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OZET

Akcay C. (2016). D Vitamini Inkiibasyonu Yapilan Farkli Partikiil
Boyutlarindaki Biyoseramik Greftlerin Insan Osteoblast Hiicre Kiiltiirlerine Etkisinin
Incelenmesi Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, A1z Dis Cene Cerrahisi
ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Cesitli nedenlerle kaybedilen kemigin yerine koyulmasi ve/veya kemik
formasyonunun saglanmasi igin ¢esitli greft materyalleri kullanilmaktadir. Otojen
greftler, greft secenekleri arasinda altin standart kabul edilseler de dezavantajlarindan
dolayr ideal greft materyalini bulmak yolundaki c¢alismalar devam etmektedir.
Biyoseramikler; kolay elde edilebilmeleri, biyouyumluluklarinin yiiksek olmasi,
enfeksiyon riski tagimamalari ve yeni kemik olusumu igin iskelet gorevi gormeleri
sebebiyle siklikla tercih edilen greft materyalleridir. Kemik greftlerine osteoblastik
aktiviteyi arttirmak amaciyla biiyiime faktorleri, mineraller, vitaminler gibi yapilar ile
yapilan ¢alismalar literatiirde biiyiik yer kaplamaktadir.

Calismamizda, D vitamini ile inkiibasyonu yapilan farkli partikiil boyutlarindaki
biyoseramik greftlerin insan osteoblast hiicreleri iizerindeki etkisi 24. 48. ve 72.
saatlerde arastirilmigtir. Arastirmamizda 6 ana grup ve 18 alt grup incelenmistir.
Gruplara MTT ve ALP testleri uygulanmistir. Caligma verileri degerlendirilirken
normal dagilim gostermeyen parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda Kruskal
Wallis testi, ikili degerlendirmelerin Mann Whitney U testi kullanilmistir.

Calismamizin sonucunda, D vitamininin osteoblastlar iizerinde farklilagmay1 ve
osteoblastik aktiviteyi arttirici etkisi oldugu gozlenmistir. Bunun yaninda D vitamininin
osteoblast proliferasyonunu azaltici etkisi oldugu sonucuna varilmistir. Ayni sekilde D
vitamini ile inkiibe edilen greftlerin, D vitamini inkiibasyonu yapilmayan greftlere
nazaran osteoblast farklilasmasini arttirdigi, osteoblastik aktiviteyi stimiile ettigi
gozlenmistir. Farklilasmada 72. saatte gozlenen azalmanin, D vitamininin hiicre
kiiltiriinde aktivitesinin azalmasina bagli oldugu disiinilmiistir. D vitamini
inkiibasyonu yapilmayan greft materyallerinin, osteoblast hiicrelerinde proliferasyonu
istatistiksel olarak anlamli fark olmasa da arttirict etkisi oldugu sonucuna varilmistir.
Greft materyalinin farkli partikiil boyutlarinin osteoblastlar iizerindeki etkisine
bakildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmasa da sayisal olarak biiytik partikiil
boyutlu greftlerin osteoblast differansiyasyonunu arttirirken, kiigiik partikiil boyutlu
greftlerin osteoblast proliferasyonuna daha ¢ok katki yaptig1 gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler : D vitamini, Osteoblast, Trikalsiyum Fosfat, Partikiil
Boyutu, Hiicre kiiltiirii

Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 55890
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ABSTRACT

Akgay, C. (2016). Effects of Bioceramic Grafts in Different Particle Sizes Incubated
with Vitamin D on Human Osteoblast Cell Cultures. Istanbul University, Institute of
Health Science, Anabilim Dalinin Ingilizce Ad1. Doktora Tezi. Istanbul.

Various graft materials are used so as to replace the bone which is lost for various
reasons and/or provide bone formation. Even if autogenous grafts are considered as a
golden standard among graft options, studies are continuing so as to find the ideal graft
material because of its disadvantages. Bio-ceramics are mostly preferred graft materials
for the reason that they are obtained easily, they have high biocompatibility, they bear
no infection risk and they act as a skeleton for new bone formation. For the purpose of
increasing osteoblastic activity of bone grafts; the studies related to structures such as
growth factors, minerals, vitamins take a significant place in literature.

In our study, effects of bio-ceramic grafts in different particle sizes incubated with
vitamin D on human osteoblast cell cultures are researched in 24th, 48th and 72nd
hours. In our study, 6 main groups and 18 sub-groups are examined. MTT and ALP
tests are applied to the groups. When examining the study data, Kruskal Wallis test is
used in intra-groups comparisons of parameters not having normal distribution, Mann
Whitney U test is used in binary evaluations.

At the end of our study, it is observed that vitamin D has an effect on osteoblasts to
differentiate and increase the osteoblastic activity. In addition, it is concluded that
vitamin D has an effect to reduce proliferation. Likewise, it is observed that grafts
incubated with vitamin D are increasing osteoblast differentiation in comparison to non-
incubated grafts, and stimulating osteoblastic activity. It is considered that reduction
observed in 72nd hour depends on that activity of vitamin D reduces on cell culture. It is
concluded that graft materials have an effect to increase proliferation on osteoblast
without being a bearer even if there is no meaningful difference statistically. When
examining the effect of different particle sizes of graft material on osteoblasts, it is
observed that grafts with smaller particle sizes have more contribution on proliferation
while grafts with bigger particle sizes numerically are increasing the osteoblastic
differentiation even if there is no meaningful difference statistically.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 55890



1. GIRIS VE AMAC

Maksillofasiyal cerrahide; c¢enelerin konjenital veya sonradan kazanilmis
malformasyonlarinda, tiimor cerrahisi sonrast defektlerin onariminda, travma veya
enfeksiyon sonrasinda olusan kemik defektlerinde, atrofiye ugramis ¢ene kemiklerinin
augmentasyonunda kemik grefti denilen biyomateryaller kullanilmaktadir. (Hollinger ve
ark., 1996).

Klinik kullanimda defekt ¢esitlerine gore farkli greft materyalleri (otojen greft,
allogreft, ksenogreft, alloplastlar) kullanilmaktadir. Kisinin kendi kemiginden elde
edilen otojen greftler osteojenik, osteoindiiktif ve osteokondiiktif 6zellikleri nedeniyle
altin standart kabul edilseler de bu greftlerin verici alan morbiditesi yaratmasi, kisith
miktarda elde edilebilmeleri ve alici bolgede enfeksiyon riski gibi dezavantajlari

alternatif materyal arayislarina neden olmustur (Deok-Won L, 2010; Choi Y'Y, 2010).

Biyoseramik kemik greftleri (Alloplastik kemik greftleri), tamamiyla sentetik
olarak tretilen kemik rejenerasyon materyalleri olarak tanimlanmaktadir (Kokden
1999). Belli oranda osteokondiiktif 6zellige sahip olan bu materyaller ayni zamanda
biyouyumludur. Defekti tamamiyla dolduracak bigimde yonledirilirler. Ayn1 zamanda

yeni olusan kemik icin iskelet gérevi de gérmektedirler (Garg 2004).

Alloplastlarin avantajlar1 agagidaki gibi siralanmaktadir:

Elde edilmesinin kolay olmasi,

Saklanabilmesi ve steril edilebilmesi,

Biyolojik a¢idan uyumlu olmasi,

Enfeksiyon riski tasimamasidir.

D vitamini dokuda tiretilerek kan dolasimina verilmesi, diger dokular {izerinde
etki gostermesi ve bu etkisinin “feedback” mekanizmalarla diizenlenmesi nedeniyle
daha ¢ok steroid yapida bir hormon olarak kabul edilen, en 6nemli fonksiyonu Ca ve P

minerallerinin plazmadaki normal diizeylerini siirdiirmek olan yapidir.

D vitamininin, kemik metabolizmasinin yani sira immun sistem diizenleyicisi,
kanser hiicrelerinde antiproliferatif etki, insiilin {iretimi, insiilin direncinde azalma
saglama, Sjogren sendromu, sistemik lupus eritematozus gibi otoimmun hastaliklarda

koruyucu olma o6zelligi, konjestif kalp yetmezliginde korumay: arttirma gibi bir ¢ok



etkisi bulunmaktadir. Ayrica D vitamininin kemik hiicreleri olan osteoblastlar ve

osteoklastlar lizerine D vitamini reseptorii araciligiyla direk etkileri de bulunmaktadir.

