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Bu calismada amag ksenojenik (Bio-Oss®, Geitslich Sons Ltd Wolhusen, Switzerland) ve
aloplastik materyallerden olusmus (Chronos®, Synthes ve Osteovit®, Braun) kemik materyallerinin,
degisik oranlarda uygulanan osteogenic (rhBMP-7) ve angiogenic (bFGF) blyume faktorleri ile
osteoblastlar Uizerine olan etkilerini karsilastirmaktir.

Aragtirmanbir, iki ve dort haftalik U ana grupta yuratilmustir. Her kemik materyali grubunu,
blyume faktorlerinin her birinden 100 ng/ml ve 50 ng/ml eklenecek sekilde dort gruba, her iki
faktorden 50 ng/ml eklenecek sekilde bir gruba ve hi¢ blylme faktorl icermeyen kontrol grubu olmak
Uzere alt1 at gruba ayinlmistir. Haftada bir kez ELISA igin, iki kezde Kolgen extraksiyon igin besin
maddeleri toplanmustir. Birinci, ikinci ve dérdinci hafta sonunda kemik materyalleri fixe edilerek
rasterel ektronmikroskobunda incelenmistir. ]

Elde edilen verilere bakildiginda Bio-Oss® ta ilk giinden yeni kemik olusumu baslams,
Osteovit® te osteoblastlar birden degil zaman icinde yavas yavas gelisme gostermislerdir. Chronos® ta
ise deneme siresince ayni oranda, diger gruplara oranla daha yavas ve az yeni kemik olusumu
g6zlemlenmistir. Ortalama olarak Bio-Oss® ta 50 ng/ml rhBMP-7, Osteovit® te 100 ng/ml bFGF,
Chronos™ taise 50 ng/ml bFGF verilen kiiltiirlerde sonuglarin yiiksek oldugu belirlenmistir.

Y aptigimiz inceleme sonucunda, materyalin segiminin belirlenmesinde materyalinin yapisi,
fiziksel Ozelikleri, osteoindiktif, osteokonduktif etkisinin ve kullanilan biyime faktorlerinin
oranlarimn degerlendirilmes gerektigini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Kemikyedekmateryalleri, rnBMP-7, bFGF
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With the devel oping technology, new methods and new biomaterials have been produced for
the repairing of bone defects. In thisarticle, we have aimed to find out the appopriate materials for the
repair of different bone defects. The aim of this study is to evaluate and compare the effects of
xenograft (Bio-Oss®, Geitdich Sons Ltd Wolhusen, Switzerland), and alloplastic bone graft materials
(chronos®, Synthes ve Osteovit®, Braun) with growth factor on osteoblast.

This study has gone one, two and four weeks over three main groups. All bone material
groups have received several growth factors 100 ng/ml and 50 ng/ml, so that we built four groups. We
put 50 ng/ml from these two factors to one of the groups and to the non-grown control group, so we
have six groups. Once a week for ELISA and twice we collect the collagen extracts. After the fird,
second and fourth week we prepare the bone material for the rasterel ectronicmicroscope.

When we look at Bio-Oss then we see growing bone already on the first day. In the Osteovit,
we see that the growing rate from osteoblasts is not fast, they grow step by step. If welook at chronos,
we will see, that we have in the same time a very small growing rate of bone compared to the similar
groups. In the middle, if we put in an average Bio-Oss 50 ng/ml rhBMP-7, Osteovit 100 ng/ml bFGF,
chronos 50 ng/ml bFGF so we see growing of the cultures more then we expected.

As aresult, we believe that, the physical, osteoinductive, osteoconductive properties of graft
material should be considered, aswell asthe place and dimensions of the defect, to use the appropriate
graft material.

KeyWords: Bone carrier material, rhBMP-7, bFGF
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1. GIRIS

Kemik, insan vicudunda yaralanma sonrasi rejenerasyon yetenegine sahip
form ve fonksiyonunu yeniden olusturabilen bir dokudur. Cok eski zamanlardan beri
insanlar, hasta ya da zarar gormis dokular1 saglikli olanlariyla transplantasyon
yoluyla degistirmeye calismiglardir (Fonseca ve Walker, 1997; Fonseca ve Davis,
1995). Gunumizde transplantasyonlarda cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar
arasinda otojen, allojen, ksenojen kemik greftleri ve membranlar klinikte en cok
kullanilanlardir (Arinci, 1999; Caffesse ve Nagjleti, 1992; Dahlin ve ark., 1994).
Greft materyalleri ile meydana gelen rejenerasyonda, iki yontem stz konusudur:

Osteoindiksiyon, klasik anlamda osteoblastik aktiviteyi arttirarak kemik
olusumunun saglanmasini ifade etmek icin kullamilan bir terimdir (Fonseca ve Davis,
1995). Otojen greftler ve demineralize kemikler osteoindiktif etkiye sahiptir.

Osteokonduksiyon ise; defekt alamna yerlestirilen bir greft materyaline
farklilasmarmis mezenkimal hiicrelerin invazyonu ile olusan kikirdak dokunun yerine
yeni kemik dokusunun gecmesi siireci icin kullamilan bir terimdir. Sentetik kemik
alogreftleri, osteokonduktif etkilidir ( Yazar, 1998; Fonseca ve Walker 1997).

Kemik defektlerinin tedavisi igin kullanilan kemik greft materyallerini
immunolojik orijinlerine gore su sekilde siniflayabiliriz ( Fonseca ve Walker 1997;
Cranin veark., 1993).

1. Otojen greftler; aym canlidan alinan dokular

Otojen kemik greft materyalleri bitin kemik defektleri arasinda en 6nce tercih
edilmesi gerekli olanlardir. Yabanci cisim reaksiyonuna neden olmazlar.
Osteoinduktiftirler. Bunun yamisira az da olsa osteoklastik etkileri de vardir ve daha
kisa siirede vaskilarize olurlar ( Fonseca ve Davis, 1995; Ganz, 1997; Goulet ve ark.,
1997; Martinez ve Walker, 1999; Pasetti , 1994; Polson ve Heijl, 1978).

2. Allojenik greftler (Allogreftler) veya implantlar; ayn: tirden fakat genetik olarak
aliciyla hig bir benzerligi olmayan canlilardan alinan dokular

3. izojen greft veya implantlar (izogreft ya da Syngenesioplastic graft); alici ile aym
genetik yapiya sahip canlilardan alinan dokular



4. Xenojenik implantlar (Xenogreftler); alicidan farkli bir tirden olan vericiden
alinan dokulardur.

Kemik kaynakli greft materyallerinden taze dondurulmus kemik, eklem
bolgesinde osteokondral greft seklinde kullamlabilir. Dondurulmus Kkurutulmus
kemigin, damarlanmasi yavastir ve negatif immunolojik yanita neden olur.
Materyalin, dondurulmus kurutulmus yapist hiicre 6limine ve doku hasarina yol
acabilir. Hazirlama islemi esnasinda -76 °C dondurulur. Demineralize kemik ise
oncelikle osteoindiksiyonun 6n planda oldugu durumlarda tercih edilir. Ancak
greftin fiziksel Ozellikleri ve gerilim kuvvetlerine direnci disuktur. Deproteinize
edilmis kemik antijenik 0Ozelligini kaybeder. Sigir kemiginden elde edilen
ksenogreftlerin de kullammi son yillarda oldukga yayginlik kazanmistir. Osteojenik
potansiyelini artirmak Uzere otojen kemik iligiyle karistirillarak kullamimasinin
yararlarindan sz edilmistir. Kalsiyum karbonat esasli bir greft materyali olan
hidroksi apatit, oncelikle kontur defektlerinde ve fonksiyonel olmayan bélgelerde
kullanilmaktadir. Kalsiyum fosfat esasli materyal olan trikalsiyum fosfat' in kemikle
yer degistirebilme 6zelligi yamnda yiksek rezorptif aktiviteside vardir (Fonseca ve
Walker, 1997; Fonseca ve Davis, 1995; Gantes ve ark., 1991; Curtis ve Ware 1997).

"Greft" terimi canli  dokunun direkt transplantasyonu anlaminda
kullamlarken,  "Implant" terimi  cansiz  dokularin  transplantasyonunda
kullanilmaktadir. Bu anlamda implant materyalleri olarak; canliligim yitirmis
alojenik greft, hayvanlardan elde edilen organik ve inorganik cansiz materyaller ve
sentetik materyaller bulunmaktadir (Fonseca ve Davis, 1995). Sentetik materyal
olarak; seramik hidroksilapatit implantlari, trikalsiyum fosfat implantlari, gesitli
metaller ve bunlarin farkli formlariyla kombinasyonlar: sayilabilir. Bu maddelere
"Alloplastik materyaller" denir (Fonseca ve Walker, 1991). Oral ve maksillofasiyal
cerrahi uygulamalarda transplante edilebilen c¢esitli doku tipleri icerisinde en genel
kullamm olan doku kemiktir. Kemik dokusu, tamir olayinda skar dokusu
olusumundan ¢ok, yeniden yapilanma ve yer degistirme olaylarinin rol oynadig: tek
dokudur.

Kemik greftlerinin osteogenezisi artirmasi iki yolla gergeklesebilir;
i. osteoblastlar: ya da osteoblastlara donisebilecek canli hiicreleri koruyarak



ii. alict dokuyu osteoblastlarin sayisini artirict sekilde indikleyerek. Daha fazla
osteoblast elde etmek icin greft alirken periostu (kemik derisi) da beraberinde almak
bir siire igin popularite kazanmissa da bu yontemle ¢ok az sayida osteoblast elde
edildigi goruldigiinden yontemden vazgecilmistir. Otojen kortikal greftler de canli
osteoblast saglama yoninden zayiftirlar (Peterson ve ark., 1992).

1.1 Bilyiime Faktor leri

Gelismenin oldugu bilytime ve farklilasma evrelerinde gok sayida faktor etkili
olmakta, hiicre sayisinin ¢cogalmast olaylarinin baslamasinda ise blylime faktorleri
temel roli oynamaktadir (Burcak, 2002). Blyume faktorlerinin etki sekilleri Sekil
1.1' de gosterilmistir (McKay, 1993). Jukstakrin etki mekanizmasinda; blylme
faktorleri sentezlendikleri hicrelerin plazma membramina baglanarak dogrudan
bitisik htcreyi etkileyerek biyolojik aktivitelerini gosterebilirler. Jukstakrin
kontrolin bir seklini de hticre dist matriks i¢in yuksek etkilesime sahip bluyime
faktorleri gostermektedir. Bu etki sekline, heparin baglayan biyime faktorleri olan
fibroblast buytme faktorleri 6rnek verilebilir (McKay, 1993).
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Sekil 1.1 Buyume faktorlerinin etki mekanizmalari. Blyume faktorleri (¢) reseptorler
araciligi ile Uretildikleri hiicrede (otokrin, intrakrin tarz) veyadiger hlicreler Uzerinde
etki gosterirler (McKay, 1993; Ozgec ve Y eler, 2003).




1.1.1 Kemik Morphogenetic Protein (BMP)

Kemik induksiyonunu saglayan proteinlerin izolasyonu ilk olarak 1979
yilinda Urist tarafindan gergeklestirilmis ve bu drdnin kemik morfogenetik
aktivitesinin demineralize kemikten daha fazla oldugu gorulmustir. Bu proteinler
Urist tarafindan Bone Morphogenetic Protein veya Osteogenic Protein (OP) olarak
isimlendirilmistir (Alpaslan ve ark., 1994).

Yapilan calismalar; BMP lerin birgok doku ve organin olusumunda erken
morfogenezis sirasinda olan epitelial mezensimal etkilesimlerde morfogenler olarak
rol oynadiklarini gostermistir. BMP' ler transforming growth factor beta (TGF-)
ailesinin dyesidir. Aminoasit dizilis benzerliklerine gbre altgruplara ayrilmislardir.
BMP-2 ve 4 hirinci altgrubu, BMP-5 ve 8 ikinci alt grubu olusturmaktadir. BMP-2,
BMP-4 ve BMP-7" nin en etkin osteoinduktif Ozelliklere sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu proteinler arasinda bone morphogenetic protein-2' nin osteoinduktif
0zelligi en fazla olan protein oldugu gorilmistir (Levent ve ark., 1988). BMP' lerin
heterotopik bolgelerde endokondral yol ile kemik formasyonu indiksiyonu yaptigi
bircok hayvan calismasinda gosterilmistir (Akay ve ark., 1999; Archer, 1994; Urist
ve ark., 1967).

BMP lerin uygun bir tasiyici ile implante edildikleri zaman; undiferansiye
mezensimal hicrelerin kemotaksis ile aktive edilerek goclerine ve osteoblastlara
donismelerine, kemik matriksi depolanmasina, yeni depo edilen kemik matriksinin
mineralizasyonuna ve kemik iligi diferansiyasyonuna neden olduklari gosterilmistir
(Papacharalambous ve Anastasoff, 1993; Levent ve ark., 1988).

rhBMP-7 implantat yataginda deminaralize allogen kemik grefti olarak
difftize olabilir ve kemik olusumunu baslatabilir (Kubler ve Wurzler, 1998, Reddi

1994). Bu olusumda sirastyla kemotaksis, mitoz ve farklilasma gézlemlenir.



1.1.2 Fibroblast Bayume Faktorleri (FGF)

Fibroblast biyume faktorleri (Fibroblast growth factors, FGFs), polipeptit
blyime faktorlerinin  blyidk bir ailesini  olusturmaktadir. FGFler degisik
organizmalarda (nematodlardan insanlara kadar genis bir yelpazede) bulunmaktadir
(Ornitz ve Itoh, 2001).

