X2.5 cm ye diistii.
Saf su ile yikandi ve etiivde 40 °C de kurutuldu.

Oda sicakliginda bekletilen collogen ise boyutlarinda bir degisiklik olmadi. Saf su ile
yikanip kurutuldu ve yapi iskeletleri hiicre ekimi yapilmadan once kontamine riskine karsi

etilen-oksit gaz sterilizasyon ile steril edildi.

5.2.  In Vitro Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi
5.2.1. Kullanilan Reaktif ve Malzemeler:

1. MesenCult Basal medium for human Mesenchymal Stem Cells (StemCell
Technologies Inc, 05401).

2. Osteogenic stimulatory supplements, human (StemCell Technologies Inc, 05405).

3. Foetal calf serum (FCS), (Biolagical Industries, 04-001-1B).

4. Pen-Strep Solution; 10000 U/ml penicilin, 10 mg/ml streptomycin (biological Ind. 03—
031-1C).

5. Amphotericin B Solution; 2,5 mg/ml amphotericin B (biological Ind. 03-029-1C).

6. Dexamethasone, 1 mg (StemCell Technologies Inc, 05407).

7. Ascorbic Acid, 100 mg (StemCell Technologies Inc, 07157).

8. Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich/10771).

9. Steril santrifiyj tiipleri, 50 ml (TPP, 91050).

10. Steril doku kiiltiir tiipleri, 10 ml (Greiner labortechnik, 164160).

11. 6-Well plate (Greiner labortechnik, 657160).

12. 35 mm x 10 mm Cell Culture Dish (Corning incorporated, 430165).

13. Trypan-blue, C34H24Ng014S4Nas, MW 960,8 Sigma/T 0776.
5.2.2. Hazirlanan Soliisyonlar:

1. Fosfat-tampon soliisyonu (Phosphate-buffered solution, PBS): 137 mM NaCl (8.0 g),
2.7 mM KCI (0.2 g), 10mM Fosfat (0.92 g Na;HPO,4 ve 0.24 g K;HPO,) karistirilarak pH;
7.2—7.4’e ayarlanmstir.
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2. Trypan-blue hiicre viabilite soliisyonu: % 0,4’lik trypan-blue soliisyonu hazirlandi. 3
ml trypan-blue soliisyonu ile 19 ml PBS karistirildi ve 0.22 pl steril filtreden siiziilerek
kullanima hazir duruma getirildi (ref. BJC Health System).

3. Osteojenik uyarici ilaveli MesenCult Basal Medium: Steril 50 mI’lik dibi konik tiipe
42.5 ml MesenCult Basal Medium konuldu. Sirastyla 7.5 ml Osteogenic supplement, 5 pl
Dexamethasone ve 250 ul Ascorbic acid eklenerek tam ortam hazirlandi. Tam ortama 500’er

ul amfoterisin-B ve penisilin-streptomisin soliisyonu ilave edildi.

Dokuz Eyliil Universitesi, Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim dal béliimiinde herhangi
bir sebepten dolay1 ameliyati onerilen hastalarin aksiyel iskeletinden (sternum, vertebra ya da
pelvis) 20 ml kemik iligi aspirati steril kosullarda 1 ml heparin igeren enjektore alinmistir.

Kemik iligi aspirat1 steril kosullarda (laminal flow’da) %2 FCS iceren PBS karisimi ile
diliie edildi. Diliie edilen kemik iligi aspirati, 12 ml’lik dibi konik dort ayr tiipte, her 5 ml’si
oda sicakliginda bekletildikten sonra 5 ml Ficoll-paque iizerinde dikkatlice tabakalandirildi.
Tabakalandirma isleminden sonra 1650 rpm’de yirmi dakika santrifiij edildi. Interfaz
tabakasinda yer alan hiicreler steril pastdr pipeti ile alind1 ve dibi konik polipropilen tiipe
transfer edildi. 10 ml %2 FCS igeren PBS karisimi eklenerek, oda sicakliginda 1200 rpm’de
bes dakika santrifiij edilerek siipernatanti atilarak yikama islemi yapildi. Dipte kalan
mononiiklear hiicreler 5 ml %2 FBS iceren PBS karisiminda diliie edildi. 5 ml’lik
mononiiklear hiicre silispansiyonuna 100ul RosetteSep Human Mesenchymal Stem Cell
Enrichment Coctail eklenip 50 ml’lik tiipte yirmi dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda 12 ml’lik dibi konik tiipte 5 mI’lik hiicre siispansiyonu 5 ml Ficoll-
paque iizerinde dikkatlice tabakalandirildi ve 1650 rpm’de yirmi dakika santrifiij edildi.
Interfaz tabakasinda yer alan hiicreler steril pastér pipeti ile toplandi ve dibi konik
polipropilen tiipe transfer edildi. Ficoll-paque altinda hiicreler ise bir baska tiipe transfer
edilerek ve her bir tiip iizeri yazilarak isaretlendi. Tiplere 10’ar ml %2 FCS igeren PBS
karisimi eklenerek 1200 rpm’de bes dakika santrifiij edilerek yikama islemi iki defa yapildi.
Dipte kalan mononiiklear hiicreler, 1.5 ml Osteojenik uyarici ilaveli MesenCult Basal ortamda
resiispanse edildi. Hiicre siispansiyonlarindan 0.5’er ml’lik iki 6rnek alindi. Orneklerden biri
hiicre saymmu igin (Coulter STKS, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Biyomekanik
Anabilim dali) kullanildi.
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Diger hiicre siispansiyonu tyrpan mavisi ile boyanarak hiicre viabilitesi kontrol edildi ve
viabilitenin %96 nin iizerinde oldugu saptandi. RosetteSep uygulama sonrasi interfazdaki
hiicrelerin sayisi ~12x10° hiicre/ml bulundu. RosetteSep uygulama sonras1 Ficoll-Paque
altinda kalan hiicrelerin sayis1 ise ~20x10° hiicre/ml olarak belirlendi. Kontrol grubu ve
mekanik uyarim yapilacak grup i¢in altisar adet 35 x 10 mm’lik petri kaplarma RosetteSep
ayrim1 yapilan hiicre siispansiyonundan 60’ar pl (~2x10° hiicre/ml) ilave edildi. Uzerine 4 ml
Osteojenik uyaricili MesenCult Basal ortam eklendi. %5 CO; ve nemli ortam igeren
inkiibatore kaldirildi.

Hiicrelerin ortamlarinin degistirilmesi {i¢ giinde bir araliklarla yapildi. Hiicreler her
ortam degisikliginde Inverted mikroskop (Nikon, ELWD 0,3 206039, Japonya) ile incelendi
ve onyedinci giin osteoblast kemik hiicrelerinin olustugu gdzlemlendi. Olusan osteoblast
kemik hiicrelerin ortamlar1 10 ml’lik pipetler ile 12 ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu.
Santrifiij tliplerine konulan ortamlar 1200 rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Kuyucuklarin
tizerlerine kapatacak kadar PBS eklenip yikandi. Santrifiij edilen tiiplerin ortamlari atildi. 2 ml
yeni ortam ile tiiplerin diplerindeki hiicrelere pipetaj yapildi. Daha sonra bunlar 12 ml’lik
tiiplere konuldu. Hiicre kiiltiir kaplarinin tabanlarina yapigsmis olan hiicreleri kaldirmak i¢in
hiicrelerin iizerlerini ortecek kadar Tripsin/EDTA eklendi. Bir siire hiicrelerin kalkmasi i¢in
beklenildi ve sonra lizerlerine Tripsin/EDTA’y1 notralize etmek i¢in %10 FCS bulunan ortam
ilave edildi. Kaldirilan hiicreler 12 ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu. Daha sonra santrifiij
tiiplerine konulan ortamlar 1200 rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
tiiplerdeki stlipernatant atildi. Tiiplerin dibinde bulunan hiicrelerin iizerlerine 5 ml toplam
osteojenik uyaran igerici ortam ile ardi ardina pipetleme yapildi.