Hiicre kiiltiirleri, canli dokularin viicut disinda yasatilmasi, siirekli liretim ve
gelisimini ifade etmektedir. Canli yapilardan elde edilen dokular, viicut isilarinda
kiiltire edilmekte ve viicudun oOzgiin fizyolojik durumunu taklit eden besleyici

ortamlarda beslenerek ¢ogaltilmaktadir (Doyle ve ark. 1993, Helfrich ve ark. 2003)

Hiicre ya da doku Kkiiltiirii ¢alismalar1 son yillarda uygulamada biiyiik bir gelisim
gostererek dis hekimligi de dahil olmak {izere modern bilimin bir ¢ok dalinda kendine
yer bulmusg, hayvan ve insan haklarina gosterilen sayginin artmasina paralel olarak

onemi de o derece artmistir. (Doyle ve ark. 1993, Helfrich ve ark. 2003)

Calismamizin amaci, biyoseramik greftlerde tasiyict madde olarak kullanilan D
vitamininin ve farkli partikiil boyutlarindaki biyoseramiklerin insan osteoblast

hiicrelerine etkilerini in vitro olarak gézlemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik Dokunun Anatomisi

Kemik; yiiksek seviyede damarlanma ve innervasyona sahip, mineralize bir bag
dokusudur (Fernandez ve ark., 2006). Sekil ve rijidite saglamak, organizmadaki diger
dokulara destek olmak, bu dokular1 korumak ve hareket kabiliyeti saglamak kemigin
temel fonksiyonlarindandir (Data ve ark., 2008). Ayrica mineral metabolizmasina, Ca
(kalsiyum) ve POg (fosfat) minerali deposu gibi gorev yaparak da onemli katki saglar
(Hadjidakis ve Androulakis, 2006). Kemik dokusunu, kemik hiicreleri ve kemik
matriksi denilen hiicrelerarast madde olusturur. Kimyasal yapisinda ise %71 oraninda
inorganik tuzlar [kalsiyumfosfat (Ca3(PO4)2) ve kalsiyumhidroksiapatit], %18,5
kollajen, %0,25 mukopolisakkarid, %1,75 protein ve %8,5 de su bulunur (Akay, 2001).

2.1.1. Kemik Matriksi

Kemik matriksi; organik ve inorganik elemanlardan olusan kemik hiicreleri
arasinda kalan hiicreleraras1 maddedir. Kemik dokunun islevini ve fonksiyonlarini
yerine getirebilmesi, organik ve inorganik komponentlerin birbiri ile uyumlu olmasina
baglidir. Toplam kemik doku agirhiginin yaklasik %20’ sini su olustururken, hacim
olarak biiyiik ¢ogunlugu ise kollajen olusturur. Kuru kemik agirliginin %60-70" ini
inorganik Caz(PO4). tuzlar1 olustururken, %30-35’ ini ise organik fibrdz protein ve
kollajen fibriller olusturur (Junquera ve Carneiro, 2006; Kierszenbaum, 2002; Bancroft
ve Stevens, 1996).

2.1.1.1. Organik Matriks

Kemik organik matriksi, %90’ 1 kollajen, geri kalan kismi nonkollajenoz
proteinler, peptitler, karbonhidratlar, lipitler igeren ve osteoid denilen osteoblast
hiicreleri tarafindan salgilanan mineralize olmamis organik yapidan olusan kisimdir.
Kemik organik matriksini olusturmada gorev alan nonkollajendz proteinler genellikle
osteonektin, osteopontin, osteokalsin ve osteoprotegerinlerdir. Bu proteinlerin gérevleri
tam olarak bilinmemekle birlikte, kemik mineralizasyonunda, biiylime faktorlerinin
salinmasinda, organik matriks kalsifikasyonunda ve kemik hiicrelerinin organik

matrikse tutunmasinda fonksiyon gosterdikleri diisiiniilmektedir.

Kemik dokunun direncini ve sertligini, inorganik madde ve organik maddenin

uyumlu sekilde olmasi saglar. Kemik dokudan organik matriks ¢ikarildiginda kemik



doku seklini korumaya devam eder ancak kirilma direnci azalir, toz haline kolayca
gelebilir (Janqueria ve Carneiro, 2006; Kierszenbaum, 2002; Bancroft ve Stevens,
1996).

2.1.1.2. inorganik Matriks

Kemik doku matriksinin kuru agirhiginin %50° sini inorganik maddeler
olusturur. Kemik inorganik elemanlarinin basinda Ca, PO, sitrat, bikarbonat (HCO3),
magnezyum(Mg) ve sodyum(Na) gibi mineral ve bilesikler gelir. Ayrica organizmadaki
toplam Ca miktarinin %99’ u, P miktarinin %85’ i, Mg ve Na miktarmin %40-46 s1
kemik doku-iskelet sistemindedir. Ca ve PO4 mineralleri, kemik kollajen fibrillerinin
yaninda, amorf madde ile birlikte i¢ ice, organize hidroksiapatit kristalleri seklinde
kemikte bulunurlar. X 1sinlar1 kirinim yontemi ile yapilan arastirmalarda; Ca ve P,
Ca10(POs4)s(OH). kompozisyonunda bilesik olusturarak hidroksiapatit Kristallerini
meydana getirdigi gozlenmistir. (Janqueria ve Carneiro, 2006; Kierszenbaum, 2002;
Bancroft ve Stevens, 1996). Hidroksiapatit kristallerinin en énemli fonksiyonu kollajen
lifler ile 6zel dizilim olusturarak, osteoid mineralizasyonu sayesinde kemik dokunun

dayamkliligi ve sertligini saglamaktadir. (Ozyigit, 2007).
2.1.2. Makroskopik Olarak Kemik Tipleri
2.1.2.1. Kompakt Kemik

Kompakt kemik; solid, araliklari olmayan ya da ¢ok az bosluklu kemik dokudur.
Kompakt kemiklerde bulunan lameller, Havers sistem lamelleri, interstisyel sistem
lamelleri, i¢ ve dis sirkumferansiyel lameller olmak iizere ii¢ sekilde dizilim gosterir.
Havers sistem lamelleri, diizensiz silindir seklinde olup ortalarinda Havers kanallarini
bulundururlar. Bu lameller ile Havers kanalindan olusan biitiin yapiya “osteon” adi
verilir (Sekil 1). Kompakt kemiklerde, ilgili dokunun ¢ogunlugunu osteon biitiinliikleri
olusturur. Osteonlar arasinda kalan bolgelerde de degisik yonlerde izlenen ara lameller
bulunur. Kompakt kemiklerin i¢ ve dig yiizleri ise, sirkumferansiyel lameller ile
cevrelenmistir. Dig sirkumferansiyel lameller, i¢ sirkumferansiyel lamellerden daha

kalin yapilardir. (Bayar, 2004).
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Sekil 1: Kompakt kemigin enine Kkesiti ve osteon yapisi

Kompakt kemigin, dis ve i¢ yiizeyleri zarlarla ortiiliidiir. D1 yiizeyde bulunan
zara periosteum(periost), i¢ yiizeyde bulunana ise endosteum(endost) ad1 verilir. Periost,
perikondriyum gibi gelismekte olan kemiklerde iki katlidir. Bunun dis kat1 fibroz bag
dokusundan yapilmisken, i¢ kat1 daha cok hiicreseldir. Endost, periosta kiyasla ¢ok daha
ince ve tamamen hiicresel bir zardir. Periost damardan zengindir. Periosttaki damarlar,
birbirlerine de baglanan wolkman kanallar1 ile Havers kanallarina ulastiginda, Havers
kanallarin1 periosta baglarlar. Damarlarin dagilimi sirasinda, damarlarin ¢apr giderek
kiiciildiigiinden, Havers kanallar1 icinde kapiller tipte kan damari bulunur (Simsek,
1998).

2.1.2.2. Spongioz Kemik

Aralarinda sement ¢izgileri olan bir ¢ok lamelin biraraya gelmesiyle olusan
kemik trabekiillerinden meydana gelen kemik tipine spongiéz kemik denir. Bu kemik
tiriinde kiiglik kalsifiye kikirdak adaciklar1 da bulunabilir. Sadece biiytik trabekiillerin
icinde kiicik Havers sistemleri goriiliir ancak ortalarinda kan damarlar
bulunmamaktadir. Kiigiik ve ince trabekiillerde ise, mozaik gibi birlesmis tiggen sekilli
lameller bulunur. Trabekiiller aralarinda bosluklar birakarak ii¢ boyutlu kemik agi
olustururlar (Sekil 2-A). Trabekiillerin aralari endosteumla ortiiliidiir ve kaviteleri
kemik iligi ile doludur (Sekil 2-B) Kompakt kemiklerdeki diizenli kollajen lif
diziliminin (Sekil 3-B) aksine spongioz kemiklerde kollajen dizilimi gelisiglizeldir

(Sekil 3-A) (Simsek, 1998).



Osteoblastlar

Osteoklast

Kemik iligi ve kan damarlar:
Lamella

B iceren drgiilii yap1 Kanaloklar Osteosit

Sekil 2: Spongiéz kemigin morfolojik yapisi: (A) Kanselloz kemigin gevsek
trabekiiler yapisinin goriinimii. (B) Kanselloz kemigin trabekiiler yapisinin ve
kemik iligi ile kan damari igeren 6rgiilii yapinin sematik goriintimii.