Fibroblast blyime faktor ailesinin, en az 9-22 tane yapisal ve biyolojik
aktiviteleri agisindan benzerlik gosteren, 17-34 kDa araliginda molekil agirligina
sahip olan dyeleri mevcuttur; bununla birlikte Drosophila ttrinde FGF molekul
agirlhigi 84 kDa dur ( Boyne ve ark.,1998; Boyne, 2001). Omurgalilarda gen yapisi ve
amino asit sirasi (6zellikle reseptére baglanma alanlari) bakimindan FGFs yuksek
oranda korunmuglardir (Ornitz ve Itoh, 2001). FGFs ¢esitli mezoderm ve
Oroektodern' den tireyen hicreler (fibroblastlar, osteoblastlar, diz kas hiicreleri,
endotel hicreler, kondrositler, melanositler gibi) icin kuvvetli mitojenik aktiviteleri,
norotropik Ozellikleri ve heparin baglama 6zellikleri ile karakterize edilmislerdir
(Cochran ve ark., 1999). Cok bilinen iki FGF ler izoelektrik noktalarinin (pl) farkl:
olmasi nedeni ile birbirinden ayirt edilmistir. Asidik FGF (aFGF, FGF-1; 15
kDa) nin pl 4.5-6, bazik FGF (bFGF, FGF-2)'nin ise pl 9.6-9.8'dir. Bu iki blytme
faktort % 55 sira benzerligine sahiptir (Fleet ve ark., 1996; Boyne, 2001). Y apilan
bir arastirmada beyin ve hipofiz ekstrelerinin FGF i icerdigi bulunmustur (Fujimoro
ve ark., 2001). Hipofiz mitojenik faktorlerin major sentez alamdir. bFGF ilk defa
sigir hipofiz ve daha sonra ise sigir beyin ekstrelerinden saflastirilmistir (Gordh ve
ark., 1999; Howell ve ark., 1997).

bFGF; cok sayida hiicre, doku ve organ sistemlerinin fonksiyon ve
gelisiminde etkili olan bir buyime faktorudir. bFGF oncelikle fibroblastik hiicreler
icin mitojenik bir faktor olarak tammlanmistir. bFGF dokularin rejenerasyonunda
etkilidir (Mave ark., 2000).



1.2 Kollajen

Insan viicudundaki tim proteinlerin Ucte bir kadarin olusturan bag doku
proteinlerinden biridir. Uclii heliks sekline sahip ve her zincirinde 1400'den fazla
amino asit bulunduran protein cgesididir. Genellikle deride bulunur hatta derimizin
yaklasik % 75'i kollajenden olusmustur. Su anki bilgilere gére viicudumuzda, 35 tip
kollajen ve Kkollgjenin ayrik pargalarina benzeyen daha kuagik molekdller
bulunmaktadir. Kollajen, kemigin ¢abuk kirilmasin: 6nler.

Kollagjen, tendonlarda (kaslarda ), kikirdakta, kemiklerin organik matriksinde
ve gozin korneasinda 6nemli miktarlarda bulunan basit, fibriler skleroproteindir.
Kollagjen, hayvanlar aleminde ¢ok yaygindir; memeli hayvanlarin vicut agirliginin
%6’ sin1, tim vicut proteinlerinin % 30 unu olusturur (Alberts ve ark. 1995).

Kollajen molekillerinin en belirleyici 6zelligi, U¢ polipeptit alt biriminden
olusan buklimlenmis kangal olan Uclu sarmaldir. Sekil 1.2°de gosterildigi gibi
polipeptit alt birimler olan a-zincirler, bir ortak eksen etrafinda dénerek 3000 A (300
nm; 10 A= 1 nm) uzunlugunda ve 15 A c¢apinda kat1 bir cubuk benzeri bir molekiil
yapar; bunlar fibrilleri olustururlar; fibriller de agrege olarak fiberleri olustururlar
(Kielty ve Wrzler, 1998).

Kollajenin yapisini olusturan fibriller ve fiberler, Sekil 1.2 de sematik olarak
gogerildigi gibi deride ve tendonlarda birbirine paralel demetler halinde,
akcigerlerde diizensiz bir sekilde, korneada ortogonal tabakalar halinde, kikirdakta
gevsek ag yapisinda, kemik ve dislerde kalsiyum fosfat kristalleri icin matriks
olusturacak sekilde yerlesirler.
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Sekil 1.2. Kollgjen fiberlerinin genel gorunttisi (Ustte) (Kielty ve ark.. 1993)



Kollgjen, soguk suda ¢ozinmez, sicak suda ve sulu asit ve akalilerle
kaynatmakla jelatin olusturur; jelatin de suda kolaylikla ¢oztinerek kolloidal jel
cozeltileri olusturur.

Kollgjen, bulundugu dokulara dayanklilik verir, doku seklini korur ve
dokuya gerilme direnci saglar. Kollajen, kanin pihtilasmasinda etkilidir; kan pihtist
ile etkileserek yara deligini kapatir, kan pihtisi zamanla blzildigi halde kollajen
lifleri ag1 zedelenme yeri Uzerinde yeni bir hiicre tabakasi gelisinceye kadar yaray1
orter. Kollgjen, yaralarin iyilesmesinde de rol oynar. Kollgjen, kondroitin stlfatla 1:1
oraminda birleserek kikirdagi, 9:1 oraminda elastin alarak tendonlari, kendinin 4
katindan daha fazla hidrate kalsiyum fosfat alarak kemikleri olusturur; deride ise
kendi kadar dermatan slilfat ve 9:1 oraninda elastinle birliktedir.

1.2.1Kollajen Biyosentezi

Kollajen, bir ekstraselller protein olmakla birlikte, olgun bir kollajen lifi
haline gelmeden 6nce bag doku fibroblastlarinda, intrasellller prekirsor molekdl
halinde sentezlenir.

Fibroblastlarda en 6nce ortaya cikan kollajen prekirsori, N-terminalinde
yaklasik 100 amino asitlik bir sinyal dizisi igeren preprokollajendir. Preprokollajen,
endoplazmik retikuluma bagli ribozomlar tarafindan meydana  getirilir.
Preprokollajenin N-terminali endoplazmik retikulumun vezikuler araligina girdikge
sinyal siralamasi ayrilir ve molekil agirligi 150000 kadar olan prokollajen olusur
(Kielty ve ark.. 1993).

Prokollajen, endoplazmik retikulumun vezikiler araliginda modifiye edilir. Bu
modifikasyon, polipeptit yapisi igindeki prolin ve lizin kalintilarinin hidroksillenerek
hidroksiprolin ve hidroksilizin haline dontsmesini, hidroksilizin kalintilarinin
galaktozlanmasini, distilfid baglarinin ve Gglt sarmalin olusmasi islemlerini kapsar.

Prolin kalintilarimin hidroksiprolin kalintilarina déntsima, prolil-4-hidroksilaz veya
prolil-3-hidroksilaz enzimleri tarafindan katalizlenir. Prolil-4-hidroksilaz, (Gly-X-
Y),, polipeptidinde Y konumunda olan prolin kaintilari Gzerine etki ederek 4-

2+
hidroksiprolin kalintilar haline donustarar ki bunun igin a-ketoglutarat, O,, Fe ve



askorbat gerekmektedir: Prolil-3-hidroksilaz, Y konumundaki bir 4-hidroksiprolinin
hemen ©Oncesindeki X konumundaki prolin kalintilari Uzerine etki eder. Lizin
kalintilarimin  hidroksillenmesi, lizil hidroksilaz etkisiyle olur. Daha sonra
hidroksilizin kalintilari, UDP 1n galaktozil veya glukozil tasiyicisi olarak kullamldig:
reaksiyonlarda, galaktozil transferaz ve glukozil transferaz etkisiyle galaktozillenir
ve glukozillenirler.

Prokollgjen, N-terminalinde 20 Dalton ve C-terminalinde 30-35 Dalton iki
peptit icerir. Prokollajen molekdltinin iki ucunda bulunan peptitlerdeki sistein
kalintilari, N-terminalde zincir igi, C-terminalde ise hem zincir i¢i hem zincirler
arasi distlfid baglart olustururlar ve prokollajen molekilleri Ggli sarmal halinde
biraraya gelirler. Intraselliler modifikasyondan sonra, hidroksillenmis ve
glikozillenmis prokollajen molekill, Golgi kompleksi yoluyla hicre disina
salgilanir. Hiicre digina salgilanan prokollajenin N-terminal ve C-terminal peptitleri,
sirastyla prokollagjen aminoproteaz ve prokollajen karboksiproteaz enzimleri
tarafindan ortadan kaldirilir ve tropokollajen olusur. Tropokollajen molekdlleri, her
zincirde yaklasik 1000 amino aside sahiptirler ve dokularda bulunan olgun kollajen
fibrilleri gibi lifler halinde spontan toplanirlar. Bununla birlikte bazi fibriller bir dizi
kovalent bag vasitasiyla ¢apraz baglanmadikca olgun kollajen fibrillerinin gerilme
gucune sahip degillerdir (Kielty ve ark. 1993).

Kollajende ¢apraz baglarin olusumu icin dnce ekstraselltler bir enzim olan ve
bakir iceren lizil oksidaz, kollajenin belirli lizil ve hidroksilizil kalintilarinin € amino
gruplarim oksidatif olarak deamine ederek allizin ve hidroksializin gibi reaktif
aldehitleri olusturur. Daha sonra bu aldehitler, baska liziller veya hidroksiliziller ve
hatta glikozillenmis hidroksilizillerin € amino gruplari ile Schiff bazi (-N=CH-)
yaparlar. Bu Schiff bazlar1 da kimyasal olarak yeniden duzenlenirler ve yeni peptit
baglar1 veya sekonder amino koprileri gibi kovalent capraz baglantilar saglarlar.
Ayrica aldol koprileri de intramolekiler capraz baglantilar saglarlar ve bdylece
olusan kollajen, yapisindaki capraz baglar nedeniyle son derece guc¢ ¢obzinur hale
geldiginden kollajen lifleri halinde ¢oker. Kollajen salgilayan hiicrelerden salgilanan
fibronektin de ¢gokmekte olan kollajen fibrillerine baglanarak periselliler matrikste
fiber olusumunun kinetigini degistirir (Y amauchi ve Katz 1993).



1.2.2Koallajenin Yikilim

Kollgjenin yar1 6mri birkag gun kadardir. Kollajen, ¢zel kollajenazlar
tarafindan, son derece yavas olarak, glisin-l6sin veya glisin-izolésin baglantilarindan
yikilir. Kollajenazlar, bazi proteolitik enzimlerle aktive edilirler; o,-makroglobulin
ise 6nemli bir kollajenaz inhibitdrudir (Eyre 1981).

Katepsin B, capraz baglara yakin bolgelerdeki baglar1 parcalayarak sarmal yapinin
stabilitesini bozar ve proteolize yardim eder.

Kollagjen, bir sindirim sistemi enzimi olan pepsin tarafindan da yavas olarak
parcalanir. Kollgjenin suda uzun siire veya asitte kisa siire kaynatilmasiyla olusan
jelatin, pepsinle ¢abucak parcalanir ki bu, pisirilen etin fibréz kismunin kolayca
sindirildigini gosterir; ancak, triptofan icermediginden jelatinin besin degeri disutktir
(Albertsve ark., 1995).



2. ONCEKI CALISMALAR

Urist (1967), Kemik indiksiyonunu saglayan proteinlerin  (Bone
Morphogenetic Protein, BMP) izolasyonunu gergeklestirmis ve bu drinin kemik
morfogenetik aktivitesinin demineralize kemikten daha fazla oldugunu gormustir.

Dahlin ve ark. (1994), Caismalarinda, mandibulalarinda 5 mm genisliginde
transossedz defektler olusturulmus deney hayvanlarina e-PTFE membran uygulamis
ve 6 hafta sonra yaptiklar: doku analizi neticesinde tim deney hayvanlarinda defektin
tamamen iyilestigini, e-PTFE membranlarin iyi tolere edildigini bildirmiglerdir.

Acll ve Miller (1995), Yaptigi calismada kolajenlerin ¢apraz baglanti
elamanlarinin izolasyonunu, analizini ve tibbi dnemini, birgok hicre kultiri ve
biomateryallerin biot6leranslarint arastirmstir.

Akay ve ark. (1999), Kist enukleasyonu ve apikal kok rezeksiyonu
operasyonlarindan sonra kemik defektlerine allogreft (Tutoplast®) uygulamuslar ve 1.
hafta, ilk 3 ay, 6 ay ve 1. yilda klinik ve radyolojik muayeneler yaprmslardir.
Y aptiklar1 inceleme sonucunda herhangi bir trabekiler anomali ve yabanci doku
reaksiyonu saptamarmislardir.

Howell ve ark. (1997), dis cekimi sonrasi alveoler kemigin korunmasi
amaciyla ACS (Absorbable Collagen Sponge) tasiyici ile birlikte rhBMP-2 kullanmis
ve sonug olarak; rhBMP-2/ACS implantin lokal ve sistemik olarak ciddi yan etki
olusturmadan iyi tolere edilebildigini ve insanlarda dis ¢ekimi sonrasi alveoler kretin
korunmasinda uygulanabilir oldugunu belirtmislerdir.

Hurzeler ve ark. (1998), 5 eriskin maymunun implant ¢evresindeki kemik
kavitesine; bir gruba rezorbe olabilen membran, diger gruba ise rezorbe olabilen
membran + ksenogreft (Bio-Oss®, Geitslich Sons Ltd Wolhusen, Switzerland), diger
bir grubu da ePTFE + ksenogreft (Bio-Oss®, Geitslich Sons Ltd Wolhusen,
Switzerland), son gruba da kontrol grubu alarak 6 ay sonra kemik olusumunu
incelemiglerdir. DOrt grup arasinda yeni kemik olusumunun baslangica oranla
oldukca arttigim ancak grup 2 ve 3 arasinda belirgin farklilik olmadigim ifade

etmislerdir.