Daha sonra hiicrelerin hepsi tek bir tiipte toplandi. Elde edilen hiicrelerden 0.5 ml 6rnek
alinip hiicre sayis1 hesaplandi. Hiicre sayisi ~0.6x10° hiicre/ml bulundu. Kontrol grubu ve
mekanik uyarim yapilacak grup icin altigar adet 35 x 10 mm’lik petri kaplarmin her bir
kuyucuguna hazirladigimiz 8 mm boyutunda yap1 iskeletleri yerlestirildi. Daha sonra 3 ml
ortam eklendi. Hiicre siispansiyonundan 350°ser pl (~2x 10° hiicre/ml) ilave edildi. Daha sonra

hiicreler 37 °C’de %5 CO; inkiibatoriine yerlestirildi.
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5.2.3. Farkh Skafoldlarda Fibroblast Gelisimi

1. Hastalarin opere edilen kemiklerinden (sternum, vertebra, pelvis, femur, humerus,
tibia) alinan 20 ml kemik iligi aspirati steril kosullarda 1 ml heparin iceren enjektore
alinacaktir. Alinan kemik iligi aspirat 6rnegi islem yapilana dek +4°C’ta korunacaktur.

2. Kemik iligi aspiratinin her 1 ml’si i¢in 5 pl RosetteSep Human Mesenchymal Stem
Cell Enrichment Cocktail eklenip 50 ml’ik tiipte 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edilecektir.

3. RosetteSep ile isaretlenmis kemik iligi aspiratinin birim hacmi, 2 hacim oda 1sindaki
%2 FBS igeren PBS karisimu ile diliie edilecektir.

4. RosetteSep ile isaretlenmis, %2 FBS iceren PBS karigimi ile dilue edilmis kemik iligi
aspiratinin her 5 ml’si oda 1sisinda bekletilmis 5 ml Ficoll-Paque tizerinde dikkatlice
gollendirilip, 25 dakika 300 x g’de santrifiij edilecektir.

5. Interfaz tabakasinda yer alan hiicreler alinip, dibi konik polipropilen tiipe konulacak,
10 ml %2 FBS igeren PBS karisimi eklenecek, 1,200 rpm’de oda 1sisinda 10 dakika santrifiij
edilecek, siipernatant uzaklastirilacaktir. Dipte kalan hiicreler 3 ml %2FBS igeren PBS
karisimi ile diliie edilecektir. Hiicrelerin viabilitesi trypan mavisi ile boyanarak kontrol
edilecektir.

6. 5 ml Mesenchymal Stem Cell Stimulatory Supplement +4°C’ta bir gecede ¢oziilecek,
45 ml MesenCult Basal Medium for Human Mesenchymal Stem Cells ile iyice karistirilarak
50 ml tam ortam hazirlanacaktir (gereginde daha fazla ortam hazirlanabilir). Tam ortama
amfoterisin-B 4pg/ml, penisilin-G 100U/ml eklenecektir.

7. Tam ortamdan 6 kuyucuklu kiiltiir flasklarina her kuyucuga 5 ml olacak sekilde
konacak, 6 kuyucuklu flaskin 1. kuyucuguna 1 x 10°, 2. kuyucuga 2 x 10° ve iiciincii
kuyucuga 2 x10 hiicre konacaktir. Ilk test i¢in kuyucuklara (1-2-3) A skafoldu, ikinci test igin
kuyucuklara (1-2-3) B skafoldu, iigiincti test i¢in kuyucuklara (1-2-3) C skafoldu konacaktir
(Tablo 1).

8. Kiiltiirler 37°C’ta, 5% CO2 ve >95% nem olan inkiibatorde 14 giin tutulacaktir.

9. 14 giiniin sonunda kiiltiir flasklarindaki A, B ve C skafoldlarindan kesitler alinacak,
Giemsa ile boyanacak, fibrolastlara ait hiicresel yogunluk ve fibroblast koloni gelisimi
semikantitatif olarak degerlendirilecektir.

10. Tiim testler 1 donorden alinan 6rnekler ile ¢iftli olarak yapilacaktir.
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5.2.4. Skafold Uzerinde Osteojenik Farklilasma

1. Hastalarin opere edilen kemiklerinden (sternum, vertebra, pelvis, femur, humerus,
tibia) alinan 20 ml kemik iligi aspirati steril kosullarda 1 ml heparin iceren enjektore
alinacaktir. Alinan kemik iligi aspirat 6rnegi islem yapilana dek +4° C’ta korunacaktir.

2. Kemik iligi aspiratinin her 1 ml’si i¢in 5 pl RosetteSep Human Mesenchymal Stem
Cell Enrichment Cocktail eklenip 50 ml’ik tiipte 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edilecektir.

3. RosetteSep ile isaretlenmis kemik iligi aspiratinin birim hacmi, 2 hacim oda 1sindaki
%2 FBS igeren PBS karisimu ile diliie edilecektir.

4. RosetteSep ile isaretlenmis, %2 FBS i¢eren PBS karisimi ile dilue edilmis kemik iligi
aspiratinin her 5 ml’si oda 1sisinda bekletilmis 5 ml Ficoll-Paque tizerinde dikkatlice
gollendirilip, 25 dakika 300 x g’de santrifiij edilecektir.

5. Interfaz tabakasinda yer alan hiicreler alinip, dibi konik polipropilen tiipe konulacak,
10 ml %2 FBS igeren PBS karisimi eklenecek, 1,200 rpm’de oda 1sisinda 10 dakika santrifiij
edilecek, siipernatant uzaklastirilacaktir. Dipte kalan hiicreler 3 ml %2 FBS igeren PBS
karisimi ile diliie edilecektir. Hiicrelerin viabilitesi trypan mavisi ile boyanarak kontrol
edilecektir.

6. 42.5 mL of MesenCult Basal Medium 50 mL konik tiipe konulacak ardindan 7.5 mL
Osteogenic supplement, 5 pL of Dexamethasone ve 250 uL Ascorbic acid eklenerek tam
ortam hazirlanacaktir. Tam ortama amfoterisin-B 4 pg/ml ve penisilin-G 100 U/ml
eklenecektir.

7. Tam ortamdan 6 kuyucuklu kiiltiir flasklarina her kuyucuga 5 ml olacak sekilde
konacak, 6 kuyucuklu flaskin 1. kuyucuguna 1 x 10°, 2. kuyucuga 2 x 10° ve iiciincii
kuyucuga 2 x10 hiicre konacaktir. Daha énce en iyi fibroblast gelisimi izlenen skafolddan her
kuyucuga konacaktir (Tablo 2).

8. 5. giin kiiltiir flasklarindaki tam ortam ve adhere olmayan hiicreler uzaklastirilacak,
yerine 5’er ml tam ortam konacaktir. Bu giinden itibaren bu deg8isim 3 gilinde bir yapilacaktir.
Degisimler yapilirken kiiltiir ortamlar1 faz mikroskobisi ile kontrol edilecek, multi-layering
hiicre tabakalanmasi izlendiginde ortam degisimi tam ortama 175 pL of b-Glycerophosphate
eklenerek yapilacaktir.

9. Kiiltiirler 37°C’ta, 5% CO2 ve >95% nem olan inkiibatorde 5 hafta tutulacaktir.
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10. 5. haftanin sonunda sonunda kiiltiir flasklarindaki skafoldlardan kesitler alinacak, von
Kossa ile boyanacak, osteoblastlara ait hiicresel yogunluk semikantitatif olarak
degerlendirilecektir.

11. Tim testler 1 dondrden alinan 6rnekler ile ve giftli olarak yapilacaktir (tablo:4).

Tablo 4: Farkl skafoldlarda fibroblast gelisimi; skafold ve hiicrelerin dagilima.