Dis taraftaki diizgiin, dens bir kortikal (kompakt) kemik tabakasi ile i¢ taraftaki
spongioz trabekiiler (kansell6z) kemik kombinasyonu asir1 bir yiik olmaksizin kemige
yeterli direnci sagladigi gibi genislemis kemik yiizeyindeki hizli formasyon ve
rezorbsiyon da degisen metabolik ihtiyaglara cevap verilebilmesini saglar. iskelet
dokusunda metabolik yanitlar 6zellikle trabekiiler kemik ylizeylerinde ve korteksin
endosteal ylizeyinde ortaya c¢ikar. Buna ragmen, siddetli hiperparatiroidizmde gelisen
subperiosteal rezorbsiyonda oldugu gibi, korteksin periosteal yiizeyi de kalsiyum

diizenleyici hormonlardan etkilenebilir (Alpar, 1980).

Sekil 3: Kanselloz ve kortikal kemigin kollajen yapilari: Kansell6z ve kortikal
kemigin kollajen yapilar1 (A) Tipik, gelisigiizel kollajen lif dagilimu sergileyen kansell6z
kemik kesiti. (B) Kortikal kemikte kollajen liflerinin diizenli paralel ve Havers sistemini
olusturan yapisini gosteren kemik kesiti (Junqueira L. C. ve Carneiro J. Basic Histology,
10th ed., McGraw- Hill, New York, Chapter eight, page: 145-6, 2003).



2.1.3.1. Primer Kemik

Intrauterin hayatta embriyolojik gelisim siirecinde olusan, ayrica kirik veya
diger kemik onarimlarinin baslangic safhasinda ortaya g¢ikan ilk kemik dokusuna
primer kemik adi verilir. Primer kemikte bulunan kollajen iplikler, diizensiz kollajen
demetler halinde olup dagmik seyrederek agsi yapilar olusturur. Bu kemik doku,
osteoblast hiicreleri ile doseli diizensiz vaskiiler bosluklar ve kollajen fibrillerden
meydana gelmektedir. Sekonder kemige gore, mineral yapilar1 daha azdir. Ayrica lamel
icermezler ve sekonder kemige nazaran daha fazla osteositleri vardir (Janqueria ve
Carneiro, 2006; Martin ve Burr, 1989). Yeterince kalsifiye odaklar igermeyip, bol
miktarda hiicreden olusmaktadir (Sekil 4-A). Temel maddesi yeterince Kkalsifiye
olmamistir. Doku hiicrelerden olduk¢a zengindir. Primer kemik yetiskinde kafatasindaki
yasst kemik eklemlerinde, dis alveol kemiklerinde ve tendonlarin kemige tutundugu
bolgeler gibi birka¢ bolge disinda, yerini 3-4 yasindan sonra lamellar kemige birakir,
yeniden yapilanma ile kortikal veya kanselloz kemige doniistir (Janqueria ve Carneiro,
2006).

2.1.3.2. Sekonder Kemik

Postuterin (yetiskin) donemde gozlenen yogun lameller kemik dokusuna
sekonder kemik denilmektedir. Bu lamellere, kemik lameli ad1 verilmektedir. Her lamel
icinde bulunan kollajen fibriller birbirine paralel seyrederken, diger lamellerdeki
kollajen fibrillere ¢apraz ve spiraller yaparak komsuluk eder. Kollajen fibrillerin bu 6zel
seyirleri sekonder kemige dayaniklilik kazandirir. i¢ ice gecmis bu lameller, kemigin
uzun eksenine paralel olarak dizilen Haversian kanallarinin etrafinda bulunurlar.
Icerisinde damar sinir paketi bulunan bu kanallar ve onlar1 cevreleyen lamellere
“Havers Sistemi” veya “Osteon’ ad1 verilir. Kemik yiizeyine dik olarak konumlanan ve
kemigin i¢ ve dis ylizeylerinin birbiriyle iletisimini saglayan diger kanal sistemine
“Volkman Kanallar1” adi verilir (Sekil 4-B) (Duthie ve ark., 1989; Soydan, 1985;
Hollinshead, 1985;). Eriskinlerde bulunan kemik dokusu genellikle sekonder kemik
dokusudur. (Miiftiioglu, 1993)



Sekil 4: Primer ve sekonder kemigin histolojik goriiniimii: A) primer kemik B) seconder
kemik

2.1.3.3. Komposit(Bundle) Kemik

Primer kemikten, sekonder kemige gelisim sirasinda lameller kemigin woven
kemikle birlikte goriildiigli kemik yapiya komposit(bundle) kemik adi verilir. Cizgisel i¢
baglantilara sahip olan bu kemik, 6zellikle eklemlerin ve eklem ligamanlarinin etrafinda

bulunmaktadir. (Garg AK, 2004).
2.1.4. Kemik Dokunun Hiicre Biyolojisi
2.1.4.1. Osteoblastlar

Kemik yapimindan sorumlu hiicrelere osteoblast adi verilmektedir. Kemik
yapimi sirasinda bolca gozlenen bu hiicreler, sekillenmekte olan kemik trabekiillerinde
ya da lamel ylizeylerinde tek sira halinde dizilmis olarak bulunurlar. Yogun olarak

bulunduklar1 bir baska yer ise periosttur.

Mikroskopik olarak ilk bakista tek katli epitel hiicresine benzetilirler ancak
aktivasyonlarina gore kiibik, prizmatik veya basik sekilli olabilirler. Cekirdekleri
Okromatik olan bu hiicrelerin sitoplazmalari graniillii retikulumdan ve golgi cisminden
zengindir (Sekil 5). Bu o6zellikleri osteoblastlarin yiiksek metabolik aktiviteye sahip

olduklarini gosterir.



Sekil 5: Osteoblastlarin mikroskopik goriintiisii

Osteoblastlar ~ kemik  matriksinin ~ kollajen  fibriller,  proteoglikanlar,
glikozaminoglikanlar ve glikoproteinler gibi organik kismini salgilamakla gorevlidir.
Hentiz kireglenmemis haldeki bu temel maddeye osteoid adi verilir ve osteoblastlar
kendi salgiladiklart bu osteoid doku ic¢inde gomiili kalirlar. Osteoblastlar,
osteoprogenitor hiicrelerden farklilasir. Metabolik olarak aktif salgi hiicreleridir.
Osteoblaslatlarin sitoplazmalarinda bulunan bol miktardaki alkalen fosfataz(ALP)
enzimi, hiicrenin temel madde igerisinde Cas(PO4). halinde Ca depolanmasini
ayarladigint gosterir (Jungueira ve ark., 1998; Saglam, 1987; Soydan, 1993; Thibodeu
ve Patton, 2002).

Osteoblastlar, matriks komponentlerinin diizenlenmesi ve aktif matriks
depozisyonu gorevleri sirasinda iki ayr1 hiicreye farklilasabilirler. Bu hiicreler
osteositler ve kemigi sinirlandiran hiicreler olarak isimlendirilir. Kemigi sinirlandiran
hiicreler, kemik dokusu vyiizeyini saran ancak hiicresel sentezleme aktivitesi
gostermeyen hiicrelerdir. Osteositler ise ince selliiler yapiyla diger kemik hiicrelerine
baglanan ve mineralize kemik matriksi i¢inde yildiz seklinde bulunan hiicrelerdir.
Osteositler, hiicreler ve kemik dokunun hiicresel olmayan boliimiiyle genis temas alani
olusturacak sekilde organize olur. Bu organizasyon sayesinde kan Ca hemostazinin

diizenlenmesi (Branemark ve ark., 1969); mekanik yiikiin algilanmas1 (Branemark ve
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ark., 1977) ve bu bilginin kemik i¢indeki diger hiicrelere iletilmesi gibi islevleri yerine
getirir.

Osteoblastlar hiicre yiizeylerinde ve sitoplazmalarinda paratiroid hormon, 1,25-
dihidroksivitamin D ve sistemik gelisim diizenleyiciler i¢in 6zel reseptorlere sahiptir.
Prostoglandinler ve kemik doniistiiren gelisim faktorleri gibi diizenleyicilerin lokal
kemik olusumunun diizenlenmesinde otokrin faktorler icinde en Onemli kaynak
olduklar1 agiktir. Osteoblastlar kemik yapiminin yani sira remodeling siirecinde kemik
rezorbsiyonunu tetikleyebilir. Bu aktivasyon basamagi sekil degisimlerini veya
plazminojen aktivatorii gibi proteolitik enzimlerin sekresyonunu igerebilir. Bu
degisiklikler mineralize kemik yiizeyine osteoklastlarin girigini arttirabilir. Osteoblastlar
ayrica osteoklastlar1 aktive eden faktdrleri de salabilir (Becker, 1990; Rose ve Oreffo,
2002).