Schwartz ve ark. (1998), calismalarinda Demineralized Bone Matrix
(DBM)’ nin kemik induktif 6zelliklerinin az olmasinin sebebini yeterli miktarda BMP
icermemesine baglamiglardr.

Wozney ve ark. (1988), BMPnin DNA zincirinin klonlanmasin
gerceklestirmis ve bu islemle BMP lerin rekombinant olarak istenilen miktarlarda
Uretilebilmesi saglanmustur.

Bessho ve ark. (1999), tarafindan yapilan calismada recombinant human
bone morphogenetic protein-2'nin (rhBMP-2) ve insan kemik matriksinden purufiye
edilerek elde edilen BMP-2' nin kemik induktif 6zellikleri karsilastirilmis ve sonug
olarak recombinant olarak elde edilen BMP nin purifiye olarak elde edilenin onda
biri oraninda aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

Aybar ve ark. (2000), bu calismada Y dnlendirilmis Doku Rejenerasyonu
(YDR, Tutoplast®-Dura Biodynamics Int Deutchland, GmbH, Erlangen) ve YDR ile
birlikte allojenik  (Tutoplast® Spongiosa-Pfrimmer-Viggo, Biodynamics, Inc,
Germany) ve ksenojenik (Bio-Oss®, Geitslich Sons Ltd Wolhusen, Switzerland)
kemik greftlerinin kemik  defekti iyilesmesi Gzerine olan etkilerini
karsilastirmiglardir. Sonug olarak, YDR materyali olarak duramater kullamlan bu
deneysel calismada, kemik defektlerinin onariminda YDR'nin tek basina
kullanilmasinin greftlerle birlikte uygulanmasindan daha basarili oldugunu tespit
etmislerdir. Ayni zamanda bu calismada, sican tibialarinda acilan defektlere greft
materyali olarak allogreft (Tutoplast®), ksenogreft (Bio-Oss®) ve yonlendirici doku
rejenerasyon materyali olarak Duramater uygulamuslardir. Greft materyallerinin
ikisinin de ge¢ donemde kemik trabekillerinin  olusumunu artirdigin
gozlemlemislerdir. Ancak osteogenezi artirma yoninden allogreft ve ksenogreft
arasinda belirgin bir farklilik olmadigini gbzlemlemislerdir.

Matin ve ark. (2001), tasiyici ile birlikte rhBMP-2'yi ¢cekim sonrasinda dis
soketine yerlestirmislerdir. Yapilan degerlendirme sonucunda rhBMP-2 uygulanan
bdlgede ilk direk kemik olusumunu 5 giin sonra gérmuslerdir. Histomorfometrik
degerlendirmede rhBMP-2’'li bolgelerde kontrol grubuna gére total olarak daha fazla
kemik rejenerasyonu olustugunu tespit etmislerdir.



Ozgeg ve ark. (2003), bilyiime ve diferansiyasyon faktorlerinin kullamm ile
iskelet dig1 bolgelerde yeni kemik olusumu saglamislardir. Temel olarak kemik grefti
kullanim endikasyonu olan biitiin durumlarda BMP kullamimas: endikasyonu vardr.
Bone morphogenetic protein kullanilarak elde edilen kemigin autojenik ve allojenik
greftlerin  yerine kullamlmast morbiditeyi ve bulasici hastaliklarin - gecisini
engelleyecegi sonucuna varmuglardir.

Cetin ve Capan (2004), bu calismada; tasiyict vektorin, bFGF nin
reseptorine olan afinitesinde minimum dizeyde bir azalma meydana getirdigi,
bununla birlikte bFGF nin periferdeki organlar tarafindan alinmasinin azaldig: ve
beyin icine alinmasinda bir artis oldugu ve bFGF nin reseptor aracilikli olarak
KBE’den beyne tasinmasimin noroprotektif ajan olarak bFGF nin terapdtik etkisini
artirchgin tespit etmislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tezde kullanilan analizler Kiel Universitesi, Dis, Agiz, Cene ve Yiiz
Cerrahisi Kliniginde Prof. Dr. rer. nat. Yahya ACIL yoOnetimindeki arastirma
laboratuvarlarinda uygulanan metodlara gore yurttilmuistdr.

3.1 HiucreKulturd

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)
firmasindan alinan insan osteoblast hicreleri kiltir siselerine ekilip, 4 hafta
siresince hicreler Gretilmistir. Haftada 2 kez besin maddesi degistirilip ve her
degistirmede siselerde mantar veya bakteri Uremesi kontrol edilmistir. Kaltor
siselerinde hiicre cogalmasindan dolayr bos alan kalmayinca 7 ayri siseye ekim

yapilmistir.

Sekil 3.3. insan osteoblast hiicreleri, 7-9 giinlikk hiicre kilturii inkiibasyonu (10 luk
objektifte)

3.1.1 Besnmaddesinin Hazirlanmas

Hucre kultirt calismalart Acil ve ark.’a (2000) gore yapilmistir. Hicrekalttrt
icin hazirlanan besin maddesi 4,5 g D-Glukose ve 2 mM L-Glutamin ile 13,53 ¢/l
konsantrasyondan olusan Dulbecco’'s Modified Eagle’'s Medium'un (DMEM;
Biochrom KG, Seromed, Berlin) 1 | saf suda ¢oziundurtltp 3,7 g Sodyum hidrojen
karbonat eklendikten sonra pH'nin 7,4’e NaOH ile ayarlanmasiyla elde edilmistir.



Sonra bu ¢ozelti por blydkltgi 0,2 um olan steril membran filtresinden gegirip steril
edilmistir. 1 | hazirlanan bu ¢ozeltinin icine 100 ml Fetal Sigir Serumu (FCS, % 10
olacak sekilde), 100 I.E./l Penicillin, 100 mg/L Streptomycin (Biochorm KG,
Seromed, Berlin), 1 mmol/l Vitamin C ve 100 nmol/l Dexametasone eklenmistir.

3.1.2 Primer Kltlr Hazirlanmasi

DSMZ firmasindan alinan Osteoblast hiicrelerinin primer kalttra literatirde
yazdig1 gibi hazirlanmistir (Acil ve ark. 2000, 2002). -70 °C dondurucudan ¢ikartilan
osteoblast hiicreleri 37 °C suda ¢oziindirdilUp hiicre kiltirt siselerine (Sarstedt, Inc.,
Neuton, N.C., USA) kilturd yapildiktan sonra % 5 CO, ve % 95 normal hava igeren,
37 °C buhara doymus kaltr kulucka dolabina (Firma Haereus Christ, Osterode)
konulmustur. Her besin maddesi degisiminde kuiltlr siselerini mikroskop altinda

bakteri ve mantar kontaminasyonuna kars1 kontrol edilmistir.

3.1.3 Hicre Ekimi

Ekimi yapilacak kultir siseleri kulucka dolabindan cikarilip besin maddesi
atilip, sonra PBS (10 ml/100 cm?) ile yikandi, PBS'i de doktiikten sonra Trypsin-
EDTA (% 0,05 Trypsin, PBS ile ¢cozinmus EDTA, 5 ml/100 cm®, Biochrom KG,
Seromed, Berlin, Trypsin-EDTA Solution) eklenip kulucka dolabinda 5-10 dakika
hicrelerin ¢oziinmesi beklenmistir. Bu slire sonunda bir pipet yardimiylasiseler iyice
yikanmip hucreli bu ¢ozelti ve yaklagik aynmi volimdeki besin maddesi bir tipe
konulmustur. 1200 U/dak. 3 dakika santrifiy edilip Usteki sivi atilmustir. Alttaki
cozeltiye 1 ml besin maddesi eklenip iyice karistirildiktan sonra hiicreler sayilip,
kultur yapilacak siselere pasaji yapilmustir. (Acil ve ark. 2000).

3.1.4 Buyume Faktorlerinin Ve Kemik Yedek M ateryallerinin Hazirlanmasi

bFGF 5 tane 10 pg/ml, 1 tanede 2 pg/ml seklinde ambalgjlarda
bulunmaktadir. Once her bFGF tiipiine 50 pl PBS konulup iyice karistirdiktan sonra



tek bir tUpte toplanmip, sonra tekrar her tipe 50 yl PBS koyup bitin karisimlar bir
araya getirilip, Uzerleri 5,2 ml"ye PBS ile tamamlanmustur.

rhBMP-7"de 5 tane 10 pg/ml, 1 tanede 2 pg/ml seklindeki ambalajlarda
bulunmaktadir. rhBMP-7 toz halindedir, 10 pg/ml olan tiplere 1 ml, digerine de 0,2
ml PBS ilave edilmistir. Cizelge 3.1 de kullanilan biytme faktorleri, Cizelge 3.2."de

6 ml besin ¢ozeltisi icin kullanilmig blytume faktorlerinin miktarlar: gorilmektedir.

Cizelge 3.1. Buyume faktorlerine ait bilgiler

Biyime Faktorleri Adi
Bone Morphogenetic Protein-7 rhBMP-7 (Stryker Biotech, Hopkinton, USA)
Basic Fibroblast Growth Factor bFGF (Scios Nova Corp.,USA)

Cizelge 3.2. Kullanacak buyime faktdrlerinin oran tablosu

1 ml besi¢ozeltisi igin 6 ml besic¢ozeltisi icin
100 ng/ml | 50 ng/ml 50ng/mi 600 ng/ml 300 ng/ml 300ng/ml
rhBMP-7 | rhBMP-7 rhBMP-7 rhBMP-7 rhBMP-7 rhBMP-7
veya veya + veya veya +
bFGF bFGF 50 ng/ml bFGF bFGF bFGF 300 ng/ml bFGF

Cizelge 3.3'te ki kemik yedek materyalleri degisik buyukliukte oldugundan
hepsi ortalama olarak aym boyutlarda (0,5 x 0,5 x 1 cm) kesilip steril edilmistir.
Sonra steril edilmis materyaller kiltir kaplarina konulup 24 saat besin maddesi ile
bekletilmistir.

Cizelge 3.3. Kemik greftlerine ait bilgiler

Kemik Yedek Materyalinin yapisi Adi
Anorganik sigir kemik mineralinden olusan, | Bio-Oss”, Geitlich Biomaterials, Switzerland
protein ve organik madde icermeyen (I1x1x2cm)

Ozel antijenler, yaglar, mineraller ve Osteovit”, Braun (Ix1x1lcm)
enzimlerden olusan porlu kolajen iskelet

sentetik, porlu R-Trikalsiyumphosfattan | Chronos® , Synthes (5 x 5 x 10 mm)
olusmus seramik yapi

3.1.5Hucre Sayimi

Gelisim evresini tamamlamis kalttr siseleri teker teker kulugka dolabindan
cikarilip, besin maddes atilip, ekimi yapilmigtir. Bes dakika 3000 devirde
santrifijden sonra 5 ml besin maddesi konulup iyice karistirilmistir. Thoma laminin




Uzerini hafifce 1slatip lamelle kapattiktan sonra, Thoma lamiyla lamel arasina besin
maddesiyle karistirilan hiicreler 1-2 damla damlatilip mikroskopta biyuk kareler
sayilmistir. Sayilan rakam 10%|e carpilmustir. Bu say1 1 ml“deki hiicre sayisini verir.
Deneyde 1 ml"de 1000 hiicre kullanilacag: icin 1 ml’de 12,2 x 10* olan hiicreli
¢Ozelti sulandirilip istenilen konsantrasyon elde edilmistir.

3.1.6 Deney Diuzeneginin Haairlanmas

Kultar siselerine ekilen hicreler Uredikten sonra pasg yapilip, hicre
siispansiyonundaki hiicre sayisi hesaplanmustir. 1 ml’de 12,2 x 10* hiicre olan
stispansiyondan 1 ml"de 1000 hiicre olacak sekilde sulandirilmistir. 24 saat 6nce
besin maddesi icinde birakilan kemik yedek materyallerinin besin maddesi atilip,
Sekil 3.4."de goruldigl gibi 6 goze sahip hicre kiltari kaplarina (Nunc™
International, Danemark, 1 géz 10 cm® alana sahip) yerlestirilmistir. Her bir kiiltr
kabina ayn: kemik yedek materyalinden her goze 1 tane gelecek sekilde birakilip, her
g6ze onceden belirlenen oranlarda buyume faktorleri ile 6 ml besin maddesi eklenip
kulucka dolabina yerlestirilmistir. Her deneme 3 tekrarli olarak yapil mistir.

Sekil 3.4. Hucre kiiltiri kabi



3.2MTT Testi (Cell Proliferation Kit I, Roche, Germany)

Mikrotiterplatenin ilk sirasina kontrol, diger siralarina ornekler konacak
sekilde protokol hazirlamp, kontrol sirasimin ilk 6 6rnek kabina 100 pl besin maddesi
eklenmis ve ilk 6rnek kabina 100 pl”sinde 2000 hiicre bulunan besin maddesinden
100 pl eklenmistir. Sonra bu ilk 6rnek kabindan 100 pl alip 2. kaba, 2."den 100
alip 3.'ye, 3."den 4."ye, 4.”den 5."ye, 5.”den 6."ya eklenip her kaptaki hiicre sayisi
geometrik olarak azaltilmistir. Kontrol sirasina bilyiime faktort eklenmemistir. Diger
siralara 200 pl"de 1000 tane hiicre olacak sekilde hiicre-besin maddesi karisimi
eklenmistir. Ne kadar buyime faktorii eklenecegi hesaplamp ve drnek kaplarina
sirayla eklenmistir.

Buyume faktoruniin hesaplanmast,

1 ml”de 100 ng biyume faktori varsa, 6 ml"de 60 ul vardr.
1 ml"de 50 ng biyume faktori varsa, 6 ml"de 30 ul vardr.