1. hasta A skafold A skafold A skafold
Hiicre 1 x 10° Hiicre 2 x 10° Hiicre 2 x107
1. hasta A skafold A skafold A skafold
Hiicre 1 x 10° Hiicre 2 x 10° Hiicre 2 x10’
1. hasta B skafold B skafold B skafold
Hiicre 1 x 10° Hiicre 2 x 10° Hiicre 2 x10’
1. hasta B skafold B skafold B skafold
Hiicre 1 x 10° Hiicre 2 x 10° Hiicre 2 x10’
1. hasta C skafold C skafold C skafold
Hiicre 1 x 10° Hiicre 2 x 10° Hiicre 2 x10’
1. hasta C skafold C skafold C skafold
Hiicre 1 x 10° Hiicre 2 x 10° Hiicre 2 x10’
Duplikasyondan sonra Tablo 5 asamasina gegilir.
Tablo 5: Skafold iizerinde osteojenik farklilagma.
1. hasta En iyi skafold En iyi skafold En iyi skafold
Hiicre 1 x 10° Hiicre 2 x 10° Hiicre 2 x10’
1. hasta En iyi skafold En iyi skafold En iyi skafold
Hiicre 1 x 10° Hiicre 2 x 10° Hiicre 2 x10’

Sekil 8. Osteoblast hiicrelerinin Phasecontrast mikrokopi goriintiisii.
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5.3.  Osteoblast Hiicrelerine Canlilik Testi
5.3.1. Tripan Mavisi Canhlik Testi

Tripan mavisi canlilik testinde prensip 6lii hiicrelerin membran biitlinliikleri bozulmasi
nedeniyle boyay1 hiicre i¢ine almalar1 canlilarin ise almamalaridir. Spektrofotometrik hiicre
yogunlugu belirleme yontemleri olmakla birlikte tripan mavisi ile hiicre sayimi canli hiicre
sayisinin belirlenmesini sagladigi i¢in ¢ok dnemlidir (sekil:8).

Bu nedenle mikroskopta mavi goriilen hiicreler 6lii, saydam goriilen hiicreler ise canli
olarak nitelendirilir. ilk &nce tripan mavisini % oraninda PBS ile diliie edilir. Ardindan esit
hacimde hiicre siispansiyonu ile karistirilir.

Not: Hiicre siispansiyonunun homojen olmasina dikkat edilmelidir.

5.4. Osteoblast Hiicre Sayim
5.4.1. Hiicre Sayim
Hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda tripan blue ile boyama ve hemositometre ( Neubeur ya da

Thoma lam1 ) ile hiicre sayimi altin standart olarak kabul edilir.

marnple iILtru:u:luct‘ii:un oot Ciorver glass
Conrting
i T b 01 rtrier;t iample
| Covver glass
— | IO SO
i

Sekil 9. Thoma lamu.

Calismaya baslamadan 6nce lam ve lamel iyice temizlenmelidir. Hiicre sayim lami
tizerine bir lamel kapatilir. Lam lamel aras1 kalan araliktan 9 — 10 mikrolitre kadar 6rnek
verilir (sekil:9).

Not: Hava kabarcigr kalmamasina dikkat edilmelidir. 10 X Biiyiitmede ve PH 1 de
sayim yapilir ve 151k yogunlugu diisiik tutulmalidir.
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Sekil 10. Thoma lam1 sayim gizgileri.

Hiicre siispansiyonu birbirleri ile overlap etmeyecek kadar yani bir biiyiik karede
ortalama 100 hiicre olacak kadar diliie edilmelidir. Alan 9 biiyiik kareye boliinmiistiir. Her
biiyiik karenin 1 mm? lik alam ve 0,1 mm yiiksekligi vardir (sekil:10). Yani bir biiyiik kare
alam : 1 mm?x 0,1 mm = 0,1 mm® = 0,000 cm® = 10 ml. dir. Hiicre sayist: Bir biiytik
karede sayilan hiicre x diliisyon faktorii x 10*

Canl hiicre sayisi: Bir biiylik karede sayilan canli hiicre x diliisyon faktorii x 10*

Olii hiicre sayist: Bir biiyiik karede sayilan 6lii hiicre x diliisyon faktorii x 10*

Canl1 hiicre sayis1
% Canl hiicre = -------------mmmmmmmeo oo

Toplam hiicre sayis1
5.5. Osteoblastlarin Alp Aktivitesi

Hiicreler anlatildigi gibi kaplara yerlestirildi ve osteojenik farklilasma icin islendi.

Alkalin fosfatez aktivitesi sadece kiiltiir ortaminda veya OS ortaminda kiiltiirlenmis
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hiicrelerde p-nitrophenol metodu kullanilarak degerlendirildi. Hiicreler buz gibi soguk fosfat
tamponlu tuzla (PBS) iki kez yikandi ve protein ekstrektleri 10 mM TrisHCI (pH 7.6) ve %
0.1 Triton X-100 de hazirlandi. Tiim protein ekstrektleri OS ortami endiiksiyonundan 0, 7, 14,
21 ve 28 giin sonra hazirlandi. Alkalin fosfatez enzim aktivitesi mikroplat okuyucusunda (Bio-
Rad, Hercules CA) 405 nm de olusmus p-nitrophenol iiriiniiniin emilimi Slgiildiikten sonra

hesaplanacak (18).

5.6. Osteoblastlarin Alizarin Kirmizi Boyanmasi

Hiicreler kaplara kondular ve anlatildig1 gibi osteojenik farklilagma i¢in iglendiler. (% 4)
Paraformaldrehyde’ye sabitlenmis hiicreler % 1 alizarin kirmizisi ve % 1 amonyum hidroksit
iceren bir eriyikte oda sicakliginda (RT) 30 dakika kuluckaya yatirilacak ve Hiicreler

damitilmis suyla iki kez durulandilar ve tamamen kurumaya birakilacak.

MSC asilanmis veya asgilanmamis kolajen skafold kesitleri xylene ile deparafinize
edildip, % 70 alkole daldirildi ve 30 saniye alizarin kirmizis1 eriyigiyle boyanacak. Fazla
boyadan kurtulunup ve boyali kesitler aseton (20 daldirma), aceton-xylene (20 daldirma) ile

sabitlenip, xylene ile temizlenip ve kalici ortama yerlestirilecek (18).

5.7.  Farkli Skafoldlarda Osteoblast Gelisimi

Ug farkli yontemle hazir olarak temin edilen gelfix kollajen (Gelfix® collagen,
EURORESEARCH s.r.1, Italya) hydroxyapatite ile kaplandi. Yetistirilecek olan osteoblastlar
tic farkli skafolda ekilip, osteoblastlarin skafoldlardaki gelisimine bakilp, en iyi gelisimin
oldugu sakafold tespid edilecek.

5.7.1. Hydroxyapatite (HA) ve Tip 1 Kollagen

Hiicre skafoldunda uygun materyaller gereklidir. Bu trasplantasyon igin birkag
gozenekli seramik skafold tiirii incelenmistir. Klinik kullanim i¢in ideal skafoldlar sadece iyi
biyouyumluluga ve kemigi biitiinlestirici 6zelliklere degil fakat ayn1 zamanda mekanik giice
ve biyolojik yolla parcalanabilme yetenegine sahip bir gézenekli seramik materyal olabilir.
Bazi seramikler onceki iki ozellige sahiptirler; bununla beraber hicbir gozenekli skafold
sonraki iki Ozelligi karsilamaz. Iyi mekanik ozelliklere sahip tipik bir seramik materyal

hydroxyapatite (HA) dir.
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Kiitle halindeki HA nin yiiksek mekanik giice sahip oldugu dogrudur, eski sentetik
yontemler klinik kullanim i¢in giiglii gozenekli HA materyalleri iiretmede basarili olamadilar.
Makrogozenekli kalsiyum fosfat seramiklerinin sikma giicii ¢ok zayiftir; gdzeneklenme
yiizdesine, gozenek oOlgiisiine, kimyasal bilesimine, tane dlgiisiine ve sentez prosediiriine bagl
olarak 0.5 — 10 MPa olgiileri arasindadir. Bagka bir sorun gozenekli HA nimn eksik olan
birbirine baglantisidir, bu da vaskulatiir istilasin1 giiclestirir. Yiiksek sikma giicii ve iyi
vaskulatiir skafoldlarin kemigin tekrar yenilenmesindeki 6nemli 6zellikleridir.