2.1.4.2. Osteoklastlar

Kemigi ve kalsifiye kartilaji rezorbe eden, kemik doku yikimindan sorumlu
hiicrelere osteoklast adi verilir. Tek ¢ekirdekli 6ncii hiicrelerin flizyonu ile sekillenen bu
hiicreler, genis ve ¢ok cekirdeklidir (Sekil 6). Osteoklastlarin 6ncii mezenkimal
hiicrelerden ¢ok hematopoetik kok hiicrelerden tiiredigi tahmin edilmektedir.
Osteoklastlarin hiicre sekli, monosit-makrofaj serisinden kaynak alsa da makrofajlarda
bulunan yiizey belirtecleri osteoklast yiizeylerinde bulunmaz. Osteoklast ve monosit
oncii  hiicrelerinin  sekilleri  differansiyasyonun erken donemlerinde birbirinden

farklilasir. (Rose ve Oreffo, 2002).

Sekil 6: Osteoklastlarin mikroskopik goriiniimii
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Osteoklast hiicrelerinin sitoplazmalar1 bol miktarda mitokondri, pek ¢ok
lizozom ve osteoblastlara nazaran daha az piiriizlii endoplazmik retikulum igerir.
Osteoklast1 diger hiirelerden ayiran en 6nemli Ozelliklerden biri aktif rezorbsiyon
alanina komsu burusuk, yiizeyden kabarik bir sinirinin bulunmasidir. Bu sinirin
etrafinda temiz bir bolge vardir. Bu bdlgenin islevi osteoklastin kemige tutunmasi ve
lizozomal enzimler araciligiyla hidrojen iyonlarmin yiiksek konsantrasyonda
korunabilmesi i¢in burusuk hiicre sinirinin hiicre dist sividan izole olmasini saglamaktir.
Hiicre, disa donmiis dev bir fagolizozom goriiniimiinii taklit eder (Sekil 7). Osteoklast
hiicreleri, asit fosfataz enziminden zengin olmasinin yani sira, bolca lizozomal enzim ve
hidrojen (H) iyon sekresyonuna yardimci olan karbonik anhidraz igermektedir. H
iyonlari, mineral mobilizasyonunun yani sira kemik matriks komponentlerini (diisiik bir
pH da kollajeni de igerir) azaltabilen lizozomal enzimlerin aktivasyonunda da
onemlidir. Osteoklastik kemik rezorbsiyonu hyaluronik asit sentezindeki bir artisla da
birlesir (Becker, 1990; Rothman ve Simeone, 1975).

Osteoklast —__ Kilcal kan damari

—

¥
D Lizozomlar
é CO, + HO—=[H*]+ HCOZ

Dairesel
saydam
kusak

Kemik matriksi Distik pH ve lizozom enzimlerinin
bulundugu mikro gevre

Sekil 7: Osteoklast hiicresi tarafindan kemik dokunun yikilmasi

2.1.4.3. Osteositler

Osteoblastlarin  fonksiyonlarinin ve morfolojik 6zelliklerinin  degismesiyle
meydana gelen kemigin esas hiicrelerine osteosit ad1 verilir. Osteoblastlarin, osteositlere
doniisiim siirecinde hiicrede c¢ok sayida protoplazmik uzanti meydana gelir, ayrica

hiicrenin protein sentezleme kapasitesi belirgin oranda diiser. Hiicrede meydana gelen
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protoplazmik uzantilar sayesinde, hiicreler kemik dokuda osteonlardaki diger
osteositlerin uzantilar1 ve ylizey osteoblastlarinin uzantilar ile baglanti olusturur (Sekil

8). (Alpar, 1980).

= i » » .

=
b e

Sekil 8: Osteositlerin mikroskopik goriiniimii

Osteositlerin protein sentezleme kapasitelerinin olmamasinin yani sira bu
hiicreler Ca metabolizmasinin diizenlenmesinde osteoblastlar kadar anlamli bir rol
oynamamaktadir. Osteonal remodeling i¢in en 6nemli uyaran kemikte meydana gelen
harabiyettir. Bu tip bir harabiyet genellikle fiziki strese maruz kalan kemik dokusunda
ortaya ¢ikar. Meydana gelen harabiyetin tamiri i¢in osteoklastlarin ilgili bolgeye go¢
etmesi ve aktif bir rezorbsiyon sahasi olusturmalar1 gerekmektedir. Osteoklastlar,
osteositler tarafindan aktive edilmektedir. Osteosit hiicreleri osteoklastlarla siirekli
temas halinde bulunurlar ve harabiyette ilk etkilenen hiicreler olduklari ig¢in
osteoklastlart uyararak rezorbsiyonu tetikleyen hiicre gorevini {istlenirler. (Bayar,
2004).
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Osteosit ' -
&4 ) Osteosit

Sekil 9: Kemik hiicrelerinin farklilasma yollarinin sematik olarak gosterimi: Osteoklastlar,

kemik iliginde yer alan makrofaj onciilerinden koken alan
monositlerin fiizyonuyla olusur. Osteoprogenitor hiicreler ise kemikteki
aktiviteye gore osteoblastlara, osteoblastlar da osteositlere farklilasabilir

(Kierszenbaum A.L. Histology and Cell Biology: An Introduction to Pathology,
Moshy Inc., St. Louis, Chapter 5, page 127, 2002).

Kemik doku iizerine gelen fiziki stresten ve travmadan en ¢ok etkilenen hiicreler
osteositler ve yiizeyde yerlesmis osteositlerle iliskide bulunan osteoblast hiicreleridir.
Hayvan calismalarinda osteositlerin bu uyarilara en erken cevap verdigi gozlenmis,
hiicrelerde glikoz-6-fosfat dehidrojenaz aktivitesinin ve RNA (Ribo Niikleik Asit)
miktarinin arttif1  belirlenmigtir. Travma ve fiziki stresle ortamda artan PGE
(Prostoglandin E) ve PGE-2’ nin bu olaylarin mediatorii olabilecegi diistiniilmiistiir.
PGE’ nin ylizey osteoblastlar1 tarafindan salinirken, PGE-2" nin hem ylizey
osteoblastlart hem de osteositler tarafindan meydana getirildigi immiino-kimyasal

caligmalarla dogrulanmistir. (Alpar, 1980)
2.1.4.4. Osteoprogenitor Hiicreler

Kemik dokunun esas hiicreleri olup mezansimden kaynak alan hiicrelere
osteoprogenitor hiicre adi verilir. Genel olarak bu hiicreler asidofilik sitoplazmalidir.
Periosteumun i¢ katmaninda, Havers kanallarinda ve endosteumda yer almaktadirlar. Bu
hiicreler mitoz boliinmeyle olgun kemik hiicrelerinde farklilagma gostermektedirler
(Sekil 9). Kemiklerin biiylimesinde, herhangi bir kirik ya da zedelenme durumlarinda

aktif duruma gelirler ve boliinerek osteoblast hiicrelerine doniistirler.
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2.1.4.5. Kemikteki Diger Hiicre Tipleri

Kemik doku igerisinde ana hiicreler olan osteoblast, osteoklast, osteosit ve
osteoprogenitdr hiicreler disinda baska hiicreler de bulunabilmektedir. Ornegin kemigin
osteoklastlar tarafindan rezorbe edilmesinden sonra rezorbsiyon alaninda makrofajlar
gozlenebilir. Makrofajlarin fonksiyonu belirsizdir, ancak tam olarak sindirilememis
rezidliel matriksi kaldirabilirler. Bu ylizden lizozomal enzimler yaninda kollajenaz da
salgilarlar. Makrofajlar ayn1 zamanda kemik rezorbsiyonu igin gii¢lii bir stimiilator
olmalarinin yaninda osteoblast oncii hiicrelerinin kopyalanmasini stimiile eden ve
remodeling dongiisiinde formasyon fazin1 baslatabilen I1L-1 (Interlokin-1) ve PGE-2nin
de kaynagidir. Lenfositler de kemik rezorbsiyonuna yol acan faktorlerin

salgilanmasinda rol oynayabilir.

Fibroblastik hiicreler lokal diizenleyicilerin salgilanmasinda rol oynayabilir.
Somatomedin veya insiilin benzeri gelisim faktorii (IGF-1) fibroblastlar tarafindan

tiretilebilir ve kemik gelisimi lizerinde gii¢lii bir stimiilasyon etkisi vardir.

Mast hiicreleri rezorbe kemige komsu bulunabilir ve bazi kiiltiir sistemlerinde

gosterildigi gibi kemik rezorbsiyonunu arttiran heparin tiretebilirler.