6000 pl de 60 pl"de varsa 6000 pl” de 30 pl varsa
200 pl'de X ul vardir 200 pul'de  xpl vardir
X=2ul  Buyume faktoru X=1pl Blytme faktori vardir

Hucre ve buyume faktorlerinin mikrotiterplateye eklenmesinden sonra 48 saat
kulucka dolabinda birakilan plate bu stire sonunda dolaptan ¢ikarilip, her bir 6rnek
kabina 10 pul MTT reagent eklendikten sonra tekrar 4 saat kulugka dolabinda
birakilmistir. 4 saat sonunda 100 pl Solubilization soliisyonundan her 6rnek kabina
ekleyip 24 saat kulugka dolabinda bekletilmistir. Bu stirenin sonunda mikrotiterplate
spektrofotometreye (Plattenphotometer Dynatech 5000, England) yerlestirilip 550

nm’”de okunmustur.



3.3 Raster elektron mikroskobu (REM)

3.3.1 Hucrelerin Tespiti ve Dehidrasyonu

Arastirma sirelerinin (1., 2. ve 4. hafta) sonunda kiltir kaplarindan toplanan
kemik yedek materyalleri fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS, =100 mM KH,PO,, 100
mM NaHPO, x 2H,O; pH 7,4) hazirlanan % 3,51ik Glutalaldehitte 24 saat
buzdolabinda tespit edilmistir. Sonra materyaller yikselen alkol sirasinda (% 50, 60,
70, 80, 90, 100°Iik Etanol) 5"er dakika bekletilmistir.

3.3.2Kritik nokta kurutmas ve Altin kaplama (Sputtern)

Kritik nokta kurutmasi yapilacak makinanin (Critical point dryer, Firma
Balzer Union, Lichtenstein) bitin gaz ¢ikis vanalari kapatilir. CO, vanasinit agip
kivetin sicakligi 4 °C’ye dusuruldikten sonra gaz kapatilir, gazin disart gikmasini
saglayan siyah vana yavasca acilir. Gaz tamamen ciktiktan sonra kivete ornekleri
yerlestirip siyah vanay: kapatip CO,’i tekrar acilir. Klvetin igindeki sivi oranim
gogteren kirmizigizgiye ¢ok dikkat edilip, hep ¢izgide kalmasi saglanir. Streepere
digmesine basip 4 dakika bekledikten sonra kivet 1sisim kontrol edip 4 °C olmasi
saglanir. CO,’i kapatilip Healter digmesine basilip, kivet sicakligi 35 °C ve 1000 bar
basinca gelince Healter digmes kapatilip gazin disar1 gikmasim saglayan kirmizi
vana yavasga agilir. Dikkatlice kivetten disar1 ¢ikartilan ornekler, Gzerlerine Gst
tarafi yapiskanli bantlar yapistirilan kicik metallerin Ustine yapistirilir. Sonra
ornekler hemen altinkaplama makinasimin (Sputtering device, Balzer Union,
Lichtenstein) vakumlama vyerine vyerlestirilip Argon gazinin vanasi agilir.
Vakumlama kabindaki basing 0,1 bar olunca 15 mA“da 1,5 dakika 6rnekler altinlanr.
Daha sonra makina kapatilip 6rnekler rasterelektronmikroskobuna yerlestirilir.



3.3.3 Rasterelektronmikroskobunda galismak

Raster elektron mikroskobundaki analizler XL-Serie, Philips, Niederlande
markal1 mikroskopla yapilmistir. Ornekler TV-Scan Modus'ta incelenecek duruma
getirilip Slow-Scan Modus 1-3 ile calisilmistir. Spotsize 5-6 secilip 10 kV'da
calisilmistir. 14; 31; 62; 125; 250; 500; 1000; 2000 biydltmeleri yapilarak Photo-
Scan Modus secilip ve dijital fotograflar yapilmstir.



3.4 Orneklerin Sodyumdodesilsiilfat-Polyacrylamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ve HPL C icin Haarlanmasi

Cizelge 3.4. Kollajen ekstrasyon asamalarim gosteren diagram
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3.4.1 Proteinlerin Saflastirilmaa (K ollajen Ekstraksiyon) Ve Liyofilizasyon (su
cekme)

Her bir hiicrede ¢ok farkli proteinler vardir. Bir 6rnekten istenilen proteini saf
halde elde etmek oldukga zordur. Proteinlerin fizikokimyasal Ozellikleri, molekil
blyUkligl ve elektriksel yukleri tarafindan belirlenir. Bu 6zelliklere gorede farkli
ayrma yontemleri gelistirilmistir. Bu calismada diyaliz yontemi  6rneklerdeki
proteinleri saflagtirmak igin kullanilmstir. Bu deneyin kisa bir protokol
Cizelge 34
“te gosterilmistir.

Orneklerdeki proteinlerin cevresindeki suyu uzaklastrmak icin NaCl ile,
ornekleri bu tuzdan kurtarmak icin ise % 0,5 Asetikasit ile muamele edilmesi
gerekmektedir. Pepsin, proteinlerin 1 ve 2 zincirli heliks yapisim ¢abuk bozar, ama 3
zincirli kollajen, kollajenaz enzimi ile ve 37 derece sicaklikta muamele edilmelidir.
Bu ¢alismada kollajenler 25-27 °C pepsinle muamele edilmistir. Boylece 6rneklerde
kollajen olmayan yok edilip sadece kollajenler birakilmistir. Daha sonra pepsin
aktivitesini durdurmak icin pH 7,5 e NaOH ile ayarlanmustir.

Toplanilan besin maddelerinin teker teker kag ml oldugu hesaplanmip ve her
birine 45 M NaCl koyup 24 saat oda sicakhiginda magnetik karistiricida
karstirilmustir. Bu arada dializ torbalar1 (Dialysierschlauch, MW 10000 - 12000 Da,
Zellu Trans ROTH 12,05 -45 mm) 10 mM TRISve 1 mM EDTA (1,21 g TRIS +
0,40 g EDTA 1000 ml saf suda ¢ozilir) ¢cozeltisinde kaynatilmistir. Kaynatildiktan
sonra 2 kez saf suyla yikanip kullanilacag: zamana kadar % 0,5 Asetik aside konulup
buzdolabinda bekletilmistir.

4,5 M NaCl’in hesaplanmasi;

5,844 g NaCl 100 mi 1M
26,29 g NaCl 100 mi 45M
45M" lik 100 ml ¢ozeltide 26,29 g NaCl varsa,

X ml besin maddesinde X g NaCl vardrr.




24 saat NaCl bekletilen drnekler 8000 devir 4 derecede 1 saat santrifij
edilmistir. Ustteki sivi kismu cok dikkatlice baska tiplere alinip dondurucuya
kaldirilmustir. 4 litre % 0,571ik Asetik asit ¢ozeltisi hazirlanip magnetik karistiriciya
konulmustur. Onceden hazirlanan diyaliz torbalarinin alt uclar: baglamp, az miktarda
% 0,5 Asetik asit ¢ozeltisiyle karistirilan tortular diyaliz torbalarina dokulmastdr.
Eger besin maddesi tortuyla karisnussa asetik asit koymadan torbaya konulur.
Torbalarin agizlarim baglayip uglarini, igine Orneklerin adlart yazilan kagitlarin
konuldugu tuplerin agiz kismina konulup, kapaklariyla iyice kapatilmistir. Ginde 2
kez asetik asit sollsyonu degistirilip, asetik asit ¢ozeltisi beyaz olana kadar yaklasik
3 gun karstiricida bekletilmistir. 4. giin % 0,57lik asetik asit ¢ozeltisinin icine 0,2 M
NaCl eklenip bir glinde bu ¢ozeltiyle karistiricida bekletilmistir.

0,2 M NaCl’lin hesaplanmas: ;
5,844 g NaCl 1000 ml 0,1M

X g NaCl 4000 ml 02M
X=46,752 g NaCl 4 litrelik % 0,5'lik asetik asit ¢cozeltisinde ¢ozinmeli

Kollajenleri izole etmek icin pepsinle kollajen haricindeki diger proteinler
parcalanmistir. Bunun icin drneklerin pH'lar1 2'ye HCI ile ayarland: ve miktarlar:
hesaplanip her 6rnekte 0,2 mg/ml Pepsin ¢ozeltisi (Serva porcine pepsin, Boehringer
Ingelheim) olacak sekilde pepsin ilave edilmistir.

0,2 mg/ml Pepsin hesaplamasi ;
1 ml'de 0,2 mg pepsin varsa
X ml drnek ¢ozeltimizde X mg pepsin vardir.

Butun 6rneklere toplam kag mg pepsin gerektigini hesapladiktan sonra,
100 mg pepsin 1000 pl"de varsa
X mg (her bir 6rnek icin hesaplanan pepsin) X _ul"de vardir.




diye hazirlanan toplam pepsin cozeltisinden her bir 6rnege eklenecek miktar
bulunmustur.

Pepsin ilave ettikten sonra 24 saat oda sicakliginda karistiricida bekletilen
orneklere tekrar 4,5 M NaCl ilave edilip, 1-2 saat karistiricida iyice berrak olana
kadar karistirilmistir. Sonra pepsinin ¢alismasint durdurmak igin pH 7,01 ile 7,5
arasinda bazik bir degere NaOH ile ayarlanmistir, 8000 devir 4 °C 1 saat santrifUj
edilmistir. Ustteki sivilar tekrar tiiplere konulup dondurucuya kaldirilmstir. Alttaki
tortular: eger sabitse % 0,5lik asetikasit ¢ozeltisiyle, degilse kendi sivisindan ¢ok az
kalacak sekilde birakip iyice karistirilmustir. Elektroforez icin 0,5 - 1 ml, HPLC igin
2 ml ayr1 tiplere konulup, agizlar1 parafilm ile kapatilip, Uzerlerine igne yardimiyla
birkag delik agilmistir. Ornekleri -70 °C”de dondurduktan sonra 1 giin liyofilizasyon
(su cekme islemi) (Fisher Scientific GmbH, Nidderau) islemi yapilmstir.

3.4.2 Sodiumdodesilsiilfat- Poliacrilamid jel Elektrophorezi (SDS-PAGE)

Bir elektrik alanimin etkisi altinda yuklu bir partikilin gé¢ etmesi olayina
elektroforez denir. Bu elektrik alan etkisi ile yuklt partikiller net yuklerine bagli ola-
rak katoda veya anota dogru go¢ ederler. SDS-PAGE protein safliginin kontrold, saf
protein alt yapisinin incelenmesi, molekdl kitlesi tayini, izoenzimlerin belirlenmesi
icin kullanilir. Jel elektroforezi gecikmeli rediiksiyon ve denatire edilmis sartlarda
yapilir. SDS aniyonik bir deterjandir ve proteinlerin hidrofob bdlgelerine baglanarak
aminoasitlere parcalanmasini saglarlar. Bu arastirmada SDS-PAGE ile drneklerde
hiicrelerin hangi tip kollajenleri Urettigi kontrol edilmistir. Osteoblastlar Kollajen tip
| ve Ve sahiptir.

Saf bir protein SDS-PAGE’de tek bir bant verir. Ancak protein alt
birimlerinin farklt molekiler kiitlede ve iyonda olmasi durumunda ise birden fazla
bant gormek mumkindir. Bu calismamin en blyik avantaji proteinlerin molekil
kitlelerinin tayinine olanak saglamasidir. Bu amagla, bilinen molekdl kitlelerine
sahip standart proteinler, karakterize edilecek olan ¢rneklerle aym jel Uzerine
uygulanir. SDS-Poliacrilamid jel elektrophorezi Biometra (Gottingen) firmasinin
makinasiyla yapil mistr.



Poliakrilamid jel, poliakrilamidin bir baglayici (genellikle bis akrilamid) ile
polimerize edilmesi sonucu olusturulur. Poliakrilamid ve bis akrilamid konsantras-
yonlart olusacak jelin yogunlugunu, viskotesini, elastikiyetini ve mekanik
dayanikliligimt belirler. Buna bagli olarak ta jel icinden yuriyecek molekillerin
hareketi, buyUkliklerine ve iyonlarina gore sinirlandirilmig olur. Akrilamidin bis
vasitasiyla polimerizasyonunu katalizlemek amaciyla amonyum per siilfat (APS) ve
tetrametiletilendiamin - (TEMED) kullamlir.  Arajel  (Trenngel) (0,966 ml
Acrylamid/Bis (Biorad), 1,980 ml 3 M TRIS, 3,050 ml safsu, 12 ul TEMED
(Tetramethyethylen, Serva, Boehringer Ingelheim), 40 pl % 10 APS (1 g
Ammonyumpersiilfat  (Serva, Boehringer Ingelheim) 10 ml saf suda 300 pl
aliquotieren ile ¢ozulir.)) Poliacrilamid jelin %" Unl kapsayacak sekilde dnceden
hazirlanan cam plakalar arasina dokulUp, Usti saf su ile tamamlanmstir. Jelin
akiskanligi gidip katilastiktan sonra (15-20 dakika) su dokulup, jele zarar vermeden
plakalar arasinda kalan su kurutma kagichyla alinmistir. Ustjel (Sammelgel) (360 pl
Acrylamid/Bis (Biorad), 918 pl 3 M TRIS, 2,460 ml saf su, 6 pl TEMED, 40 pl %
10 APS) hazirlandiktan sonra arajelin tstiine dokilup, 20 drneklik 6rnek cep taragi
yerlestirilmistir.