Gozenekli HA materyallerinin kemik dokusu miihendisliginde uygulanmasinin sikma
giiclinlin dengeli olma ve siirdiiriilme avantajina sahip oldugu dogrudur. Bununla beraber,
iskeletin tekrar yapilandirilmasinda sert emilemeyen bir HA kullanilmas: yiik tasiyan
alanlarda mekanik stres ve sikintiyla potansiyel uzun dénem engellemeyle baglantilidir.
Bundan baska, HA yeni kemikle degistirilemez. Ya HA nin kendisinde veya host kemikle olan
ara ylizde bir kirik meydana gelebilir. Bu nedenle, kemik dokusuyla degistirilebilen bir
biodegradable materyal onemlidir. Kemigin genis bir kismini yitirmis hastalar igin
kiiltiirlenmis kemik hiicreleri transplantasyonunun klinik uygulamasinda genis bir skafold
gerekir.

Osteoblastlarin in vivo da bitisikteki kan damarlarindan oksijen ve besin ikmaline
ithtiyaclar vardir; bununla beraber, gozenekli seramikler i¢indeki osteoblastlar in vitro kiiltiir
sirasinda kan damarlarindan higbir ikmal alamazlar.

Bazi yapilan calimalarda alkalin fosfatez aktivitesi, asilandiktan 1-8 hafta sonra
HA/BMO bilesik graftlarinda tespit edildi. Alkalin fosfatez aktivitesi asamali olarak artt1 ve 3
haftada tepe yapti. Implantasyondan 2 hafta sonra HE ile boyanmis dekalsifiye kesitler
HA’nin baz1 gozeneklerinde kemik olusumu sergilediler. implantasyondan 4 hafta sonra
gozeneklerdeki olgunlagsmis kemik alanlari ve kemikle yliz-yiize olan aktif osteoblastlarin
sayist artti. Bu sonuglar kemige benzer siingerimsi bir mikroyapiya sahip topaklagmis
gozenekli HA nin kemik iliginden tiiretilmis osteoblastlarin osteojenik farklilasmasinda iy1 bir
skafold oldugunun ispatlandigini ve in vivo da kemik olusturan bir biyomateryal sundugunu
ortaya koydular (2).

Gozenekli HA osteogenisis’in yiirlitiilmesinde etkin bicimde ¢alisir. 1980 lerden beri
bircok HA test edilmis ve klinik uygulamada onaylanmistir. Sentezlenmis gézenekli HA larin

yapist i¢eride kemigin biiylimesini kolaylagtirir. HA lar kemik iletkeni degildirler fakat kemik

34



iligi hiicrelerinden kemik olusumunu desteklerler, hatta extraosseous bolgelerde bile. Bununla
beraber, klinik talepleri tatmin edici bir sekilde karsilayabilen hi¢bir materyal olmamuistir.

Bundan bagka, hala uygulamada bazi sorunlar vardir; ornegin, HA nin mekanik
Ozellikleri. Makrogdzenekli kalsiyum fosfat seramiklerinin sikma giicii ¢ok zayiftir (0.5 ile 10
MPa arasinda) ve g¢ogunlukla gozenek yilizdesine, gozenek Olgiisiine, kimyasal terkibine,
tanenin boyutuna ve sentez prosediiriine baghdir. Bagka bir sorun ise gozenekli HA larin
birbiri arasindaki yetersiz irtibattir, bu da vaskulatiir istilasini zorlastirir. Kan ikmali gozenekli
HA da kemik dokusunun yetismesini garanti eder. Kemik graft materyalinin yiliksek sikma
giicii ve iyi vaskulatiir ortopedide kemik tamirinde 6nemli 6zelliklerdir (2).

Osteoblastlar tarafindan salgilanan HA, immunolojik ve toksik reaksiyonlar olmadan iyi
bir biyouyumluluga sahiptir. Bundan bagka, o, normal MSC gelisimini siirdiiren kemik mikro
ortaminda iyi bir osteoendiiksiyonuna sahiptir. Bu nedenle, osteoblastlar ve mineralize kemik
matrisi HA blogu icindeki gdzeneklerin inorganik yiizeyine dogrudan biriktirilebilir. Bu
ozellik, kemik dokusu ve graft arasindaki ara yiize fibroz dokunun miidahalesini (bu
gevsemeye sebep olur, kemik-graft takviyesinin i¢inde ve etrafindaki yapiyr tahrip eder)
onlemek i¢in kemik-grafti takviyelerinde 6nemlidir.

HA nin uygulanmasinin, kemik dokusu miihendisliginde bir skafold olarak bastirma
giiciinii dengeleme ve siirdiirme avantajina sahip oldugu dogrudur. Bununla beraber, iskeletin
tekrar yapilandirilmasinda sert emilemeyen bir HA kullanilmasi yiikk tasiyan alanlarda
mekanik stres ve sikintiyla potansiyel uzun donem engellemeyle baglantilidir. Dahasi, HA
yeni kemikle degistirilemez. Ya HA nin kendisinde veya host kemikle olan ara yiizde bir kirik
meydana gelebilir. Dolayisiyla, kotii emilimi ve kirilganligr yiiztinden HA nin klinik
uygulamasi sinirlidir (2).

Fakat milkemmel biyouyumluluklari ve biyoaktiviteleri yiiziinden HA seramikleri kemik
graftinda ve dental cihazlarda kemik takviyesi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir HA
seramikleri mezenkimal hiicreleri osteoblastlara yonelik farklilasmaya sevk edebilme
yetenegine sahiptir, bu da onlar1 kemik dokusu miihendisliginde potansiyel bir skafold
materyali yapar.

Topaklanma 1s1s1 HA seramiklerinin kristalligini ve biyoaktivitesini degistirebilir ve
dolayisiyla farkli sicakliklarda sintirlendiginde farkli biyokimyasal giice ve bagka fiziksel
Ozelliklere, osteogenecity’ye ve kemikle ilk baglanma davranigsina sahip olurlar. HA

seramiklerinin toplanma sicakliklari ayn1 zamanda in vitro monositlerdeki iyon konsantrasyon
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degisiklikleri sayesinde gosterildigi gibi hiicrelerdeki fizyolojik degisiklikleri etkiler.
Sinterlenmis ve sintirlenmemis HA larin biyolojik davranislart karsilastirildiginda protein
emiliminde tamamen farkli 6zellikler rapor edildi. Molekiiler biyoloji seviyesinde farkli
sinterleme 1silarinda farkli alkalin fosfatez ve osteocalcin protein ekspresyonu bildirildi.
Bunlar in vivo da asilandiklarinda, ayn1 zamanda farkli biyolojik yanitlar g6zlenmistir.

HA kliniklerde bir kemik takviyesi ve dental cihaz olarak en yaygin kullanilan
biyomateryallerden biri oldugundan hiicrenin (6zellikle osteoblastlarin ve osteoclastlarin) HA
larin yiizeylerindeki davranisini anlamak HA seramiklerinin klinik uygulamasinda hayati
onem tasir. Osteocyte’ler HA ylizeyine temas ettiklerinde hiicrenin davranis1 yiizeyin
topografyasi, kimyasi ve enerjisi sayesinde degisebilir. Bu hiicre dis1 faktorler osteoblast
membraninda spesifik reseptorlere baglanarak hiicrelerde bir zincirleme reaksiyon baglatirlar;
bu reaksiyon eninde sonunda kemikle ilgili gen ve protein ekspresyonunun degismesine yol
acar ve netice osteoblast proliferasyonundaki ve farklilasmasindaki degisikliklerdir. Bazen,
gen ekspresyonundaki bu degisiklikler osteoblast fonksiyonuna elverislidir. Bununla beraber
bu degisiklikler osteoblast’in farklilasmasina ve fonksiyonuna zararl olabilir ve implantin
basarisiz olmasina yol agabilir.

Alkalin fosfatez, osteocalcin, osteonectin, kemik sialoproteini ve tip | kolajen
osteoblastlar tarafindan salinan en Onemli genlerden bazilaridir; Tip | kolajen, yeterli
biyokimyasal gilice sahip kemik saglamak i¢in hidroxyapatite kristale baglanan temel kemik
matrisi proteinidir. Membrana bagl bir protein olan alkalin fosfatez erken osteogenesisin bir
isaretidir ve viicutta kalsiyum dengesi ve hydroxyapatite kristal yetigmesi icin serbest
kalsiyum ve fozfatez saglama gorevi yapar. Osteocalcin kalsiyum iyonunun baglanmasindan
sorumludur ve ileri satha kemik olusumunun bir isareti olduguna inanilir. Ayni1 zamanda
osteocalcin’ in kemikte hydroxyapatite kristal olusumunu engelleyerek kemigin
minerallesmesini azaltabilecegini gostermistir.