Son olarak, endotelyal hiicreler de kemik metabolizmasinda rol oynayabilir. Bu
hiicreler gelisim faktori tretir ve kemik rezorbsiyonunu stimiile eden ve kemik kan

akimini da etkileyebilen prostasiklinin en 6nemli kaynagidir (Becker, 1990).
2.2. Kemik Zarlari

Biitiin kemikler i¢ ylizeylerde endosteum ve dis ylizeylerde de periosteum adi

verilen osteojenik hiicrelere sahip zarlar ile ortiiliidiir.
2.2.1. Periosteum

Periosteum, kemikleri saran (eklem kikirdag: ile ortiilii ylizeyde, tendon ve
kaslarin yapisma yerlerinde bulunmaz) kaba, vaskiiler ve siki bir bag doku tabakasidir.
Di1s tabaka fibr6z bag dokusu goriiniimiindedir ve siki bir damar ag1 igerir, hiicreden
zengindir. I¢ tabakanin lifleri periostal lamellere giren demetler olusturur (Sharpey
lifleri). Periosteum kemigin beslenmesinde, gelismesinde, tamirinde ve kemik dokuya
destek saglanmasinda 6nemli rol oynar. Periosteumun tabakalarindan olan dis tabakasi
fibroz tabaka olarak isimlendirilir (Sekil 10). Bu tabaka kollajen lifler yardimiyla

fibroblast denilen organizmalardan olusmaktadir.
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Sharpey lifleri matriks igine girer ve periostun kemige baglanmasini saglar.
Periosteum hiicreden daha zengin bir yapiya sahiptir (Sekil 11). Bu nedenle osteojenik
tabaka olarak isimlendirilir. Bu hiicreler kemigin biiylimesi ve onariminda baslica rolii
oynamaktadir. Sharpey liflerinin ¢evresindeki matriks kalsifiye olmamistir ya da az
kalsifiyedir. Bu liflerin sayist bulunduklar1 anatomik bdlgeye gore farklilik
gostermektedir. Kafatasi kemiklerinde, tendon ve kaslarin yapisma yerlerinde fazladir

(Soydan, 1985; Jangueria ve Carneiro, 2006).

Endosteum
Periosteum

Endosteum /

Periosteum osteoklast —
osteosit lakiinalan . . ; <
(fibroz tabaka) kemik matriksi D¢
‘ osteosit —

Periosteum
(i tabaka) :

osteoblast —

Sekil 10: Periosteum ve endosteum

2.2.2. Endosteum

Endosteum, kemik iginde bulunan bosluklarin ortiilmesini saglayan tabakadir
(Sekil 10). Yass1 osteoprogenitdr hiicrelerle az miktarda bag dokudan olusan bir yapiya
sahiptir. Periosteum ile karsilastirilirsa ¢ok ince bir yapisi vardir. Ince retikiiler bag
dokusundan olusmustur (Sekil 11) ve hem osteojenik, hem hematopoetik ozellik
gostermektedir. Gelisim sona erdikten sonra da osteojenik etkinligini siirdiirmektedir

(Soydan, 1985; Janqueria ve Carneiro, 2006).
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Sekil 11: Kemik zarlarimin histolojik goriiniimii

2.3. Kemiklesmenin olusumu ve gelisimi

Kemik olusumu iki sekilde meydana gelmektedir. Bunlar intramembrandz ve
endokondral kemiklesmedir. intramembranéz kemiklesme mezensimal bag dokusunun,
endokondral kemiklesme ise kikirdak dokunun katilimiyla olusmaktadir. Yassi
kemiklerin ¢ogunda intramembrandz kemiklesme, uzun ve kisa kemiklerde ise
genellikle endokondral kemiklesme goriiliir. Her iki kemiklesme cesidinde de ortaya
cikan ilk kemik primer kemiktir ve daha sonra yerini sekonder kemige birakir. Kemik
bliylimesi esnasinda primer kemik alanlari, rezorbsiyon alanlar1 ve sekonder kemik
alanlar1 yan yana goriiliirler bu sayede kemik yapimi ve yeniden sekillenme meydana
gelir. Yeniden sekillenme ve kemik yapimi biiyliyen kemiklerde daha hizli,
yetiskinlerde daha yavas olarak hayat boyu devam eder (Junqueria ve Carneiro, 2006;
Miiftiioglu, 1993).

2.3.1. Intramembranéz Kemiklesme

Intramembrandz kemiklesme, mezensimal bag dokusundan direkt olarak kemik
sekillenmesidir. Frontal ve pariyetal kemiklerin tamami ile oksipital ve temporal
kemikler, mandibula ve maksillanin bazi kisimlar1 intramembran6z kemiklesme ile

meydana gelir. (Janqueria ve Carneiro, 2006).
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Mezenkim Kemik blastemasi  Osteoblast Birincil kemik
dokusu

Sekil 12: Intramembranéz kemiklesmenin baslangic asamasi (Blastema: biiyiime ve
rejenerasyon yetenegi olan hiicre toplulugu)

Mezensim hiicreleri 6nce hizli boliinme gosterir ve osteoprogenitdr hiicreye
farklilasirlar, daha sonra da osteoblastlara dontiserek kemik matriksini sekillendirirler
(Sekil 12, Sekil 13-A, Sekil 13-B). Bu dokuda bol kilcal damar gézlenir. Bu damarlar
osteoid dokuya Ca ve P iyonlarmi tagir. Iyonlar, osteoblastlarin salgiladigi ALP
araciligiyla Cas(PO4). molekiillerine doniiserek kalsifikasyonu saglar (Sekil 13-C).
Olusan dokuya kemik trabekiilleri denir. Trabekiiller icinde kalan osteoblastlar
aktivitesi azalmis osteositlere dontigiir.  Sekillenen  trabekiillerin  yiizeyine
osteoprogenitor hiicrelerden farklilagsan osteoblastlar tek sira halinde dizilirler ve kemik
lamelleri yaparlar. Bu olaymm art arda tekrarlanmasi sonucu birincil kemik
trabekiillerinin yiizeyinde ve kenarinda lamelli ikincil kemik yapisinda katmanlar
meydana gelir ve trabekiiller kalinlasip uzar. Bu sirada osteoklastlar lamelleri ig
yiizlerinden rezorbe ederken, osteoblastlar da bir taraftan yeni kemik lamelleri ekler. Bu
sayede trabekiil denilen birincil kemik dokusu iceren yapilar ortadan kalkar. Yalnizca
ikincil kemik dokuda yer alan trabekiiller kalir. Spongiéz kemigi bu komsu
trabekiillerin kaynasmasi1 sonucu sekillenir. Spongidoz kemiklerin yiizeylerine
intramembrandz yolu ile kompakt kemik eklenerek kemiklesme siireci tamamlanir.

Trabekiillerin aralarinda kalan mezensim dokusundan da kemik iligi sekillenir (Bancroft
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ve Stevens, 1996; Cotran, Kumar ve Robbins, 1999; Gartner ve James, 2000; Janqueria
ve Carneiro, 2006; Kierszenbaum, 2002).

P . -
—x
( Keémik matriksi 4
\ > ;
W (osteoid) Osteoklast

Sekil 13: intramembranéz kemiklesmenin sematik olarak gosterilmesi: (A) Mezenkimal
bag dokusundan direkt olarak kemik sekillenmesidir. (B) Mezensim hiicreleri hizli
boliinme Qgosterir Ve osteoprogenitor hiicreye farklilasip, sonra da osteoblastlara
dontiserek kemik matriksini sekillendirirler. (C) Kilcal damarlardan osteoid dokuya
kalsiyum ve fosfor iyonlari tasinip, osteoblastlarin salgiladigi alkalen fosfataz
araciligryla kalsiyum fosfat molekiillerine doniiserek kalsifikasyonu saglarlar.
(Kierszenbaum A.L. Histology and Cell Biology: An Introduction to Pathology,
1st ed. Moshy Inc., St. Louis, Chapter 5, page 131, 2002).

Dogumdan sonra kafatasinin yasst kemiklerinin gerek i¢ gerekse dis
yiizeylerindeki intramembrandz kemik yapiminin kemik yikimina nazaran belirgin bir
ustiinliigii vardir. Kafatas1 gelismelere paralel olarak genislemek zorundadir. Bu nedenle
kafatas1 kemikleri devamli olarak i¢ ylizeylerinde osteoklastlar tarafindan yikilirken
ayni anda dis ylizeylerine osteoblastlar tarafindan yeni kemik lamelleri eklenmekte ve
boylece gelisme sona erdiginde kompakt kemik sekillenmektedir. Boylece iki tabaka
kompakt kemik (i¢ ve dis tabakalar) ortaya ¢ikar ama merkezi kisim siingerimsi yapisint

korur (Oktay, 1992; Balli, 2004; Junqueira ve Carneiro, 2006).
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2.3.2. Endokondral Kemiklesme

Endokondral kemiklesme iki asamadan olusmaktadir. Birinci asama
kondrositlerin hipertrofisi ve harabiyetidir. Ikinci asama ise, farklilasmamis mezenkim

hiicrelerinin kikirdagi rezorbe etmeleri ve osteoblastlarin olusmasidir (Paker 1994).