Ornekleri 100 pl tampon ¢ozelti (6,25 ml 1 M TRIS (1,21 g TRIS + 6 ml
safsu % 32'lik HCl ile pH 6,8 e ayarlanir ve hacim 10 ml“ye tamamlanir, bu 1 M’lik
TRIS'tir ), 2,5 g SDS (Sodyumdodesilstilfat), 10 ml Gliserol, 25 ml saf su, 3,75 ml %
0,25 Bromphenolblau) eklenip, mikserde iyice karistirildiktan sonra 95 °C 5 dakika
denatiire edilerek, (Thermostat, Eppendorf, Hamburg) 2 dakika buzda sogutulmustur.
Elektroforez kabina bir miktar elektrot tampon ¢ozeltisi (12,1 g TRIS, 17,9 g Tricine,
1 g SDS, 1000 ml“ye saf su ile tamamlanir pH 8,25’e NaOH ile ayarlanir) konulup
cam plakalar1 yerlestirilmistir. Kabin tam Ustt ortilene kadar tampon ¢ozeltiyle
doldurulup, 6rnek cep taragi yavasca cikarilmistir, jel artiklari temizlenip, her bir
ornek cebi siringayla yikanmustir. i1k cebe cilt, ikinciye kemik, tigtincii cebe kikirdak
hiicrelerinden olusan standartlar1 7 pl eklenip, ilk cebe sadece 7 pl tampon ¢ozelti
konulmustur, sonrada 6rnekler 6rnek ceplerine 7 pl eklenmistir. Elektroforez kabr ilk
15 dakika 50 V ta calistirilip, sonra voltaj 70 V”a cikariimustir. Orneklerin yiiriimesi
yariya kadar geldiginde makina durdurulup 7 pl Late Reduktion soltisyonu (20 pl



Mercaptoethanol + 180 pl tampon ¢ozelti) eklenmistir. 10 dakika bekledikten sonra
makinatekrar acilip bltin orneklerin asag1 inmesi beklenmistir (1-2 saat).

Bromfenol Mavi: iyonize olabilen bir boyadir ve elektroforezin kolay

izlenebilmesi icin ortama ilave edilir.
SDS: Her bir iki aminoasit araligina baglanarak yik maskelenir.
Merkaptoetanol: Proteinin tersiyer yapisim bir arada tutan distlfit baglarin

indirger.
Gliserol: Ornek soliisyona bir yogunluk kazandirmas: ve elektroforez
hiicresine uygulandiginda ©rnegin elektroforez tamponunda kolayca

¢cOkmesini saglar.

3.4.3 Elektroforezde Kullamlan Jel Boyama Teknikleri

Elektroforez isleminden sonra jelde proteinlerin belirlenmesi igin organik
(Coomasie Brillant Blue R-250) veya metal tabanli (GUmUs nitrat ile boyama
(Siberfarbung)) boyalar kullanmlir. Coomasie Brillant Blue R-250 ile 1.0-0.5 mg,
GUmis nitrat boyama (Siberfarbung) ile 10 ng protein miktarina kadar olan
proteinler analiz edilebilir.

v Coomasie Brillant Mavi R-250

Elektroforezden sonra jel, Coomassie Brillant Mavi (1,25 g Coomassieblau, 40 ml
Metanolde ¢6zUlir, 200 g Triklor asetik asit 900 ml saf suda ¢ozultr ve bu iki ¢ozelti
karistirilip 1000 ml“ye saf su ile tamamlanir. Bu ¢ozelti kullanildiktan sonra filtre
edilirse 3 kez daha kullanilabilinir.) ile 5 dakika karistiricida bekletilip diger kaptaki
% 7’lik Asetikasit ¢ozeltisine konulmustur. 5., 15., 25. dakikalarda ve 1. saatte
Asetikasit ¢cozeltisi tazelenip 24 saat karistiricida bekletilmistir. Jel, saf suylaislatilan
0zel iki folyo (Gel air cellophane, Bio-rad Laboratories, Kalifornien, USA) arasina
konulup, jel kurutucuda (Gel drying frame, Bio-rad Laboratories, Kalifornien, USA)

kurutulmustur. Bu sekilde uzun siire jel saklanabilir.



v GUmus_nitrat ile boyama (Siberférbung)

Gumis boyama icin tekrar yapilan elektroforezde 15 pl’lik drnek cep taragi
kullanmlmustir. Ornekler ceplere 15 pl eklenmistir.

Elektroforez bittikten sonra cam plaklardan cikartilan jeller 30 dakika
karistiricida tespit ¢ozeltisiyle (1 jel icin; 60 ml saf su, 30 ml % 96°lik Etanol, 10 ml
Asetik asit) tespit edilip, bu ¢ozeltiyi dokildukten sonra 30 dakikada Reduksiyon
cozeltisiyle (4,8 g Sodyum asetat, 45 ml Etanol ve 80 ml saf su karstirilir, pH 6’ya
Asetik asitle ayarlandiktan sonra 150 mg Sodyumtiyosiilfat, 3 ml Glutalaldehit ekle-
nip 150 ml"ye saf su ile tamamlanir) karistiricida bekletilmistir. Bu slire sonunda
jeller 3 kere saf su ile 5’er dakika iyice yikanmustir. 20 dakika gimis nitrat
cozeltisiyle (150 mg GUmus nitrat, 150 ml saf su, 30 pul Formaldehit) karistiricinin
Ustiinde boyanmustir. Bu boya boyamaya baslamadan kisa bir siire dnce hazirlanmp
karanlikta bekletilir. 3,75 g Sodyum karbonat, 270 ml saf su ve 120 pl
Formaldehitten olusan banyo cozeltisiyle kisa ve cabukga yikayip siyahlasan sivi
dokulmistir. Bantlar gorilince de 1 ml Gliserin ve 250 ml'lik % 57lik Asetik
asitten olusan ¢ozeltiyle iyice yikanmustir. Boyama islemler bittikten sonra jeller
bilgisayarda (Biometra, Goéttingen) taranip kurutulmustur.

3.5 Yiksek Performans Sivi Kromatografis (HPLC Y dntemi)

Y Uksek Performans Sivi Kromatografisi, solisyonda ¢oziinmis maddelerin
ayrimin/analizini saglayan bir kromatografi teknigidir. Karisim halindeki farkl
maddeler, kolon icindeki duragan faz ve tasiyici sivi faz arasindaki farkli dagilimlari
nedeniyle ayrilirlar. Farkli hidrofobi sitelere sahip kiigik molekullerin, proteinlerin,
peptidlerin vb. ayiriminda kullaniir (trigliseritler, esterler, yag asitleri, vitaminler,
tatlandiricilar, pestisitler, karbonhidratlar, amino asitler, organik ve aromatik amino
asitler, analjezikler).



3.5.1 CF-1'in (Fibrose Celliilose) Hazirlanmas

Ornekler Adsorpsiyonkromatografi  (fibrose Cellulose, CF-1, Whatman,
Springfield Mill Maidstone, England) igin Aminoasitler, Karbonhidratlar, tuzlar ve
amonyak gibi organik komponentlerden ayristiriimalidir. Bunun icin % 10°luk CF-1

adsorpsiyonsmateryal olarak kullanima hazirlanmstir.

1. 100 g CF-1 3 litre 1 M Sodyumasetat cozeltisinde ¢ozillp, oda
sicakliginda 20 dakika manyetik karistiricida karistirilmistir.

2. Karstiricidan sonra 10 dakika selilozun dibe ¢okmesi beklenip,
Ustteki sivi atil mastar.

3. Alttaki tortu kurutma kagidindan stiziltp, kurumaya birakil mistir.

4. Kurutma kagidindaki seltiloz 3 | 0,5 M NaOH'ta ¢ozilip, manyetik
karistiricida 20 dakika karistirilmis ve gokturiilmistir. Ustteki sivi atilip, alttaki tortu
tekrar kurutma kagidindan sizdlop, kurutulmustur. Bu islem iki kere daha
tekrarlanmustir.

5. Kurutma kagidindaki tortu tekrar 3 | saf su ile sulandirilip, 20 dakika
manyetik karistiricida karistirilip Ustteki sivi atilmug, alttaki tortu tekrar kurutma
kagidindan siiziltp kurumaya birakilmistr.

6. Sonra seliloz 3 | 0,5 M HCl'de ¢ozulip, 5 dakika manyetik
karstiricida karistirilmigtir. Tortu  ¢oktirdlmis, Ustteki sivi atilhip, alttaki tortu
kurutulmustur. Bu islem 2 kez tekrarlanmistir.

7. Bu islemlerden sonra son kurutma kagich 3 1 0,1 M HCI ve % 95
Etanol karisimu ile yikamp, 20 dakika manyetik karistiricida karistirilmas, tortu
cokturulip, Ustteki sivi - atilmig, tortu kurutma kagidindan sizilip kurumaya
brrakil mistar.

8. CF1 3 | saf suyla yikamp, 20 dakika manyetik karistiricida
karstirilmus, tortu coktirilUp, Ustteki sivi atilmis, tortu kurutma kagidindan stiziltp
kurumaya birakilmustir.. Bu islem iki kez yapil mistir.

0. Kurutulan son kurutma kagidi 24 saat, 31 0,1 M Sodyum asetat ve
3mM EDTA dan olusan ¢ozeltide bekletilmistir.



10.  Sonra CF-1 materyali 3 | saf suyla yikanmig, 20 dakika manyetik
karstiricida karistirihip, ¢okturtlmuis, Ustteki sivi atilip, tortu kurutma kagidindan
stiztlUp kurumaya birakilmistir. Bu islem iki kez yapilmistir.

11. CF-1 materyali 10 ml Kloroformda kullamlacagi zamana kadar
saklanmustir.

3.5.2HPLC-Analiz igin érneklerin hazirlanmas ve Hidroliz

HPLC analizi ile kollajenlerin birlesip kemik dokusunu olusturup
olusturmadigi  arastirllir.  Olgun  kollajenlerin  ¢apraz  baglanti  elemanlar:
Lisilpiridinolin (LP) ve Hidroksilisilpiridinolin (HP) Crosslinks, (Sekil 3.9.) HPLC
analizi ile ispatlanabilir.

Orneklerdeki kollajenleri olusturan HP ve LP'nin serbest kalmasi igin
3.5.1°deki gibi suyu alinmig (Iyophilisation) 6rneklerin tzerlerine 6 M'lik 2 ml HCI
eklenip iyice karistirildiktan sonra, hidroliz tiplerine konulmustur. Tupler 24 saat
110 °C Termoblokta (Biometra, Gottingen) inkiibe edilmistir. TUplerin kapaklar ilk
saatlerde sik kontrol edilip, tortulu 6rnekler santrifllj edilerek Gstteki sivi alinmustir.
Bu Hidrolisat™ tan 50 pl Hidroksiprolin igin ayrilmstir.

HP ve LPnin flloresans 6zelliginden dolay: Orneklerdeki HP ve LP
konsantrasyonu kollajen yapisinin bozulmasindan sonra Reverse-Phase-Pompasi ve
FlUoresan Dedektor vasitasiyla kanitlamir. Flioresan dedektorler maddelerin belli
dalga boyunda 15181 absorbe etmesi ve tekrar yansitma Ozelligini Olcer ve her

maddenin fltioresan 6zelligi farklidir.
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Sekil 3.5. Crosslinks Hidroksilisilpiridinolin (HP) ve Lisilpiridinolin (LP)
(Broek, 2003)

3.5.2.1 Adsor psiyonkromatogr afi

Anorganik tuzlari, amonyagi, aminoasitler, karbonhidratlar gibi organik mad-
deleri Pyridinoline HP ve LP'den uzaklastirmak icin Adsorpsiyonkromatografide
prensip olarak % 10'luk CF-1 (Whatman, Springfield Mill Madison, England)

kullanilir.

1) 1 ml 6rnege 1 ml Asetik asit, 5 ml % 10"luk CF-1 (4:1:1 oraminda n-Butanol/
Asetik asit/ Saf su ¢ozeltisinde) konulup, iyice karistirilmistir.

2) Bu karisima 2 ml n- Butanol eklenip iyice karigtirilmis, sonra Polyprep-
Kromatografi filtresinden (40 x 8 mm, 2 um porlu filtre, Bio-Rad, D-Minchen)
sizilmusgtur. Alttaki sivi atilmadan 2 kez daha ayn filtreden tekrar stizilmUistar.

3) Bu islemden sonra alttaki sivi atilip, filtrenin Ustiine iki kez 5 ml % 10"luk
CF-1 konup stizilmUstr.

4) Alttaki sivi atildiktan sonra filtreler temiz tiplerin Usttne yerlestirilip, iki kez
3 ml saf suyla yikanmstir. Cunkd saf su filtrenin tuttugu kollajeni serbest biraktirip
alttaki tlpe gecmesini saglar. Eger filtrede cok az miktarda sivi kalmissa enjektorle
bu siv1 ¢ekilip atilir sonra saf su konulur.

5) -70 °C’de bu karigimi dondurduktan sonra su gektirme islemi (Liofilisasyon)

yapilmistir.



6) Sonra bu drnekler % 0,22°lik 500 pl HBFA'da (Heptafluorbuttersaure)
¢cOzulup, Vortex karstiricida 1 dakika karistirilip, 1 ml analiz siselerine (Firma
Gynkothek, Germering) konulup, HPLC (High performance liquid chromatographie)
(Firma Gynkothek, Germing) makinasiyla analiz edilmistir.

3.5.2.2HPLC iledrneklerin analizi

HPLC bir ayrilma yontemini tammlar, bu yontem tarafindan sivi drnekler
ayrilma cubugunda yuksek basing altinda sivi fazda transport edilirler. Bu yontemde
Adsorptions ve dagilim kromatografisi yontemine daha ¢ok rastlanr.