Bircok dokuda yaygin olarak salgilanan ¢ok fonksiyonlu bir protein olan Osteocalcin
kollagene baglanan bir proteindir ve osteoblast proliferasyonunda bir regiilator gorevi yapar.
Kemik sialoproteini HA kristalinin ¢ekirdeklenmesinden sorumludur ve bu nedenle, kemigin
minerallesmesinde ¢cok dnemlidir. Kemikle ilgili biitiin bu genler osteogenesis siirecinde adim
adim salgilanirlar ve osteonesis de oOnemli bir rol oynarlar. Bu genlerin yeterince

salgilanmadig1 baz1 patolojik vakalarda tespit edilmistir (19).
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Asilanan materyale verilen biyolojik yanitin, onun kimyasi, ylizey enerjisi ve
topografyasi sayesinde belirlendigi daha once rapor edilmistir. Buna gore HA’in kristal
parcaciklarinin boyutu 1 pum den daha biiyiiktii buna karsilik diger iki seramiginki 0.5 um den
daha kiigiik olan skafoldta; daha yiiksek sintirleme 1sisinin bu deney kosulunda kristal
parcaciginin bilyiimesini gii¢lendirebilecegini ve 1000°C den daha yiiksek sintirleme
sicakliginin HA kristal pargaciginin Olciistinii biliylik oranda arttirabilecegini ortaya koyar.
Yiiksek sintirleme 1s1s1 hiicrenin proliferasyonunu giiclendirebilir

Kemik sialoprotein’i mineralize dokuya 6zgilidiir ve yiliksek ekspresyonu novo kemik
olusumuyla eszamanlidir. O, matrisin minerallesmesinde, HA nin ¢ekirdeklenmesinde,
hiicrenin tutunmasinda ve kalsiyuma baglanmasinda, hiicre sinyali ve kolajen baglanmasinda
bir rol oynar. Tip I kolajen kemik matrisinde en bol hiicre dis1 proteindir ve toplam matris
organik komponentinin % 90 indan sorumludur. Farkli sitokinler, hormonlar, vitaminler ve
biiyiime faktorleri onun sentezini degistirebilirler. Osteocalcin 6nemli bir kemik sekillendirme
modiilatérii ve osteoblastin olgunlagsmasinin son sathasmnin bir isaretidir. Fiziksel
ozelliklerindeki farkliliklardan baska farkli 1sida sintirlenmis HA seramikleri in vitro da farkl
biyolojik yanita sebep olurlar ve klinikte kullanildiklarinda sintirleme sicakligi s6z konusu
olabilir (19).

Gingistat kollagen siinger yapisi SEM de gozlenmis; bu da ortalama 300 um lik bir
Ol¢iiye sahip birbiriyle irtibatli gézeneklerin oldugunu ortaya koyar. Hematoxylin-eosin’in
Gingistat kollagen skafold siingerine asilanmis MSC nin seri kesitlerinde boyanmasi
hiicrelerin tiim siinger boyunca homojen bicimde dagildigin1 gosterilmis caligmalar vardir.
Ayni ¢aligmada kollagen skafoldu degradasyonu, Gingistat disklerinin ¢ogunlukla linear bir
trendle yaklasik 4-5 haftada parcalandiklarmi gosterdi. Aym1 zamanda disklerin 6l¢iistindeki
azalmada yansidig1 gibi inkiibasyonun her haftasinda yaklasik % 20 lik bir kiitle kayb1 oldu
(18).

Ticari lyophilized kollagen siingeri Gingistat, periodontal hastaliklarda kemigin
kendiliginden tekrar yenilenmesinde bir skafold olarak yaygin bigimde kullanilir. Onun
yaygin ve uzun siire kullanilmasi bu tiir materyalin iyi histo-uyumlulugunu yansitir. Birbiriyle
irtibatli genis oyuklara sahip kolajen siingerinin yapisal Karakteristikleri yiiziinden MSC
kolayca emilir ve tiim skafolda dagilir. Skafolda da asilanmig MSC doniisiime tesvik edilme
kapasitesini kaybetmez. Dolayisiyla, Osteoblast ortamina tabi tutulmus ve skafoldlar {izerinde

asilanmig MSC tarafindan olusturalan kalsiyum birikintileri cok yaygindir.

37



Birlikte ele alindiginda, hiicre dagilimmi ve kalsiyum birikintilerini degerlendirmede
kullanilan metotlar Gingistat skafoldunun MSC nin ve onun kemik dokusu olusturmaya
adanmishigini desteklemeye uygun oldugunu gosterir. Diger taraftan, kollagen siingerinin
degradasyon zamanin in vitro da degerlendirilmesi, skafoldun kemik olusumu
tamamlanmadan Once tamamen c¢oziilmesinin onun in vivo deneylerinde kullanilmasini
engelleyebilecegini dne siirer. Insan MSC si kullanilan 6n sonuglar bu hiicrelerin kollagen
skafoldunda biiyiime ve kalsiyum biriktirme yetenegini dogrulamistir. MSC nin bir doku
miithendisligi yaklasiminda periodontal hastaliklarda kemigin yenilenmesinde kullanilmasini
destekler. MSC nin kemik iliginden elde edilebildigi basit yol ve kemikten tiiretilmis tim
hiicre popiilasyonunun ¢ogalma ve farklilasma kapasitesi bu MSC kaynagini 6zellikle tamir
ameliyatinda klinik uygulamaya elverisli yapar. Ozellikle in vitro MSC sayismin
cogaltilabilme olasiligi 6nemli bir ozelliktir ¢iinkii bu, insanlarda smirli bir kemik iligi
aspiratinin klinik uygulamalara yeterli sayida hiicre temin edebilecegini ortaya koyar (18).

Sentetik HA yliksek derecede bir saflikla nispeten kolayca hazirlanir ve kemiklerde ve
dislerde bulunan dogal HA’ya benzer crystallographic 6zellikler sergiler. Dislerdekiler gayet
eksik apatite’lerdir, PO ye giiclii bir CO%; takviyesi vardir ve Na*, K™ ve Mg?* gibi diisiik
seviyelerde iyonlar Ca®" yi takviye eder. Tersine, kontrollii kosullarda sintirlenmedigi siirece
baglantili CO?%3 larnn vyitirme egilimi gosteren sentetik HA mekanik giiciinii  ve
biyouyumlulugunu arttirmak icin HA kafesinde farkli bir¢ok element igerecek bi¢imde
iiretilebilir. Ornegin, son calismalar P?0° — CaO-Na,O sisteminde PO, bazli ¢oziilebilir
camlarla giiclendirilmis HA nin mekanik ozellikleri giiclendirdigini ve dolayisiyla sert bag
dokusunda iimit vaat eden biyomateryaller oldugunu gosterdiler. Dahast bu gibi camla
giiclendirilmis HA bilesik yiizeylerinin hem in vitro hem de in vivo da insan kemik
hiicrelerinin tutunmalarin1 ve cogalmalarini destekledikleri gosterilmistir. Bundan baska,
onceki % 2.5 ve % 5 ¢oziilebilir cam ilavesinin mekanik 6zellikleri arttiran materyal sathalar
olan bir son HA iirlinii meydana getirdigini gosterilmistir. Bununla beraber, bu yeni
bilesiklerin fiziksel ve mekanik ozellikleri ile biyolojik aktivitesi arasindaki iliski heniiz
bilinmemektedir (21).