Endokondral kemiklesme uzun ve kisa kemiklerde goriiliir ancak bu tiir
kemiklesme karakteristik olarak en belirgin uzun kemiklerdedir. Kemiklesme hiyalin
kikirdaktan ufak bir modelle baslayip (Sekil 14-A), kemik dokusu olusumuyla sonlanir.
Modelin kikirdaginda bulunan mazenkim hiicreleri osteoprogenitér hiicrelere
farkhlasirlar. Bu hiicreler de osteoblastlara differansiye olurlar (Sekil 14-B). Bu sayede
yeni kemigin periosteumu ile kikirdak dokusu arasinda silindir bicimde bir kemik
manget ortaya ¢ikar. Kemik manset, kondrositlerin beslenmesine engel olur. Olusan
iskemi, kondrositlerin 6nce hipertrofisine, ardindan diyafizin orta kismindan baslayarak
tahrip edip, 6lmelerine neden olur (Sekil 14-C). Kikirdak modelin ortasinda birbiri ile
devamli yapida bos kaviteler olusur (kemik iligi kavitesi). Periosteumdaki osteoklastlar
kemik mangeti yer yer delerek foramen nutrisyumlar1 agarlar. Periosteumdaki kan
damarlar1 bu deliklerden girerek, osteoprogenitor ve hematopoetik hiicreleri tasirlar.
Damarlarla gelen Ca ve P iyonlari, ALP aracilifiyla birleserek kikirdak matrikse ¢oker
ve boylece diyafizde bir kemiklesme merkezi ortaya cikar. Diyafizde sekillenen
bosluklara, kan damarlar1 ile gelen mezensim hiicrelerinden farklilagan osteoblastlar,
kalsifiye kikirdak matriksi tizerine tek sira halinde dizilerek kemik dokusu yapmaya
baglarlar. Boylece ortalar1 kalsifiye kikirdak, yiizeyleri ise kemik dokusundan meydana
gelen kemik trabekiilleri ortaya ¢ikar. Kemik trabekiilleri ile kan damarlarinin aralarinda
kalan bogluklarda kemik iligi sekillenir. Bu arada kikirdak modelin epifiz ve diyafizi
arasinda kondrositler mitoz ile ¢ogalarak alt alta dizilen gruplar yaparlar (Sekil 14-D).
Boylece modelin boyu da devamli olarak uzar. Kemik manset de kalinlasip, epifizlere
dogru uzanir ve kondrositlerin bulundugu bolgeyi distan sarar. Kemiklesme merkezinde
oldugu gibi once kikirdak matriks, ardindan da ilk sekillenenlerin devami halinde kemik
trabekdilleri olusur. Endokondral kemiklesme epifizlere yaklasinca, epifizlerin i¢inde
ikincil kemiklesme merkezleri belirir. Eski ve yeni kemiklesme bdlgeleri arasinda
sadece kikirdak bir disk kalir ki buna epifiz plagi denir (Sekil 14-E). Kemiklesme sona
erinceye kadar epifiz plaklarindaki kikirdak hiicreleri diyafiz yoniine dogru boliiniip

cogalarak devamli kikirdak dokusu yapar, bu kikirdak da devamli olarak yerini kemik
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dokusuna birakir. Boylelikle kemikler belli bir yasa kadar uzamaya devam eder. En
sonunda epifiz plaklar1 da kemiklesir ve kemik biiylimesi sonlanir (Bancroft ve Stevens,
1996; Cotran, Kumar ve Robbins, 1999; Gartner ve James, 2000; Janqueria ve Carneiro,
2006; Kierszenbaum, 2002).

Sekil 14: Endokondral kemiklesmenin sematik olarak gosterilmesi: (A) Hyalin kikirdak
model (B) Diyafiz kikirdagini 6rten perikondriyumun i¢ katindaki mezenkim hiicreleri
osteoprogenitor hiicrelere, onlar da osteoblastlara farklilasirlar. Osteoblastlar st iiste
yerlesen kemik lamellerini yapar. (C) Kemik manget, kondrositlerin beslenmesini
bozarak, kondrositlerde hipertrofiye, ardindan 6limlerine neden olur. (D) Kikirdak
modelin epifizleri ile diyafizi arasinda kondrositler ¢ogalarak alt alta dizilen gruplar
yaparlar. (E) Eski ve yeni kemiklesme bolgeleri arasinda sadece epifiz plagi kalir
(Gartner L.P., James L.H. Color Atlas of Histology, 3rd ed. Lippincott Williams &
Wilkins, Philadelphia, Chapter 4, page 73, 2000).

2.3.3. Remodeling

Kemik doku sabit bir destek dokusu olmayip siirekli olarak yikim ve ardindan
yeni kemik olusumu seklinde yeni yapilanma gosterir. Canli olan kemik dokulari,
mekanik zorlama cizgileri boyunca mineral ve matriks depolarimi siirekli olarak
yenileyerek adapte olur. Olusan bu olaylar normal sartlarda dengeli bir bi¢imde
siregelir ve ortaya ¢ikan kemik doku, rezorbe olanla esit oOzellikler gosterir.
Osteoklastlar kemiklerin mineral ve protein matrikslerini rezorbe ederek kemikte bir
bosluk meydana getirirler. Akabinde ortaya ¢ikan bu bosluk, osteoblastlar yardimiyla
doldurulur. Eski kemigin rezorbe olmamasi durumunda yeni kemik olugsmamaktadir

(Alpar, 1980a). Kemigin yapilanmasi, yeniden yapilanmasindan farkli olan bir olaydir.
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Kemigin yeniden yapilanmasi yaslanan kemigin yeni olan kemikle yer degistirmesini
saglayan ve yasam boyu devam eden hiicresel degisimlerin sirkiilasyonu olarak
degerlendirilmelidir. Kemigin yapilanmas:t ise c¢ocuklukta ve adolesan devrede
kemiklerin biiylimesi ile seyreden bir durumdur. Yetigkinde de kemik metabolizmasi
devamli olarak aktiftir. Kemik yaslanmasi ile ortaya ¢ikan mikrofraktiirleri tamir igin
veya degisen mekanik strese bagli olarak kemik giiciinii artirmak i¢in kemigin yeniden
yapilanmasi zorunludur. Kemigin yeniden yapilanma yerleri: periosteal kilif, Haversian
kilif ve endosteal kiliftir. Fizyolojik gereksinimlere gore bu ii¢ kilifta degisik cevaplar
ortaya cikabilir. Bu olay cesitli hiicrelerin differansiye olarak rezorbsiyonu yapan
osteoklast sekline donlismeleri ile baslar. Daha sonra bu osteoklastlar aktive olarak
rezorbsiyonu baslatirlar. Rezorbsiyonun tamamlanmasindan sonra ise bu alan
osteoblastlar tarafindan isgal edilerek yeni kemik yapimi miimkiin olur. Kemik
rezorbsiyonu ve formasyonu her zaman bir eslesme seklinde birbirini takip ederler.
Hicbir zaman sadece formasyon ya da sadece rezorbsiyon séz konusu olamaz.
Osteoklastik kemik rezorbsiyonu daha kisa siirede tamamlanirken, formasyon igin
harcanan zaman daha uzun olup ii¢ aydan daha fazladir (Alpar, 1980a). Kompakt
kemikte yeniden yapilanma, yasli kemige dogru daha progresif ilerleyip korteks
boyunca bir kanal agan osteoklastlar tarafindan baslatilir. Bu alana “cutting cone” (kesik
koni) denir. Bu acilan alanin hemen gerisinden bagslayarak vaskiiler stroma ve az
differansiye hiicreler kaviteye dogru ilerler. Ortama eklenen aktif osteoblastlar ise bu
bolgede yeni bir Haversian sistemin olusmasini saglarlar (Alpar, 1980a). Trabekiiler
kemikte ise osteoklastik aktivasyon Hawship lakuna denilen kemik iligi duvar
yiizeyindeki bosluklarda olusur. Buralari daha sonra aktif osteoblastlar tarafindan
doldurulur (Alpar, 1980a). Kemigin yeniden yapilanmasinda tetik veya osteoklastlari
aktive ederek rezorbsiyonu baslatan mekanizma 1yi bilinmemekle birlikte
osteoklastlarin aktive olmast i¢in ortamda aktif osteoblast varligi gereklidir.
Rezorbsiyonu baslatan uyaricinin osteoblast kdkenli bir iiriin oldugu diisiiniilmektedir
(Goldstein ve Bonadio, 1998). Osteoklastlar, kemik yiizeyi boyunca hareket edebilen ve
kemik ylizeye yapisma yetenegi olan hiicrelerdir. Osteoklast aktivasyonundan hemen
sonra osteoklastin bu yapisma yiizeyi tirtikli bir goriinim alir ve bu ylizden
osteoklastlardan proteolitik enzimler salinir. Osteoklastlar ortamin pH’in1 devamli H
salgilayarak asidik yaparlar. Kemigin rezorbsiyon ortamindaki proteolitik enzimler ve

diisiik pH, kemigin organik kisminin ve mineral sindirimi i¢in gereklidir. Rezorbsiyon
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aktivitesi belli bir derinlige ulastiktan sonra osteoklastlar buradan ayrilir ve baska bir
rezorbsiyon kavitesi yapmadan once kemik boyunca yer degistirirler. Osteoklastlarin
matriks sindirimi i¢in sentezledigi enzimler fosfatazlar, siilfotazlar, beta-glukuronidaz
ve metalloproteinazlardir (Einhorn, 1995). Kemigin yeniden yapilanmasina katilan
hiicrelerin tamami “Basic Multicelluler Unit (Temel Hiicresel Birim)” veya “Bone
Remodeling Unit (Kemik Yeniden Yapilanma Birimi)” adini alir. Bu birimin lokal
olarak devamliligi kemik Kkitlesinin korunmasinda son derece Onemlidir. Kemigin
yeniden yapilanmasi yeni bir kemik birimi olan “Bone Structural Unit (Kemik Yapisal
Birimi)” olarak adlandirilir (Goldstein ve Bonadio, 1998). Birim zamanda bir birim
kemik hacimindeki rezorbe olan ve daha sonra yapilan kemik miktari, kemik doniisiim
hiz1 olarak adlandirilir. Kemik doniigiim hiz1 trabekiiler kemikte kompakt kemikten ¢ok

daha hizlidir (Alpar, 1980a, 1980b)
2.4. Kemik Formasyon Gostergeleri
2.4.1. Alkalen Fosfataz (ALP)