Pyridinoline (Crosslinks) analizi oda sicakliginda, 0.7 ml/dak. Akint1 hiziyla
yapilmistir. FlUoresans Dedektdr (Fluoreszenz-Dedektor RF 1002, Gynkotek, D-
Germering) 297 nm Ekstinksiyon ve 397 nm Emisyonda yuritalmuistdr.
Kromatografik ayrilmamn gradienti ¢ozelti A ve B tarafindan olusturulmustur.
Cozelti A: Saf suda % 0,22 HFBA (Heptafluro butirik anhidrik)

COzelti B: Asetonitril ve saf suda (80:20) % 0,22 HFBA

1) Baslangicta ¢ozelti A % 81, ¢cozelti B % 19 oraninda hazirlanmustir.
2) 24 dakika icinde ¢ozelti B nin konsantrasyonu % 19 dan % 21"e yuksel mistir.
3) Ondan sonraki 5 dakika icinde ¢ozelti B'nin konsantrasyonu % 100°e
ulagmustur.
4) Kromatografi cubugu (Bischoff chromatography, Leonberg/Germany) 5
dakikada % 100" lUk ¢Ozelti B ile temizlenmistir.
5) Sonra 4,2 dakikada ¢dzelti B nin konsantrasyonu % 19 a inmistir.
6) Cozelti A ve B arasindaki oran son analizin baslangicina kadar 81:19
olmustur.
pMol degerindeki Crosslinks'in (HP ve LP) konsantrasyonu standartlarin
(Osseinhydrolysat; Deutsche Gelatine-Fabriken Stoess AG, D-Eberbach) yardimiyla
belirlenmis ve ayrica kromatografi gubugunda ayrismanin iyi olup olmadiginin
kontrolt burada kontrol edilmistir (Acil ve Mller 1995).



3.5.2.3 Hidroksiprolin Analizi

Orneklerdeki Hidroksiprolin konsantrasyonu bize toplam kollajen miktarin
verir. Hidroksiprolin analizi icin her Hidrolizat'tan (bakimz 3.5.2) 50 ul ayirtilan
preparatlar kullanimistir. Analiz Acil ve Miller (1995) e gore yapilmistir,

96 hiicre bulunan mikrotiterplatede Hidroksiprolinden seyreltilmis iki standart
sirast hazirlanmustir.

1) 100; 83; 50; 41,5; 25; 20,7; 12,5; 10,3; 8,2; 5; 3,1 pug/ml.

Bu orneklerden 30 pl alimp, 1:10 oraminda seyreltilip ve mikrotiterplatenin
hicrelerine yerlestirilmistir.

2) 75;50; 37,5; 25; 18,7; 12,5; 9,3; 6,2; 4,6 pg/ml.

Bu ornek 3 bolim 1. maddedeki standarttan ve 1 bolum saf sudan
olusturulmustur. 30 ul érneklerden alinip bu hicrelerin Gzerine eklenmistir.

Daha sonra 70 pl Propanol ¢ozeltisi (10 ml 2-Propanol + 5 ml saf su) ve 50 pul
ChloramineT (1,4 g ChloramineT + 20 ml saf su + 100 ml Tampon ¢ozelti (34,38 g
Sodyum asetat + 37,50 g Trisodyumsitrat + 5,50 g sitrik asit 400 ml saf suda ¢ozultr,
400 ml 2-Propanol eklenir ve 1000 ml'ye saf suyla tamamlanir.)) mikrotiterplateye
eklenir, 5 dakika oda sicakliginda inkube edildikten sonra 125 pl Ehrlichs reargenz
(1,2 g Dimetilaminobenzaldehit (Serva 20150) + 1,8 ml % 60°lik Perklorasit (Merck
1.00518) + 10 ml 2-Propanol) kullanilmadan kisa bir sire dnce hazirlamp her
hiicreye eklenmistir. 10 dakika 70 °C’de inklibe edilip 550 nm’de spektrometrede

(Plattenphotometer, Molecular Devices, England) okunmustur.



3.6 ELISA

3.6.1 VEGF Analizi (R&D Systems, Orlando, USA)

Analize baglamadan 15 dakika 6nce standardin Uzerine 1 ml kalibrator
eklenip iyice karstirlmistir. Hazirlanan 7 tane plastik tUpin her birine 500 pl
kalibrator konulup, hazirlanan standarttan ilk ttipe 500 pl, ilk tipten de 500 ul alinip
2. tlpe, 2."den 3."ye, bu islemi 7. tlpe kadar yapip, asagidaki cizelgede goruldiugi
gibi degisik konsantrasyonlarda standartlar hazirlanmustir.

Cizelge 3.5. VEGF analizi standart konsantrasyonlari

Standart | 1. tlp 2. tup 3. tup 4. tip 5. tup 6. tup 7.tup
2000 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Mikrotiterplatenin her hiicresine 50 pl Diluent RD1W eklenmistir. Sonra
degisik konsantrasyonlarda hazirlanan standartlardan ve 6rneklerden 200 pl sirayla
hicrelere eklenip, oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir. 20 ml yikama tampon
¢cozeltisi 500 ml saf su ile karistirilip, her hicre icin 200 pl olacak sekilde 3 kez
yikama ¢ozeltisiyle 6rnekler yikanmustir. 200 pl VEGF Conjugate ¢ozeltisinden her
hiicreye ekleyip oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir. Sonra tekrar 3 kez yikama
cozetisiyle yikanmigtir. Kullanmadan 15 dakika o©nce hazirlanan Substrat
solisyonundan (Color Regents A ve B karistirildi) her hicreye 200 pl konulup
karanlikta, oda sicakliginda 20 dakika bekletilmis, bu stre sonunda hticrelere 50 pl
Stop Solution eklenip 450 nm”de spektrofotometre de okunmustur.

3.6.2BMP-2 (R&D Systems, Orlando, USA)

Analize baslamadan 15 dakika dnce standardin Gzerine 1 ml saf su eklenip
iyice karstirilmistir. Ayr bir kapta 20 ml kalibrator ile 200 ml saf suyu karistirilip,
hazirladigimiz 7 tane plastik tlpten 1."sine 800 pl, diger tUplerin her birine 500 pl



kalibrator koyup, hazirlanan standarttan ilk ttpe 200 pl, ilk tuptende 500 pl alip 2.
tlpe, 2."den 3. ye, bu islem 7. tlpe kadar yapilip, asagidaki cizelgede gorildigl gibi
degisik konsantrasyonlarda standartlar hazirlannmustir.

Cizelge 3.6. BMP-2 analizi standart konsantrasyonlari

Standart 1. tlp 2. tup 3. tup 4. tip 5. tup 6. tup 7.tup
20000 4000 2000 1000 500 250 125 62,5
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Mikrotiterplatenin her hicresine 100 pl Assaydiluent RD1-19 eklenmistir.
Sonra degisik konsantrasyonlarda hazirlanan standartlardan ve orneklerden 50 pl
sirayla hicrelere eklenip, oda sicakliginda 2 saat karistiricida bekletilmistir. 20 ml
yikama tampon ¢ozeltisin 500 ml saf su ile karistirip, her hiicre igin 200 pl olacak
sekilde 4 kez yikama c¢oOzeltisiyle ornekler yikanmigti. BMP-2 Conjugate
cozeltisinden her hicreye 200 pl eklenip oda sicakliginda 2 saat Kkaristiricida
bekletilmistir. Sonratekrar 4 kez yikama ¢ozeltisiyle yikanip, kullanmadan 15 dakika
Oonce hazirlanan Substrat soliisyonundan (Color Regents A ve B karistirildi) her
hicreye 200 pl konup karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika bekletilmis, bu sire
sonunda hicrelere 50 pl Stop Solution eklenip 450 nm'de spektrofotometrede

okunmustur.

3.6.3BM P-4 (R&D Systems, Orlando, USA)

Analize baslamadan 15 dakika dnce standardin Gzerine 1 ml saf su eklenip
iyice karistirilmugtir. Hazirlanan 7 tane plastik tipten 1.”sine 900 pl, diger tiplerin
her birine 500 pl kalibratdr konulup, hazirlanan standarttan ilk tipe 100 pl, ilk tipten
de 500 pl alimip 2. tipe, 2."den 3."ye, bu islem 7. tipe kadar yapilip, Cizelge 3.8."de
gorildugi gibi degisik konsantrasyonlarda standartlar hazirlanmustir.

Cizelge 3.7. BMP-4 analizi standart konsantrasyonlari

Standart 1. tlp 2. tup 3. tup 4. tip 5. tlp 6. tup 7.tup

20000 2000 1000 500 250 125 62,5 31,2
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml




Mikrotiterplatenin her hicresine 100 pl Assaydiluent RD1-61 eklenmistir.
Sonra degisik konsantrasyonlarda hazirlanan standartlardan ve 6rneklerden 50 pl
sirayla hiicrelere eklenip, oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir. 20 ml yikama tampon
¢Ozeltisi 500 ml saf su ile karstirilip, her htcre igin 200 pl olacak sekilde 4 kez
yikama cozeltisiyle 6rnekler yikanmustir. 200 pl BMP-4 Conjugate ¢ozeltisinden her
hiicreye eklenip oda sicakliginda 2 saat karanlikta bekletilip, tekrar 4 kez yikama
cozeltisiyle yikanmistir. Kullanmadan 15 dakika o©nce hazirlanan Substrat
solisyonundan (Color Regents A ve B karstirildi) her hiicreye 200 pl konup
karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika bekletilmis ve bu siire sonunda hticrelere 50 pl
Stop Solution eklenip 450 nm”de spektrofotometre de okunmustur.



4BULGULAR VE TARTISMA

4.1. SDS-PAGE

SDS-PAGE elektroforezden elde edilen resimlerde kollajen tip I, 111 ve V'in
a halkalar1 gorulir. a2(1) halkalar: a1(1) halkalar: ile aym molekuler agirliga (95,000
Dalton) sahip olmalarina karsin daha biyuk elektroforetik hareketlilige sahiptir.
Kollgjen tip I11"Un teshisi icin yavaslatici rediksiyon uygulanmustir. Bu sebepten
kollgjen tip I11"Un o halkalar1 a1(l) halkalar1 olarak reaksiyonda yavas yUrGtilmisttr
(Molekuler agirligr 140,000 — 160,000 Da). Kollgjen tip V'in a halkalar: yaklagik
125,000 Da molekiler agirliga sahiptirler.

Besin maddelerinden elde edilen drneklerdeki kollajenler Osteovit®te ve
Chronos®ta kemik standart1 ile aym elektrofretik tepkiyi vermistir. Bio-Oss® un
rhBMP-7 50 ng/ml - bFGF 50 ng/ml ve kontrol grubunda az miktarda, diger
gruplarinda ise kemik standart: ile ayni tepki gézlemlenmistir. Osteovit® te en fazla
bFGF 100 ng/ml, sonrada rhBMP-7 50 ng/ml verilen kiltirde kontrolle gére daha
fazla kollgjen tip | ve Ve rastlanmustir. Bio-Oss® tarhBMP-7 50 ng/ml”de kontrolle
gore fazlakollajen tip | ve V e rastlandi. Chronos® taise kontrole gére rhBMP-7 100
ng/ml”de, rhBMP-7 50 ng/ml”de ve bFGF 50 ng/ml”de fazla miktarda kollgjen tip |
ve Ve rastlanmustur.

Materyaller arasinda bir karsilastirma yaparsak; 100 ng/ml rhrBMP-7 verilmis
Bio-Oss® ve Osteovit® * te ayni, Chronos® ta ise onlara gére cok az kollgjen tip | ve
Ve rastlanmistir. 50 ng/ml rhBMP-7 verilmis Chronos® ve Osteovit®te ayni,
Bio-Oss® “taaz, 100 ng/ml bFGF de Bio-Oss® ve Chronos® ta ayni, Osteovit® te az,
50 ng/ml bFGF verilmis Bio-Oss® ve Osteovit® “te ayni, Chronos®ta cok az, 50
ng/ml rhBMP-7 + 50 ng/ml bFGF verilmis kiiltiirde ise en fazla Osteovit® te, sonra
Bio-Oss”'ta, en az olarakta Chronos® ta kollajen tip | ve V e rastlanmustir. Kontrol
gruplarinda kullamlan bitin materyallerde aym oranda kollajen gozlemlenmistir.
Sekil 4.6. Osteovit®, Sekil 4.7. Bio-Oss®, Sekil 4.8. ise Chronos® tan toplanan besin
maddelerinin kollgjen extraksiyonundan sonra uygulanan SDS-PAGE" de degisik



kollgjen  tiplerinin - a-, pB- ve  y-Komponentlerini gostermektedir.
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Sekil 4.6. Osteovit® 1= Kemik standartinda a-, $12-, p11- und y-Komponentleri;
2= Cilt standart1 ; 3= Kikirdakdoku standart;; 4= 100 ng/ml rhBMP-7 verilen
besinmaddesi; 5= 50 ng/ml rhBMP-7 verilen besinmaddesi; 6= 100 ng/ml bFGF
verilen besinmaddesi; 7= 50 ng/ml bFGF verilen besinmaddesi; 8= 50 ng/ml rhBMP-
7 ve 50 ng/ml bFGF verilen besinmaddesi; 9= blydme faktéri verilmemis
besinmaddesi, 10= bos
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Sekil 4.7. Bio-Oss® 1= Kemik standartinda a-, p12-, p11- und y-Komponentleri; 2=
Cilt sandarti ; 3= Kikirdakdoku standarti; 4= 100 ng/ml rhBMP-7 verilen
besinmaddesi; 5= 50 ng/ml rhBMP-7 verilen besinmaddesi; 6= 100 ng/ml bFGF
verilen besinmaddesi; 7= 50 ng/ml bFGF verilen besinmaddesi; 8= 50 ng/ml
rhBMP-7 ve 50 ng/ml bFGF verilen besinmaddesi; 9= blyume faktori verilmemis
besinmaddesi, 10= bos
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Sekil 4.8. chronoss® 1= Cilt standartinda a-, p12-, p11- und y-Komponentleri;
2= Kemik standarti ; 3= Kikirdakdoku standarti; 4= 100 ng/ml rhBMP-7 verilen
besinmaddesi; 5= 50 ng/ml rhBMP-7 verilen besinmaddesi; 6= 100 ng/ml bFGF
verilen besinmaddesi; 7= 50 ng/ml bFGF verilen besinmaddesi; 8= 50 ng/ml
rhBMP-7 ve 50 ng/ml bFGF verilen besinmaddesi; 9= blyume faktori verilmemis
besinmaddesi, 10= bos



42MTT

MTT tedti kabina 1000 hicre ekilip, buyume faktorleri deneyde kullamlacak
konsantrasyonlarda eklenip, 48 saat sonra sonuclari spektrofotometrede okunmustur.
Bu deneyde hicrelerin yasayip yasamadigi ve hangi bilylime faktord
konsantrasyonunda iyi bir gelisme gosterdigi kontrol edilmistir. Elde edilen
% 3,47 farkla 50 ng/ml

rhBMP-7 ve 50 ng/ml bFGF verilen hiicre kulttrlerinde rastlanmistir. Kontrole gore

sonuclara goére, en iyi hiicre cogalmasina kontrole gore

yapillan degerlendirmede diger kiltlrlerde az hiicre c¢ogalmasina rastlanmustir.
Kontrole gore ikinci rhBMP-7 100 ng/ml, tgiincti bFGF 50 ng/ml, dérdiinct rhBMP-
7 50 ng/ml ve en az ireme bFGF 100 ng/ml verilen kilttrde géralmuUstdr.