Biyomateryallerin, ylizey kimyast ve topografyas: gibi fizyokimyasal Ozellikleri
hiicrenin tutunmasi, yayilmasi, proliferasyonu, farklilasmasi ve fonksiyonu {izerinde derin
etkiler yaratir. flaveten, kullanilan HA materyalleri dahil birgok materyalin cevredeki siviya

inorganik iyonlar salgiladig bilinir ve bu maddeler ayn1 zamanda hedef dokularin biyolojik
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aktivitesini belirgin sekilde etkilerler. Dolayisiyla, emilebilir cam bilesiklerin bu materyallerin
coziilebilirligini ve biyodegratabilitesini belirleyen terkibi onlarmn in vivo yararinda ve
biyouyumlulugununda hayati énem tasir. Ornegin, sadece HA ile kiyaslandiginda HA-cam
bilesiklerinden yliksek seviyelerde salinan kalsiyum sert dokularda bir apatit mineral
sathasinin olusumunda yer alir ve hiicrenin yapigsmasinin ve aktivasyonunun ayarlanmasinda
onemli bir rol oynadig: bilinir. Cam bilesiklerinin yiiksek hydrophobicity ve negatif sarj1 gibi
ylizeyle baglantili farkliliklarla birlikte bu fiziko-kimyasal parametreler sliphesiz ki host
hiicrelerin biyolojik yanitinda derin etkiler meydana getirir. Bu nedenle HA ve HA cam
bilesiklerinin in vitro biiylime ve belirli anahtar aktiviteler ilizerindeki kesin etkilerini
belirlemek tizere; hiicrelerinin yapisabildiklerini, tutulu kalabildiklerini ve yasamlarini
siirdlirebildiklerini ve daha sonra hem HA hem de HA bilesiklerinde dogrudan
cogalabildiklerini gosterilis ¢aligmalardir. Ayn1 zamanda farkli substratlar {izerinde
biiylimenin hiicrenin fonksiyonundaki belirgin degisikliklerle baglantili oldugu bilinir (21).

HA veya HA-trikalsiyum fosfat seramikleri gibi kalsiyum bazli sentetik seramikler iyi
mekanik 6zellikler ve agik gozeneklilik gibi arzu edilen bir karisim sunmazlar. Tersine, dogal
olarak tiretilmis organik bilesikler iyi mekanik 6zellikleri agik gdzeneklilikle birlestirirler, bu
da onlar1 mezenkimal kok hiicrelerinde veya kemik dokusu miihendisligi stratejilerinde
kullanilan baska hiicre tiplerinde dagitim araglar1 olarak kullanilmaya aday yapar (13).

Jelatin-%30 HA  nanokompositlerinde proteinler biitin ~ donemlerde  klasik
kompozittekinden anlamli sekilde daha yiiksek derecelerde tutundular. Bu anlamli fark aym
zamanda biitlin protein konsantrasyonlarinda gozlemlendi. Hiicrenin tutunma seviyesi nano-
kompozitte bir hayli yiliksektir, 6zellikle nispeten diisiik hiicre yogunlugunda ve ilk kiiltiir
doneminde. Yiksek hiicre yogunlugunda ve uzun dénemde iki skafold arasindaki fark azalir.
Daha sonraki proliferasyon ve farklilagsma testlerinde tutunma kosullar1 5 x 10* hiicre/ml
yogunluguna, 150 rpm galkalama hizina ve 6 saatlik kiiltiir donemine sabitlenir (22).

.Farkl1 fiziko-kimyasal 6zelliklere sahip iki veya daha fazla komponentin uygulanmasi
onlarin pratikteki kullanimlarini genigletebilir, bu da her bir komponentle karsilanabilir.
Jelatin-HA, organik-inorganik bilesiklerden biri olarak, sert doku mihendisligindeki
uygulanabilirliginin genisleme potansiyelini incelemek iizere iiretilmistir. Dogal kemigin
kolajen fiberlerinden ve mineralize HA nanokristallerinden olustugu géz oniine alindiginda
jelatin-HA sistemi kemik yapisimi taklit ederek bir kemik skafoldu olarak kullanilabilir.

Boylece, bir jelatin aginda Ca ve P prekorsirlarindan ¢okelme prosesinin bir 6rnek HA
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nanokristalleri ve gézenek konfigilirasyonu yaratmaya yeterli olduguna inanilir. SEM ve TEM
uygulamalarinda gosterildigi gibi jelatin-HA nanokompozitleri iyi gelismis bir gdzenek yapisi
sergiler (gozenek oOlglisii ~ 400-500 um ve gozeneklilik ~ % 90) ve ¢okelmis HA nanoscale
tizerinde koti kristallesir. Nanokompozitler, geleneksel kompozitlerle ve saf jelatinle
karsilastirildiginda osteblastik hiicresel yanitlari1 uyardilar.

Hiicrelerin nanokompozitlere ¢ok daha yiiksek seviyede tutunmasi sadece gozenek
tikanikligr olmayan iyi yapilandirilmig gozenek yapisina degil, ayn1 zamanda bir ornek
dagilmis nanodlgiide HA kristallerinden kaynaklanir. Nanokompozitlerdeki daha agik alanh
gbzenek yapisi hiicre gogiine daha genis bir alan ve hiicrenin tutunmasi i¢in yiizey alani
saglar. Bundan bagka, nanodlciide HA kristalleri baska bir yerde bildirildigi gibi hiicrelerin ilk
tutunuglarint ~ arttirir.  Hiicrelerin - ilk  tutunuslart  ¢ogunlukla yapisan molekiillerin
baglanmasindan ve onlarin daha sonra hiicreler ile materyalin yiizeyi arasinda aracilik
ettiklerinden nanokompozitlerdeki yiiksek seviyede hiicre tutunmasi ayni zamanda serumda
bol miktarda bulunan fibronectin ve vitronectin gibi yapisan proteinlerin katilimlariyla da
iligkilendirilebilir.

Proteinin skafoldlara tutunmasi testinde, HA nanokristalleri iceren jelatin bilesik
skafoldunun serum proteinlerine baglanma egilimi klasik kompozitten ¢cok daha fazladir; bu
da farkli derecelerde protein tutunmasinin hiicrenin ilk tutunusunu etkileyebilecegini ortaya
koyar. Osteoblastlar gibi demir atmaya dayanan hiicreler materyalin yiizeyine ilk
tutunmalarinda yapisma proteinlerinin araciligini istediklerinden nanokompozitlere daha
yiiksek derecede proteinin tutunmasi hiicrelere daha ¢cok miktarda tutunma bolgesi saglayabilir
(sekil:11). Her ne kadar 6zel protein tiplerinin rolii agiklanamasa da serum proteinlerinin
nanokompozitlere daha yiiksek derecede tutunmast hiicre tutunmasinin arttigini agiktir (22).

Nanokompozitlere hiicre tutunmasmin artmasi proliferasyon seviyesini etkiler.
Mikrodlciide klasik kompozitlerin HA parcaciklarinin sebep oldugu piiriizlii ylizeyinin
hiicrenin ¢ogalma hizin1 gerilettigine inanilir; bu bagka polimerik/metalik substratlarda ve
polimer matrise gomiilen seramik tozlu birlesik sistemlerde rapor edilmistir. Tersine,
nanokompozit ve saf jelatin diiz ve tek diize bir yiizeye sahipse ve hiicre biiylime
morfolojisinde anlatildig1 gibi daha olumlu bir hiicre ¢gogalma davranis1 sergiler. Jelatin-HA
gozenekli nanokompozitlerin bir sert doku miihendisligi skafoldu olarak potansiyel agidan

faydali oldugu diisiiniilmektedir. Insan osteoblast hiicreleri nanokompozitlere klasiklerden ¢ok
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daha yiiksek derecede tutunurlar. Hiicreler nanokompozitlerde olumlu sekilde biiyiiyiip,
cogalabilirler (sekil:12).

HA parcaciklarinin kolajen tip I ile kaplanmasi kiiltiirlenmis hiicrelerin yasayabilirligi
iizerinde olumlu etkiler yarattir. HA parcgaciklarinin kolajen tip I ile kaplanmas: kiiltiirlenmis
hiicrelerde alkalin fosfatez aktivitesi iizerinde baslangicta pozitif bir etki yarattir.

Ozetle, HA graniillerinin kolajen tip I ile kaplanmas1 hiicrenin hayatiyeti ve in vitrodaki
osteoblast hiicrelerinin biyoaktivitesi iizerinde olumlu etkiler yarattifi bir¢cok c¢alismada
kanitlanmigtir. Bizim ¢alismamiz skafoldlarin ve in vitro kiiltlir yonteminin iyilestirilmesine

odaklanir.