ALP osteoblast membraninda yer almaktadir. Bu madde kemigin olusumu
sirasinda kana salinir, kemik yapimmin OoOlgiitiidiir. ALP hiicre membranlarinin
ekstraselliiler yilizeyindeki glukozil-fosfatidilinozitol kalintilarina sikica baglanan bir
glukoproteindir. Enzim membrana bagli iken bir tetramerdir, ancak dolasima
katildiginda diamerdir. Iskeletin ALP' si osteoblastlarin membraninda yerlesmistir ve
heniiz anlagilamayan bir mekanizma ile dolagima salgilanir. Serum total ALP' si siklikla
kullanilan kemik yapimi gostergesidir. Paget hastaligi, rasitizm, osteomalasi ve renal
osteodistrofi gibi kemik metabolizmas: ile ilgili bozukluklarda, enzim aktivitesi
degisiklikleri tedavi gidisatin1 yansitir ve yeni kiriklarin iyilesmesinin izlenmesi

acisindan yararl bir gostergedir (Odendaal 2006).

Kemik ALP' sinin kesin fonksiyonu bilinmemesine ragmen, hipofosfataz
defektlerinden anlagildigina gore enzim, mineralizasyonda ¢ok 6nemli rol oynar. ALP,
minerallesme  baglangicinin - odagi  olduguna inanilan membrandaki matriks
keseciklerinde bol miktarda bulunur. Kikirdakta kalsiyumpirofosfatdihidrat

kristallerinin ¢oziiliisiinde de rolii oldugu diisiiniilmektedir.

Osteoblastlar aktif olarak kemik matriksini depolamalar1 sirasinda, ¢ok miktarda

ALP salgilarlar. Bu fosfatazin inorganik fosfat konsantrasyonunu arttirdigi ya da
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kollajen liflerini, Ca tuzlarinin depolanmasini saglayacak sekilde aktive ettigi
sanilmaktadir. ALP diizeyi, genellikle kemik yapim hizinin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir. ALP enziminin temel rolii kemik yapiminin baglatilmasini saglamaktir

(Delmas 2000).
2.4.2. Osteokalsin

Osteoblastlar tarafindan sentezlenen bir matriks proteinidir. Kemikte en ¢ok
bulunan glutamik asitten zengin 49 aminoasitli nonkallojenik matriks proteini olup
kemige olduk¢a spesifiktir. Osteokalsin Ca iyonunu kemik matriksine baglayan bir
proteindir. Osteokalsin gelisen kemikte mevcuttur ve kemik olusumuna katkida bulunur

(Kayaalp 1998)

2.4.3. Tip | Prokollagen Karboksiterminal Propeptid (PCIP) ve Tip I
Prokollajen Aminoterminal Propeptid (PNIP)

Kollajenler kemiklerin major formlaridir. Organik matriks yapisinin % 90’ indan
fazlasim1 kapsamaktadirlar. Bir konnektif doku proteinidir. Kollajen sentez ve yikimi
(kollajen turnoveri) gelisim esnasinda belirgindir. Mineralize kemikte kollajen olarak
tip I kollajen bulunur. Tip I kollajen, prokollajen I adi verilen 6ncii molekiil olarak
osteoblastlarca sentez olurlar. Prokollajen 1, kollajen iiretimini ve biiylimeyi gosteren
biyokimyasal bir belirtegtir (Delmas 2000, Haspolat 2002)

2.4.4. Kemik Sialoproteini (Bone Sialoprotein-BS)

Osteoblastlar ve osteoklastlar tarafindan sentezlenir. Kemigin nonkollajenoz
organik matriksinin 6nemli kisminm1 olusturur. Tam spesifik sayilmasa da kemik
turnoverinin hassas bir marker1 olan BS, preosteoblastlar i¢in mitojeniktir ve
osteoblastlara differansiye olmalarini saglar. BS, diferansiyasyonun ge¢ safhalarinda
eksprese olan kemik matriksinin osteoblast kaynakli komponentidir (Haspolat 2002,

Seibel ve ark. 1996).
2.4.5. Osteopontin

[k defa 1979 yilinda extraselliiler bir matriks proteini olarak tanimlanmustir.
Osteopontin ekspresyonu, kemik ve epitel ylizeylerde yapisaldir. Osteopontin kemikte
ve hasarlanmis veya inflame olmus dokulardaki kalsifikasyonda (distrofik

kalsifikasyon) Ca depozisyonunu diizenler, osteoporoz, ateroskleroz patogenezi, timor
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bliylimesi gibi bir ¢ok olayda da gorev alabilecegi de 6ne siiriilmiistiir (Yoon ve ark.
1987).

2.4.6. Core Binding Factor Alpha 1

Kemik olusumunda olmazsa olmaz transkripsiyon (DNA (Deoksiribo Niikleik
Asit)' nin RNA'ya kopyalanma islemi, DNA’dan mRNA sentezlenmesi) faktorlerinin
basinda gelir. Kemik olusturma gibi bir faaliyet i¢inde olan her hiicrede mutlaka vardir.
Osteoblast gelisim mekanizmalar1 tam anlasilamamis olmakla birlikte, Cbfal’in (core
binding transcription factor = osteoblast stimiile edici faktor 2 = Osf2), osteoblast
farklilagsmasindaki temel faktor oldugu bilinmektedir (Cui ve ark. 2003).

2.5. Cenelerde Kemik Kaybimi Etkileyen Faktorler

Cene kemiklerinde kayiplar genel veya lokal nedenlerle olabilmektedir. Lokal
nedenlerle olusan kemik kayiplari temel olarak periodontal hastaliklar ya da dis ¢ekimi
nedeniyle olusan dis kayiplarina baglidir. Periodontal hastalikta kemik yikimi esas
olarak lokal faktorler ile iliskilidir. Bu lokal faktorler ya dis eti enflamasyonuna yol

acarak ya da okliizal travmaya neden olarak kemigi yikima ugratir (Zarb ve ark., 2002).

Okliizal travma, fizyolojik limitleri asan kuvvetlerin periodonsiyumda
olusturdugu degisikliklerdir. Basing altinda periodontal ligament lifleri, damarlar ve
sinirler sikigmakta, alveol kemigi tizerinde rezorbsiyon bulgular1 baglamaktadir. Gerilim
altinda ise periodontal aralik genislemekte kollajen lifler gerilerek yirtilmaktadir

(Caranza ve Newman, 1996).

Dis ¢ekimlerine bagli rezorbsiyon ise, o bolgenin fonksiyondan ¢ikmasi ile
birlikte baglar. Dislerin kaybindan sonra ¢enelerde kemik degisiklikleri erken donemde
izlenir. Digler ve periodontal lifler tarafindan bu boélgeye herhangi bir basing
iletilmedigi i¢in kemik rezorbsiyonu baslar. Cekimi takiben soketin altindaki kemik
formasyonu ve kret tepesindeki kemik rezorbsiyonu ikinci haftada bile izlenebilir ve bu
devam eden bir siirectir. Degisiklikler kemigin vertikal boyutunda oldugu kadar

transversal boyutlarinda da olusmaktadir (Zarb ve ark., 2002).