4.3. Elisa Sonuglari

Cizelge 4.8, 1. haftada kontrollere gére en yilksek BMP-2 (ireten Bio-Oss® ve
Chronos® kullanilan kiiltiirlerde rhRBMP-7 50 ng/ml- bFGF 50 ng/ml, Osteovit® teise
bFGF 100 ng/ml oldugu gérilmiistiir. 2. haftada Bio-Oss® "ta rhBMP-7 50 ng/ml,
Chronos'ta bFGF 100 ng/ml, Osteovit® te rhBMP 50 ng/ml- bFGF 50 ng/ml oldugu
gorilmustir. 3. haftada Bio-Oss® “ta rhBMP-7 100 ng/ml, Chronos® ve Osteovit® te
rhBMP-7 50 ng/ml oldugu gériilmistir. 4. haftada ise Bio-Oss® “ta bFGF 50 ng/ml,
Chronos® ta rhBMP-7 50 ng/ml, Osteovit®te rhBMP-7 100 ng/ml de diger biiyiime
faktorlerine gore en yuksek BMP-2 Uretimi gozlemlenmistir.

Cizelge 4.8. 1., 2., 3. ve 4. haftalarda kontrollere gore en yiksek BMP-2 Ureten
degisik kemik yedek materyallerinin kultirleri

BMP-2 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
Bio-Oss” | rhBMP 50 ng/ml rhBMP 50 ng/ml rhBMP100 ng/ml bFGF 50 ng/ml
+ %135 %111 %133
bFGF 50 ng/ml
%195
Osteovit® | bFGF 100 ng/ml | rhBMP 50 ng/ml + rhBMP 50 ng/ml rhBMP 50 ng/ml
%98 bFGF 50 ng/ml %116 %106
%89
Chronos® | rhBMP 50 ng/m bFGF 100 ng/ml rhBMP 50 ng/ml rhBMP 100 ng/ml
+bFGF 50 ng/ml %101 %138 %108
% 111




Cizelge 4.9.°de 1. haftada kontrollere gore en yilksek BMP-4 ireten Bio-Oss®
kullanilan kdiltiirlerde bFGF 100 ng/ml, Chronos® tarhBMP-7 50 ng/ml, Osteovit® te
ise rhBMP-7 100 ng/ml”de oldugu gézlemlenmistir. 2. haftada Bio-Oss® “ta rhBMP-
7 100 ng/ml, Chronos® ta bFGF 50 ng/ml, Osteovit® te rhBMP-7 50 ng/ ml + bFGF
50 ng/ml’de, 3. haftada da Bio-Oss® “ta rhBMP-7 100 ng/ml, Chronos® ve
Osteovit®te rhBMP-7 50 ng/ml’de, 4. haftada ise Bio-Oss® ‘tarhBMP-7 50 ng/ml +
bFGF 50 ng/ml, Chronos®ta rhBMP-7 50 ng/ml, Osteovit®te rhBMP-7 50 ng/ml
+bFGF 50 ng/ml“de diger biyume faktorlerine gore en yiksek BMP-4 Uretimi

gozlemlenmistir.

Cizelge 4.9. 1, 2., 3. ve 4. haftalarda kontrollere gore en yiksek BMP-4 Ureten
degisik kemik yedek materyallerinin kultirleri

BMP-4 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
Bio-Oss” bFGF100 ng/ml rhBMP 100 ng/ml | rhBMP 100 ng/ml rhBMP 50 ng/ml
% 791 % 347 % 105 +
bFGF50 ng/ml
% 135
Chronos® | rhBMP 50 ng/mi bFGF 50 ng/ml rhBMP 50 ng/ml rhBMP 50 ng/ml
% 72 % 316 % 176 % 95
Osteovit” | rhBMP100 ng/ml rhBMP50 ng/ml rhBMP 50 ng/ml rhBMP 50 ng/ml
% 99 + % 73 +
bFGF50 ng/ml bFGF50 ng/ml
% 150 % 70

Cizelge 4.10."de elde edilen ELISA sonuclarina bakildiginda 1. haftada ve 2. haftada
Bio-Oss® kullanilan, 2. haftada Osteovit® ve 4. hafta Chronos® kullanilan hiicre
kilturlerinin bittn buyltme faktorlerinde % 100 kabul edilen kontrolle gore daha
diisiik VEGF Uretimi gozlemlenmistir. Genel olarak en iyi VEGF uretimini Osteovit®
4. haftadan elde edilen drnekte gozlemlenmistir. Sonuclara baktigimizda kontrolle
gbre blyume faktorleri arasindan en iyi VEGF Uretimine 1. ve 2. haftalarda
Chronos® materyali, 50ng/ml rhBMP-7 verilen hiicre kiiltiriinde, 3. haftada
Osteovit® li 50 ng/ml bFGF verilen ve 4. haftada ise Osteovit® li 100 ng/ml bFGF

verilen kilttrlerde rastlanmustir.



Cizelge 4.10. 1, 2., 3. ve 4. haftalarda kontrollere gore en yiuksek VEGF Ureten
degisik kemikyedekmateryallerinin kiltdrleri

VEGF 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta

Bio-Oss” bFGF 100 ng/ml bFGF 50 ng/ml bFGF 50 ng/ml | rhBMP-7 50 ng/ml
% 86 % 89 % 110 % 111

Osteovit® rhBMP-7 50 ng/ml bFGF 100 ng/ml bFGF50 ng/ml bFGF 100 ng/ml
% 123 % 99 % 112 % 145

chronos® rhBMP-7 50 ng/ml | rhBMP-7 50 ng/ml | bFGF50 ng/ml rhBMP-7 50 ng/ml
% 136 % 101 % 104 +

bFGF50 ng/ml
% 93

4.4 Farkh Kemikyedekmateryallerinde, Degisik Konsantrasyonlardarh BMP ve

FGF

Buyume

Faktorleri

Uygulanan Hucrelerin

Mikroskobundan Elde Edilen Sonuclari

Raster

Elektron

Cizelge 4.11. Aynmi kemikyedekmateryalinde, aym zaman araliginda, degisik konsan-
trasyonlarda hiicrelere verilen buyume faktorlerinin gelisim siralamalar:

1. Hafta 2. Hafta 4. Hafta
Bio-Oss® | bFGF 50 ng/ml rhBMP-7 50 ng/ml rhBMP-7 100 ng/ml
chronos® rhBMP-7 50 ng/ml rhBMP-7 50 ng/ml bFGF 50 ng/ml
Osteovit® | rhBMP-7 50 ng/ml bFGF 100 ng/ml bFGF 50 ng/ml
Aym kemik yedek materyalinde, aym zaman araliginda, degisik

konsantrasyonlarda hiicrelere verilen blyime faktorlerinin gelisim siralamalari
Cizelge 4.11'de gosterilmistir. Bu siralamaya gore 1. haftada Bio-Oss® bulunan
kilttrlerde bFGF 50 ng/ml verilen érnekte en iyi gelisim gézlemlenmistir. Chronos®
ve Osteovit® kullamlan Kkiiltirlerde ise en iyi gelism rhBMP-7 50 ng/ml’de
g6zlemlenmistir. 2. haftada Bio-Oss® ve Chronos® kullanilan kiiltirlerde rhBMP-7
50 ng/ml”de, Osteovit® te ise bFGF 100 ng/ml’de en iyi gelisim gdzlemlenmistir. 4.
haftada Bio-Oss® kiiltirlerinde rhBMP-7 50 ng/ml verilen, Chronos® ve Osteovit®

kullanilan kdltirlerde ise bFGF 50 ng/ml verilen oOrnekte en iyi gelisim
gbzlemlenmistir.
Cizelge 4.12°ye genel olarak bakildiginda 1. haftada degisik

konsantrasyonlardaki buyume faktorleri ile kullamlan U¢ kemik yedek materyali

arasinda en iyi hiicre cogalmas: Bio-Oss® kullanilan kiiltiirlerde, Chronos® ve



Osteovit® te ise ayni seviyede bir gelisim gézlemlenmistir. 2. haftada yine Bio-Oss®
en iyi, sonra Chronos®, daha sonrada Oseovit®te gelismeler gozlemlenmistir.
4.haftada ise en iyi hiicre gelisimi Bio-Oss® kiiltirlerinde, sonra Osteovit®

kilttrlerinde, sonrada Chronos® kiiltirlerinde izlemlenmistir.

Cizelge 4.12. Farkli kemikyedekmateryallerinde degisik konsantrayonlarda hiicrelere
verilen buytmefaktorlerinin aynt zaman araligindaki gelisim siralamalar; 1:en iyi, 2:
orta derecede gelisme gosteren, 3:digerlerine gore en az gelisme gosteren materyal

BMP2 1.Hafta 2. Hafta 4. Hafta
BioOss® BMP 100 ng/ml 2 1 1
BioOss® BMP 50 ng/ml 2 1 3
BioOss® FGF 100 ng/ml 1 1 1
BioOss® FGF 50 ng/ml| 1 1 3
BioOss” BMP 50 ng/ml +

FGF 50 ng/m| 1 1 1
BioOss® Kontrol 1 1 3
Osteovit® BMP 100 ng/mi 3 2 2
Osteovit® BMP 50 ng/ml 1 3 1
Osteovit® FGF 100 ng/ml 2 2 2
Osteovit® FGF 50 ng/ml 2 3 2
Osteovit® BMP 50 ng/ml +

FGF 50 ng/ml 3 3 2
Osteovit® Kontrol 3 3 1
Chronos® BMP 100 ng/mi 1 3 3
Chronos® BMP 50 ng/ml 3 2 2
Chronos® FGF 100 ng/ml 3 3 3
Chronos® FGF 50 ng/ml 3 2 1
Chronos® BMP 50 ng/ml+

FGF 50 ng/m| 2 2 3
Chronos® Kontrol 2 2

4.5HPLC Analizi Sonuglar1 (hicrelerin farkhilasma durumu)

Kemik kollajen Tip | igin 06zel olan baglar Hidrokslisilpirdinolin (HP) ve
Lisilpiridinolin (LP) miktarlar1 dizenli olarak topladigimiz besin maddelerinde
HPLC analizi yardimyla kamtlanmigtir. Toplam Ornekteki HP ve LP
konsantrasyonlar1 yizde olarak hesaplanmistir. Elde edilen kromatogramlarda x
ekseninde mV" nin blyutkligine bakildiginda HP ve LP'nin karakteristik egrileri



goranur farkhliklar olusturur. Egrilerin alanlari, eklenen maddelerin miktaryla
esittir, bu olgimle ne kadar bilesen var diye hesaplanabilinir. Hicre kultarlerinin
kutuplanmis besin maddelerindeki HP ve LP igerigi belirli bir zaman araliginda
yukselir.

REMdeki fotograflar, elektroforez ve HPLC'de Orneklerdeki protein
konsantrasyonlarimin  sonuclar1 karsilastirildiginda elde edilen verilerin birbirini
destekledigi gozlemlenmistir. Buna gore kontrole gore en yiksek HP
konsantrasyonunun Bio-Oss®'ta 50 ng/ml rhBMP-7 verilen hiicre kiiltiiriinde,
Osteovit®te 100 ng/ml bFGF verilende, Chronos® ta ise 100 ng/ml rhBMP-7 verilen
kiilttirde oldugu gorilmistir. LP konsantrasyonuna ise kontrole gore Bio-Oss™ ta
100 ng/ml bFGF verilen kiiltirde, Osteovit®te farkla 50 ng/ml bFGF verilende,
Chronos® ta ise 50 ng/ml rhBMP-7 + 50 ng/ml bFGF verilen kiiltirde en yiiksek

oranda rastlanmustir.