Sekil 12. Osteoblast hiicrelerinin minerilizasyonu.
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5.8.  Osteoblast Gelistirilmis Skafoldlarda TEM Ve SEM Gériintiileme
5.8.1. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Goriintiileme:
5.8.1.1. Kullanilan reaktif ve malzemeler
Fizyolojik serum.
Hekzametildisilazan (HMDS) soliisyonu (Sigma, 52620).
Sodyum kakodilat (Sigma, C0250).
%25’lik Glutaraldehit 450ml (TEM-SEM Firmasi, 16400)
Osmium Tetroxide 0.1gr (TEM-SEM Firmasi, 19134)
Sukroz.
Saf Etanol.
Tampon A: %5 Glutaraldehit (pH 7,2) (0,1 M sodyum kakodilat i¢inde)
Tampon B: %7 Sukroz (7g/100ml) (0,1 M sodyum kakodilat i¢cinde)
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10. Tampon C: %2 Ozmiyum tetroksit (0,1 M sodyum kakodilat i¢inde).

Uygulamalar 1 'den 4'e kadar +4°C'de (buz iistiinde), 5'den 10’a kadar oda sicakliginda
yapilacaktir. Ornekler 30 saniye fizyolojik serum ile yikanacak ve Tampon A'ya alinarak 30
dakika bekletilecek. Baska bir soliisyonla yikama yapmadan Tampon B'ye alnarak 15 dk.
bekletildikten sonra bu basamak bir kez daha tekrarlanacaktir. Bagka bir soliisyonla yikama
yapmadan Tampon C'ye alinarak 30 dk. bekletilecektir. Daha sonr 6rnekler 5 dakika distile
suda yikanacak ve bu basamak iki kez daha tekrarlanacaktir. Ornekler artan derecelerdeki
alkol serileri (%35, %50, %70, %85, %95, %100, %100) icerisinde her bir basamak 5 dakika
olacak sekilde dehidrate edilecektir. Ornekler hekzametildisilazan (HMDS) soliisyonunda 5
dakika bekletildikten sonra oda sicakliginda 30 dakika kurutulup nem alici bir ajan (fosfor
pentoksit, kalsiyum Kkloriir) igeren desikatore 24 saat siire ile yerlestirilecektir. Bu siire
sonunda, piring tastyicilar lizerine yerlestirilen ornekler, 6zel bir kaplama cihazinda (Sputter-
coater) yaklagik 200 A° kalinliginda altin ile kaplandiktan sonra taramali elektron
mikroskobunda incelenecektir.

5.8.2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Gériintiileme:
5.8.2.1.1. Kullanlan reaktif ve malzemeler:
1. Feather Microtome Blades (stainless steel) S35 (TEM-SEM Firmasi)
2. %25’lik Glutaraldehit 450ml (TEM-SEM Firmasi, 16400)
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Osmium Tetroxide 0.1gr (TEM-SEM Firmasi, 19134)

Propilen Oxide 450ml (TEM-SEM Firmasi, 20401)

Sorenson’s Phosphate Buffer 11t (TEM-SEM Firmasi, 11600-10)

Glider Grid 200 mesh bakir 1kutu/100adet (TEM-SEM Firmasi, G200Cu)
Grid Storage Box 1paket/10 adet (TEM-SEM Firmasi, 71147)

8.0mm Glass Knife Boat 1paket/100 adet (TEM-SEM Firmasi, 71008—08)
Flat Embedding Mould 21 Kuyucuklu (TEM-SEM Firmasi, 70901)

10. Slotted Cassettes 2x500/cs (TEM-SEM Firmasi, 700-70-P) X 2 adet

11. Araldite CY 212 resin (TAAB) 500gr (Opturonik Firmasi, EO06)

12. DDSA EM (TAAB) 500gr (Opturonik Firmasi, DO25)

13. EMTP Tissue Processor (Leica)

© © N o 0 bk~ o

Elektron mikroskobik inceleme igin agara gdmiilmiis izole hiicreler 1mm® lik pargalara
ayrilarak %2.5 ’lik gluteraldehit ile tespit edileceklerdir. Post fiksasyonlar1 %1’ lik osmiyum
tetraoksit ile yapilacak olan dokular, alkol serilerinden gecirilecek ve daha sonra dehidrate
edilerek araldit CY212, DDSA (dodesenyl siiksinik anhidrit) ve BDMA (benzil dimetil amin)
den olusan kit ile hazirlanan gomme materyali igeren jelatin kapsiillere gomiilecek ve 56°C’
de polimerize olmalar1 saglanacaktir. Hazirlanan bloklardan alinan yari ince kesitler toluidin
blue 1ile boyanarak 151k mikroskobunda degerlendirilecek, isaretlenen bdlgelerden
ultramikrotom (Leica) ile 0.5 mikron kalinlifinda bakir gridler iizerine alinacak olan ince
Kesitler uranil asetat-kursun sitrat ile boyanarak transmission elektron mikroskopta (TEM)

incelenecektir.
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6. KISITLILIKLAR

Deneyler yapilirken santriifiijiimiiziin baslik kisminda yasanilan sorun hiicre pelletinin
tam olusamamasina sebep olmaktaydi. Buna ragmen toplanan hiicrelerde yogunluk
hematoptic hiicrelerdeydi, bu da osteoblast gelisimine izin vermiyordu. Besi Yyeri,
kontaminasyon gibi birgok etkene ragmen hiicrelerimizi bir ay yasattigimizda oldu ve deneye
baslamadan hiicreleri kaybetik. Stiremin kisitli olmasindan dolay1 tezi bir 6n ¢ligma olarak

sonlandirdik.

44



7. TARTISMA

Biiyiik kemik kusurlarinin tekrar yapilandirilmasi ortopedi alaninda énemli konulardan
biridir. Otograftlar, allograftlar veya tek basina veya kemik graftlariyla birlikte yapay
materyaller kullanilan bir¢ok yaklagimda bulunulmustur. Otograftlarda biiylik bir sorun
yetersiz ikmal ve verici bolgede agri ve fonksiyon kaybiyla birlikte cerrahi morbiditedir.
Bundan baska, hastalar iki kez ameliyat sikintis1 ¢ekmek zorunda kalmaktadir. Allograftlar
ayni zamanda enfeksiyon ve inflamasyonla baglantilidirlar. Bu sorunlarin {istesinden gelmek
lizere yakin zaman 6nce doku miihendisligi stratejileri gelistirilmistir. Temel goriis, hiicrenin
tutunmasini, farklilasmasini ve proliferasyonunu destekleyen osteblast ve skafold matrislerine
doniigen hiicre kaynaklarini kullanarak dogal kemik tamir islemini taklit etmektir.

Kemik iligi, osteoblastlara, chondrocyte’lere, myoblastlara, adipocyte’lere vesaire
doniisme yetenegine sahip multipotent kok hiicreler olarak bilinen MSC ler igerir. Hiicre bazli
stratejilerde, parcalanmamis taze kemik iligi, kiiltiirde ¢ogaltilmis saf MCSler, farklilagsmis
osteoblastlar veya chondrocyte’ler veya kemik morfojenik proteini (BMP) salgilayan genetik
acidan degismis hiicreler asilanilar. Bu tip kemik dokusu miihendisligi heyecan verici olmakla
ve MSC lerin klinik uygulamasinda faydali olmakla kalmaz fakat ayni1 zamanda bizim kok
hiicreleri anlayisimizi arttirir. Otojen kemik graftlari sorunlarini azaltmak tizere periodontal
rejenerasyonu i¢in bir doku mithendisligi stratejisi one siiriilmistiir (2).

Yetiskin kemik iliginden elde edilmis mezenkimal kok hiicreler (MSC) doku
miihendisligi i¢in, 6zellikle iskelet ve sert doku tamirindeki ve ayni zamanda periodontal doku
rejenerasyonundaki uygulamalarda muhtemel bir hiicre kaynagidir. Kemik iliginden elde
edilmis MSC, dexamethasone, askorbik asit ve B-glycerolphosphate (osteojenik takviyeler) in
varliginda bir osteojenik tiire doniisebilir fakat ayn1 zamanda baska besleyici faktorlerin veya
ilaglarin ya in vitro ya da hayvan modellerinde kullanilmas1 6nerilmektedir.

MSC den kemik olusmasi hiicresel biiyiimeyi ve farklilasmay1 harekete gecirecek ii¢
boyutlu bir skafold gerektirir. Hiicreler ile onlarin matrisi arasinda karmasik bir etkilesimin
meydana geldigi bir ortam yaratmak amaciyla doku rejeneraksyonunda skafold olarak gittikce
artan sayida biyomateryal one siiriilmektedir. Kemik olusumunu destekleyecek uygun bir
skafold kullanmanin 6n kosulu onun biyolojik ve yapisal 6zelliklerini bilmektir. Agi1z kemik
kusurlarini tamir etmede kemik kusuru seklinde skafoldlar kullanilmas1 énerilmektedir. ideal
skafold belirli 6zelliklere sahip olmak zorundadir; (a) kemik kusurunun bi¢imini kolayca

almalidir, (b) MSC’yi yetistirme, olgunlastirma ve ona 1yi bir ev sahipligi etme kapasitesine
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sahip olmali, (c) komsu dokulara bir bariyer olusturmali ve (d) kemik olusumu i¢in gereken
zamanla uyumlu fakat kemigin skafoldla takviye edilmesine engel olmayacak bir tekrar
emilme zamanina sahip olmalidir (18).

MSC nin osteojenik farklilasmaya bagliligi, birka¢ kalsiyum baglanma alanina sahip,
hiicrenin tutunmasiyla, proliferasyonuyla ve hiicre dis1 matrisin kemikte minerallesmesiyle
baglantili olan, kemik olusturan hiicreler ve osteocalcin (kalsiyumun baglanmasinda gerekli
bir protein) tarafindan sentezlenen bir fosfo-protein olan, osteopontin ekspresyonu sayesinde
sergilenir. Bu proteinler, osteoblastik farklilasmanin soya Ozgii isaretler oldugu diistiniiliir.
Ayn1 zamanda alkalin fosfatez aktivitesinin seviyelerindeki artis (mineralizasyon i¢in gerekli
bir hiicre i¢i enzimdir ve osteojenik liretime yonelik hiicrelerin bir erken isareti oldugu
diisiiniiliir) ortama maruz kalmis yetiskin MSC nin osteoblastik soya dogru farklilagtigini
gosterir. Baska deneysel calismalara gore, MSC islemine tabi tutulmus ortamda ALP aktivitesi
bir tepe noktasina kadar c¢ikar ve kontrol seviyesine diiser. ALP aktivitesindeki artig
osteoblastik soya yonelik bir egilimin isaretidir buna karsilik daha sonraki diisiis matrisin ileri
derecede minerallesmesi ve daha olgun bir fenotiple iliskilidir.

MSC osteojenik farklilasmasinin tesvik edilmesinde birka¢ trofik faktdor One
stiriilmistiir. Bu ¢alismada bu hedefe, baslica unsurun dexamethasone oldugu ii¢ farkli ilacin
bir kokteyli kullanilarak basit ve giivenli bir bicimde ulasilir. Dexamethasone, diger
glucocorticoid’lerde oldugu gibi, doza bagl olarak ostejenik farklilagsma {izerinde hem uyarici
hem de engelleyici bir etkiye sahiptir. Dexamethasone, ilik stroma’sindan tiiretilmis hiicre
kiiltiirlerinde in vitro kemik nodiilii olusumunda ve minerallesmesinde gereklidir fakat ayn
zamanda zamanla ve dozla iliskili bir tarzda bu hiicrelerin adipogenesis’inde yer alir (18).

Bir proliferasyon safhasindan sonra osteoblastlar farklilasirlar ve hiicre dis1 matris
tretirler. ALP nin artan aktivitesi, kolajen tip I iiretimiyle, osteoblast fenotipinin ve
farklilasmasinin ilk isaretidir buna karsilik OC farklilasan osteoblastlarin son isaretidir. Bu
davranig biyomateryallerin kiiltiirlendigi substrat tarafindan etkilenir ve diisiik proliferasyon
orani daha bariz farklilagsmayla iliskilidir.

Travma veya tiimor reseksiyonunun sebep oldugu siddetli kemik kusurlarinin tedavisi
tekrar yapilandirma ameliyatinda hala biiyilik bir sorundur. Her ne kadar son 20-30 yil i¢inde
onemli ilerlemeler kaydedilmis olsa da ayni canlidan alinan kemik transplantasyonu hala
tercih edilen tedavi goriisiidiir. Bu tedavinin basarist ve adapte edilebilirligi ikinci bolge

ameliyatinin ilgili riskleri yiizinden sinirhidir (23).

46



Bir skafolda asilanan hiicrelerin fonksiyonu hiicreler tarafindan materyalle etkilesime
girmede kullanilan spesifik hiicre ylizeyi reseptorlerine (yani, integrins) ve ¢oziilebilir biiyiime
faktorlerinin varhigina bir hayli baghdir. Kemikte hiicre dis1 matrisin 6nemli bir boliimii
kollagenler tarafindan olusturulur. Kollagenler dokularin yapisal biitiinliigiinii muhafaza
etmekten sorumlu her yerde bulunabilen proteinlerdir. Kollagenler bir¢ok doku miihendisligi
uygulamalarinda basartyla kullanilirlar. Kemik dokusu miihendisligi konusunda kemik grafti
takviyelerinin hiicre baglanma sekanslar1 igeren (yani, RGD, hiicreye baglanan peptit p-15)
sentetik peptitlerle yenilenmesinin yakin zaman Once osteoblastin hiicre fonksiyonunu
arttirdig1 gosterilmistir (7).

Kemik dokusu miihendisligi 3 boyutlu skafold, otologus hiicreler ve osteoindiiktif
biiyiime faktorleri arasinda basarili karsilikli etkilesim ister. Uygun bir skafoldun toksik
olmamasi, gayet biyouyumlu olmasi ve higbir kosul altinda immunolojik tespit edilebilir
primer veya sekonder yabanci madde reaksiyonuna yol agma potansiyeline sahip olmamasi
gerekir. Skafold bir ilave fonksiyon sunmak zorundadir, 6zellikle maxillofacial bolgenin
arttirtlmasinda. Onun, host dokunun mekanik Ozelliklerine uyan yeterince gecici mekanik
destek sunmasi gerekir. Dogal yolla elde edilmis HA zamanla kemik iletisine (kemigin
yetistigi bir skafold hizmeti goriir) ve kemigin entegrasyonuna (fibroz dokuya miidahale
etmeden altta yatan kemik ile bir direkt kimyasal bag olusturur) izin veren bir biyoaktif
alloplast materyaldir. Biomimetic skafordlarin kemik dokusuyla biitiinlesmesi ¢ogu zaman ilk
hiicre ve substrat etkilesimleri yoluyla saptanan materyal-doku ara yiiziinde gerceklesir.
Osteoblastlarin kollagen tip I ile etkilesiminin alkalin fosfat aktivitesini, osteoblast baglantili
gen ekspresyonunu ve minerallesmenin uyarilmasini giiclendirdigi gosterilmistir (7).

Bizim c¢alismamizda Osteoblast hiicreleri i¢in elde edilen bu optimizasyon hiicrelerin
tiremesine ve klinige doniik ¢alismalara 6nemli 151k tutmada yol gostericektir. Gelecekte
hastanin kendisinden alinan kok hiicrelerin laboratuar kosullarinda in vivo gelistirilerek
yeniden hastaya uygulanmasi ve bdylece kemik defektlerinin giderilmesi miimkiin
olabilecektir. Giinlimiizde optimal yap1 iskeletinin olugsmamasindaki sorunlar malzemenin
mekanik dayanikliligi, ¢6ziinebilirliginin kontrol edilebilmesindeki sikintilar, toksik 6zellik
icermemesi gibi Ozellikler agildig1 oranda iistesinden gelinebilecek ve gelisebilecektir. Bir 6n
calisma olan kollagen Tip1 kaplamali hidroksiapatid hiicre kiiltiiriinde osteoblast hiicrelerinin

yanit1 birgok yonden desteklenmesi gereken bir projedir.
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