5. SONUC VE ONERILER

Kemik yedek materyali doku mihendisligi sinirlarinda tasiyici veya enjekte
edilecek materyal icin bir konak olarak kullanilmaktadir ve bu materyal, biolojik
olarak olusmus biomateryallerden dogal veya sentetik nesiller meydana getirir. Bu Ug
boyutlu hiicre tasiyicist sonunda adim adim azalir, ve sonra tek doku
jenerasyonundan elde edilen doku kalir (Howell ve ark. 1997). Biomateryallerin
secimi hiicre kltirine gore yapilir. Bu hticre kitdrleri klinikte kullamlan 6zellikte
olmalidir (Acil ve ark. 2000). Hucre kdlturlerinde iki boyutlu tasiyici materyal
kullamldiginda, dogal olmayan biyumeden dolay: pasajda veya besimaddesi
degisiminde hiicre kaybina rastlamr. Bu sebepten dolayr doku mihendisliginde
hiicreler vicut ekstraseller matriksini drnek olarak gormesi igin Ucboyutlu iskelet
Uzerine yerlestirilmeye baslanmistir (Howell ve ark. 1997). Invitro ortamda kiltire
edilmis hicrelerin invivo ortamdaki hicrelerden farki  unutulmamalidir. Bu
calismada kullanilmis olan hicre kilttrd immunolojik ve histolojik metodlarla in
vivo' da osteoblastlara benzer olarak derecelendirilmistir. Ondan dolayi, hucre
kiltdrinden elde edilmis ekstraselller matrikste, in vivo' dakine benzer fibrillesme
ve degisim olusur. Bu ¢alismanin amaci rhBMP-7 ve bFGF ile stimiile edilen insan
osteoblast hiicrelerinin Uic cesit kemik yedek materyali (Bio-Oss®, Chronos®,
Osteovit®) ile inkilbe edilerek hiicre yogunlugunu ve kollajen sentezini nasil
etkilediginin arastirilmasidir.

Bio-Oss®, osteokonduktiv etkiye sahip, steril, sigirdan elde edilen dogal
kemik mineralidir. Dogal yapisi bakimindan mineralize edilmis insan kemik yapisina
benzer. Bio-Oss® un anorganik kemik matriksi, insan matriksi gibi makro ve mikro
porlara sahiptir. Bu yapisal Ozelliklerinden dolay:r yeni kemigin implantasyon
bolgesinde daha iyi gelismesini saglar. Zaman gegtikce osteoklastlar ve osteoblastlar
Bio-Oss®’'un yerini alirlar. Bio-Oss® gibi kemikten olusmus kemik yedek
materyallerinin iyilesmesi, rezorpsyon ve osteokondiksiyon ile olurken, bu
materyallerde, osteoindiksiyon goérilmemektedir  Sentetik  materyallerinde
osteoindiktif 6zelligi bulunmamaktadir (Gazdag ve Lane, 1995).



Kalsiyum fosfat seramigin en bilinen bilesigi trikalsiyum fosfattir (TKF).
TKF implantlar, TKF toz seklinin naftalin gibi bir tasiyici ile sikistirilmasiyla Uretilir.
Daha sonra tasiyici olarak kullamlan naftalin ortamdan uzaklastirilir ve poroz yapi
ortaya cikar (Jarcho, 1981). Chronos®, sentetik, porlu, boimateryallerle
kullanilabilen, 3- Trikalsiyumfosfat [ Cag (PO4)2] seramikten olusmustur. Gozenekli
seramikler in vivo olarak biyorezorbsiyon gostermediklerinden kalici kemik
implantlar1 olarak degerlendirilirler. Kalsiyum fosfat biyomateryalleri direk olarak
kemik Uzerine fikse edildiginde kemik ile implant arasinda fibroz dokunun
olusmadigi materyallerdir. Bu materyallerin osteogenezisi stimile edebileceginin
disintlmis olmasina ragmen, bu konuda yapilan arastirmalar bu materyallerin
kemik olusumunu indiuklemedigini, ancak sert doku gelisimine uygun olduklarin
gostermektedir (Fonseca ve Walker, 1991). Startym ve Foitzik, 1998 yilinda
kullamma sunulmus olan saf-faz B-TCP seramiginin (B—Tricalcium Phosphate
Ceramic) otolog kanselldz kemik ile kullaniminda histolojik ve radyolojik bulgular:
incelemigler ve B- TCP seramiginin belirtildigi gibi biyouyumlu, osteokonduiktif,
tamamen rezorbe olabilen bir materyal olarak implant cerrahisinde kullaniminin
basaril1 sonuglar verecegini bildirmislerdir. Yapilan arastirmalarda B-TCP nin orta
derecede iyi olarak kabul edilmistir. BMP-2 ile B-TCP kullamminda hticrelerde iyi
bir gelisim gbzlenmistir. Ama B-TCP'de BMP'siz denemelerde rejenerasyon
olmamuistir, implantatin bagdoku kapsiilleri olusmustur (Kubler ve Wiirzler, 1998).

Osteovit®, porlu, mineral, yag, antijen ve enzimlerden ve kemik kollgjen
iskeletten olusmus bir materyaldir. Deproteinize edilmis kemikminerali ve kemik
materyallerinin osteoblastlar ile iyi bir sekilde adepte oldugu godzlemlenmistir
(Howell ve ark. 1997). Kemik defektlerinin iyilesmesinde yumusak ve sert dokular
birbirleriyle yarisirlar. Defekteki hizli gelisen yumusak dokunun hiicreleri defekti
doldurur ve istenilen ozellikteki kemik iskeletinin olusumunu 6nlerler. Osteovit®
kullanildiginda osteoblastlar tarafindan yumusak dokunun gelisimi sinirlandirilir.
Osteovit® in pordz yapisi basamakli kemik yapisini olusturur. Osteovit® in kollajen
matriksinin vicut dokulariyla yer degistirmesi defekt yerine yerlestirilen miktarina
baglidir. Kollajen az da olsa kemik hacmini destekler, ama kemik olusumunu daha
yikseltir. Bio-Oss® ve Osteovit® kemik hacmini arttirma acisindan elverislidir.



Kollajen haftalar iizerine azalir, ona karsi Bio-Oss® aylarca ve yillarca kollajen
ortama verebilir. Kolajen matriks Osteovit® kendi basina ostecinduktif degildir.
Prensipte osteoinduktif proteinleri tasiyici materyal olarak kullanilabilir.

BMP kollajenin matriks odalarinda yeni kemik olusturur. Aym zamanda
Osteovit®in lameller yapisi  osteoinduktif — proteinlerle beraber  kollgjen
resorpsiyonunun yavaslamasini etkiler. In vivo' da bir siire sonra yeni olusan kemik
dokusu ve materyalin ayni oldugu gordlir. Defektin biytklUgine gore degismekle
birlikte, maksimum 1.5 yil icerisinde materyal tamamen rezorbe olmakta ve yerini
normal kemik dokusuna birakmaktadir (Howell ve ark. 1997). BMP'in yaninda FGF
gibi buyume faktorleri daha hizli iyilesme ve degisim igin ortama enjekte edilmelidir.
G0z 6nunde tutulmalidir ki, bu biyume faktorleri morfojenik degil, mitojeniktir, ki
bunlar doku tipine ve konsantrasyonuna bagl: olarak hiicre ¢ogalmasini harekete
gegcirirler. Bir deneysel calismada farelerin alt cene kemiginde PRP ve rhBMP-7 ile
birlikte tastyict materyal olarak Bio-Oss® ve autojen kemik kullanilmustir. Sonuclara
bakildiginda Bio-Oss® veya otojen kemikte olsun BMP-7 ile muamele edilen
kiltirlerde PRP ye gore daha iyi bir hiicre cogalmasi gdzlemlemislerdir. rhBMP-7
arastrmalarinda osteoblast hiicre kultirlerinde materyallerdeki hiicrelerin matriks
sentezini ve hicre yogunlugunu yukseltigi  belirtilmistir (Broek, 2003). bFGF
blyime faktorii olarak endotel hiicrelerde ki mitojenik ve kimyasal aktivitesi
in vitro' da cok guclidur (Sugimori ve ark., 2001). Fare femurunda bFGF" in
anjiogenezi tetikledigi gozlemlenmistir (Ren ve ark. 1997).

Onceki calismalar 1siginda 1., 2. ve 4. haftalarda kiltiri yapilmis insan
osteoblast hticrelerinin olgunlasmis kemige 6zel Kollajen | (I11) sentezleme oranlari
SDS-PAGE eloktroforezinde ve kollajen ¢apraz baglanti elemanlart HP ve LP’in
oranlart HPLC de karsilastirilmistir. Sonugta, Bio-Oss® da ilk iki haftada diger iki
materyale oranla sonuclarin yikksek oldugu, Osteovit® te ise 4. hafta sonunda iyi bir
gelisim gozlemlenmis olup, Chronos®ta biitiin haftalarda hemen hemen ayn:
seviyede bir gelisim gozlemlenmistir. Ayni materyallerde farkli oranlarda biyime
faktorleri verilen kiiltirlerden elde edilmis sonuclarda Bio-Oss®da 1. haftada
50 ng/ml bFGF, 2. ve 4. haftalarda ise 50 ng/ml rhBMP-7 verilen kilttrde en yiksek

oranda yeni kemik olusumuna rastlanmistir. Osteovit®te 1. haftada 50 ng/ml



rhBMP-7, 2. haftada 100 ng/ml bFGF, 4. haftada 50 ng/ml bFGF verilen kulttrde,
Chronos®ta 1. ve 2. haftalarda 50 ng/ml rhBMP-7, 4. haftada ise 50 ng/ml bFGF de
kemik olusumu diger konsantrasyonlara gore daha fazla bulunmustur. Bio-Oss® ta
ilk glinden yeni kemik olusumu baslamis, Osteovit®te osteoblastlar birden degil
zaman icinde yavas yavas gelisme gostermislerdir. Chronos® ta ise deneme siiresince
ayni oranlarda ve diger gruplara oranla daha yavas yeni kemik olusumu
gozlemlenmistir.

In vivo' da BMP c¢ok yuksek dozda kullanilsa bile istenmeyen etkiler
olabileceginden az oranda kullanilir. Cinkti BMP nin yarilanma 6émri kan iginde cok
kisadir (Roldan ve ark., 2004). Sandhu ve ark. kdpek modelinde yaptigi rhBMP-2
calisgmalarinda 6énemli faktorin BMP'nin dozu oldugunu bildirmislerdir (Sandhu ve
ark., 1996).

Dort haftalik arastrma stresinden sonra yapilan REM kontrolleri ile
materyallerde osteoblast hicrelerinin olusturdugu ekstraseliler matriksi, htcre
yogunlugunu, hicrelerin materyal Uzerinde yapismasi ve porlarin icine nasil
yerlestigi  gozlemlenmistir. REM de tek hicreler materyal icindeki porlar ve
araliklar1 kopriler olusturarak veya tamamen doldurarak kapatmislardir. REM
sonuglar: eloktroforez ve HPLC sonuglarini desteklemektedir.

Anjiojenesis damarlarin olusmasindan ©6nceki evrede endotel hiicrelerinin
kimelenmesi ile olusan kapillerlerin dallanmas: ve genislemesi ve kiigik damarlarin
blylylp filizlenmesidir. Kisaca anjiojenesis, yeni damar gelisimi olarak
tammlanmaktadir (Fayette ve ark., 2005). Anjiojenik faktorler; timor hiicrelerinden,
ortamdaki fibroblast ve monosit gibi hiicrelerden ve kollojen matriksin yikilmast
sonucu ortaya cikarlar. Anjiojenezisi uyaran en onemli sitokinler; VEGF ve bazik
fibroblast biyume faktérii (bFGF)'dur (Fayette ve ark., 2005). VEGF kemik
olusumunda anjiojenik protein olarak merkezi bir rol oynar. Cinku yeni kemik yapis
icin kandamar1 ve beslenme yollarimin olusumunda ¢ok 6nemlidir. BMP'ler kirik
iyilesmesinde dnemli rol oynar. Enkondral kirik iyilesmesinin erken evrelerinde
sadece birkag ilkel hiicre pozitif boyanirken, kemik yapimi basladiginda, 0zellikle

ilkel mezenkimal hlcrelerde BMP-2 ve BMP-4'in miktari anlamli oranda



cogalmistir (Fayette ve ark., 2005). Ogteoklastlar da anjiojenik faktorler agcisindan
oldukga zengindirler (Moehler, ve Ho, 2003)

Yukarida belirtilen bilgiler ile ELISA sonuclar1 incelendiginde ortalama
olarak BMP-2 iiretimi kontrollere gére Bio-Oss®ta 50 ng/ml rhBMP-7 + 50 ng/ml
bFGF , Osteovit® te 50 ng/ml rhBMP-7 de fazla ve Chronos® ta kontrolle gére % 4
az 50 ng/ml rhBMP-7 verilen kultirlerde go6zlemlenmistir. BMP-4  Uretimi
kontrollere gére Bio-Oss®ta 100 ng/ml bFGF te fazla , Osteovit®te 100 ng/ml
bFGF'te % 35 az ve Chronos®ta 50 ng/ml rhBMP-7 verilen kiiltirde % 49 az
g6zlemlenmistir. VEGF uretimi kontrollere gére Bio-Oss®ta 50 ng/ml bFGFte
% 11 az, Osteovit®te 50 ng/ml rhBMP-7" de fazla ve Chronos® ta kontrolle gore
50 ng/ml rhBMP-7 verilen kiltirde % 9 az gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak
damarlanma yani anjiogenez Osteovit®te digerlerine oranla fazla, yeni kemik
olusumu Bio-Oss® ta daha fazladir denilebilir.

Bio-Oss®, Chronos® ve Osteovit® ile rh-BMP-7 ve bFGF kullanilarak
yapilmis bir ¢ok arastirmalar vardir ama Uglni bir arada kullanip karsilastirma
yapilmis bir arastirma yoktur. Bu konu ilk olarak bu arastirmada denenmistir.

Burda onemli olan kuilttrlerdeki materyallerin yapilari, nelerden olustuklar:
ve hangi konsantrasyonlarda biyume faktorlerinin verildigidir. Blytme faktorleri
belirli oranda yeni kemik olusumunu desteklerken, optimal konsantrasyonlardan az
veya cok eklenmesi osteoblastlarin gelisiminde olumsuz etkiler yapabilir.
Materyallerin yapilar1 hiicrelerin tutunmasi ve porlar arasinda kopriler olusturmasi
acisindan 6nemlidir. icerdikleri maddeler sonradan materyallin ortamda absorbe

olmasi, alerjik reaksiyonlar olusmamasi ve doku ile uyumu agisindan 6nemlidir.
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