Rezorbsiyon biitiin hayat boyunca ayni oranda olmamaktadir. Maksimum
rezorbsiyon dis ¢ekiminden sonraki ilk bir yil igerisinde olusmaktadir. Daha sonra
rezorbsiyon miktar1 azalmakta fakat agiklanamaz bir sekilde siirmektedir. Mandibulanin

anterior rezidiiel kretinin vertikal boyutundaki azalma maksillanin anterior kretindeki
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azalmadan dort kat fazla olmaktadir. Genelde mandibulanin posterior bdlgesinde
anteriora gore daha belirgin miktarda kemik kayb1 olusmaktadir. Alveoler kemik kaybi
miktart kisiden kisiye farkliliklar gostermektedir. Dis kayiplarindan sonra olusan
alveoler kemik kayiplar kret sekillerinde degisik formlar olusmasina neden olmaktadir

(Giiven ve Keskin, 1996).
Genel faktorler ise:
1- Sistemik kemik hastaliklari:
a) Osteoporoz:
e Senil osteoporoz,
e Menopoz sonrasi goriilen osteoporoz,
e Sekonder osteoporoz (Cushing sendromu).
b) Osteomalazi:
e D vitamini yetmezligi,
e Renal osteodistrofi,
e Sekonder hiperparatiroidizm.
c¢) Kotii beslenme veya beslenme yetersizligi.
2- Endokrin hastaliklar:
a) Diabetes mellitus,
b) Primer ve sekonder hiperparatiroidizm,
c) Alkolizm,
d) Diyaliz gerektiren renal bozukluklar.
3- Ilag tedavileri:
a) Kronik kortikosteroid tedavisi,
b) Kronik heparin tedavisi,
c¢) Antikonviilsifler,

d) Immiinosupresanlar olarak sayilabilmektedir (Giiven ve Keskin, 1996).
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2.6. Dis Hekimliginde Kullanilan Greftler

Greft bir dokunun cerrahi yontemlerle herhangi baska bir bolgeye taginmasidir.
Kemik greftleri; kaybedilen kemigin yerine koyulmasi ve/veya kemik formasyonunun
saglanmasi i¢in kullanilan materyallerdir. Maksillofasial cerrahide; ¢enelerin konjenital
veya sonradan kazanilmis malformasyonlarinda, tiimor cerrahisi sonrasi defektlerin
onariminda, travma veya enfeksiyon sonrasinda olusan kemik defektlerinde, atrofiye
ugramis ¢ene kemiklerinin yiikseltilmesinde kullanilan biyomateryallerdir (Hollinger ve
ark., 1996).

Ideal kemik greft materyalinin &zellikleri sunlardr:
e Antijenik 6zellik tagimamali.
e Karsinojenik ve toksik olmamali.

e Yapisal olarak giicli ve dayanikli olmali, yeterli destek ve stabiliteyi

saglayabilmeli.
e Enfeksiyona dayanikli olmali.
e Kok rezorbsiyonu ya da ankiloza neden olmamali.
¢ Kolay uygulanabilmeli ve istenilen forma kolayca getirilebilmeli.
e Hizli ve yeterli miktarda elde edilebilmeli.
e Minimal cerrahi islemle kullanilabilmeli.
e Maliyeti ucuz olmali.
e Osteoindiiktif ve kondiiktif 6zellikleri olmali.

e Yeni atasmani tetiklemelidir (Rosenberg ve Rose, 1998).
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Oral ve maksillofasiyal cerrahide en sik rastlanan greft uygulama endikasyonlari

su sekilde siralanabilir (Fonseca 1991, Peterson 1992);

Kist ¢ikarilmasi, timor rezeksiyonu sonrasi, gomiik dis ¢ekimi gibi oral

operasyon sonucu ortaya ¢ikan defektler,
Estetik amaciyla gerceklestirilen operasyonlar,

Travmatik dis c¢ekimi, ¢enenin kirilmasi, siniislerin agilmasi gibi travmatik

defektler,

Cerrahi iglermler arasinda yer alan ortognatik operasyonlar sirasinda ortaya ¢ikan
defektler,

Trafik kazas1 gibi asir1 doku kayiplarinin ortaya ¢ikardigi komplikasyonlar,

Preprotetik operasyonlar, kret ogmentasyonu ve sinus tabani yiikseltilmesi

operasyonu planlananlar,

Endossedz implantlarin etrafinda meydana gelen defektler,
Neoplazmlar,

Enfeksiyonel osteomyelit olgulari,

Dudak damak yariklar1 defektleri,

Periodontal defektler,

Lokal skatrisler,

TME (Temporomandibular eklem) artroplastisi.

2.6.1. Greftlerin Tarihsel Gelisimi

Cerrahi operasyonlarda, uzun yillar boyunca bir ¢ok arastirmaci bir ¢ok tiirde

greft materyalleri uygulamalar1 gergeklestirmistir. Bu durum tarihsel olarak Eski Misir

donemine kadar dayanmaktadir.

Van Meerken 1668 yillarinda, bir insanin kafatasinda bir dokunun yerine

kopekten aldig1 dokuyu transplante ettigini ifade etmistir (Kruger 1984).

Basarili olarak bilinen ilk uygulama, Merrem tarafinda 1809 yilinda
gerceklestirilmistir (Kruger 1984).
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Ollier ise 1867 yilinda, periost iceren canli kemigin greft uygulamasinin
gergeklestirilmesi i¢cin kullanilmasi gereken en uygun kemik oldugunu ifade

etmistir (Archer 1975).

Macewen ise 1878 yilinda, klinik hastalarinda basarili allojenik kemik

transplantasyonunu gergeklestirmistir (Kruger 1984).

Dressman 1892 tarihinde, alginin greft olarak kullanimindan s6z etmistir (Kruger
1984).

Zoltan Hegediis ise 1923 yilinda, otojen ve allojen greftlerini kemik kayiplarini

tedavi etmek i¢in kullanmistir (Polater 1994).

Orell 1938 yilinda, greft materyalini, arastirmasi i¢in kullandigi bir sigir

kemiginden ortaya ¢ikarmistir (Kruger 1984).

Bu tarihi takip eden 1942 yilinda Inclan adinda bir arastirmaci, modem kemik
bankasii gelistirmis, ilk defa kryobiyolojik yontemleri kullanmistir (Kruger
1984).

Bir diger arastirmaci olan Wilkstrom ise 1950 yilinda, mandibulada yer alan
biiyiik bir radikiiler kisti ¢gikarmak icin bir operasyon yapmistir. Kisti ¢ikardiktan
sonra yerine otojen kemik grefti yerlestirmis ve 5 aylik siire zarfinda tam

tyilesme gozlemlemistir (Weiland 1984).

Martin, Linsday ve Gren ise 1966 yilinda, travmatik bir kist tedavi ettikleri
esnada “freedried kemik grefti” kullanmiglardir. Operasyon sonucu 6 aylik

gbzlem siirecinde iyilesmenin tam oldugunu ifade etmislerdir (Lindsay ve ark.

1966).

1972 yilinda ise bilim diinyas1 i¢in bir ilki White adinda bir arastirmaci
gerceklestirmistir.  White denizde yasayan omurgasiz canlilarin iskelet
yapilarinin, metakrilat, kalay, titanyum oksit, krom kobalt, molibden ve
aliminyum oksit ile replike edilmesi sonucu, yapay pordz bir protetik materyalin

elde edilebilecegi 6ne stirmistiir. (Polater 1994).

Kruger ise 1974 yilnda, kemik greftlerinin homojen olarak hazirlanabilmesi i¢in

en uygun yontemin kryobiyolojik yontem oldugunu ifade etmistir (Kruger 1984).
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e Carraro ve ark., 1976 yilinda, iki duvarli defeklerde, tek duvarlilara oranla daha

fazla yeni kemik olusumu oldugunu tespit etmislerdir (Polater 1994).

e Tadjoedin ve ark, 2002 yilinda vyaptiklar1 arastirmada bioaktif cam
pargaciklarinin otojen kemik ile kombine edilebilecegini, bu parcalarin otojen

kemik i¢in kabul edilmesi muhtemel bir alternatif olusturdugunu ifade etmislerdir

(Tadjoedin ve ark. 2002).

e Serino ve ark., ise 2003 yilinda yaptiklar1 arastirmada, dis ¢ekimi sonrasi olusan
alveoler kemik rezorbsiyonunun, poliaktid-poliglikolikasit iceren sentetik
slingerin dis ylizeyine monte edilmesi ile engellenebilecegini ya da asgari miktara

indigenebilecegini ifade etmislerdir (Serino ve ark. 2003).

e Guarnieri ve ark., 2004 yilinda, kalsiyum siilfat hemihidrat maddesinin, ¢ekim
soketindeki kemigin rejenerasyonu icin ideal bir greft materyali oldugunu 6ne

stirmiislerdir (Guarrieri ve ark. 2004).
2.6.2. Greftlerin islev Mekanizmalar1

Kemik greftlerinin islev mekanizmalar1 3 yolla gergeklesir. Bunlar osteogenezis,

osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyondur.
2.6.2.1. Osteogenezis

Osteogenezis, bir greft materyalinin dogrudan osteoblastlar ile yeni kemik
olusturabilmesi durumudur. Osteogenezisde greft materyalinin i¢inde yeni kemik
olusturma yetenegine sahip olan dnciil hiicreler (osteoprogenitor hiicreleri) mevcuttur.
Canli kansell6z kemik, kemik iligi ve otojen greftler igerdikleri hiicresel elemanlar ile
nakledildikleri yerde dogrudan yeni kemik olusumunu baglatirlar. Osteojenik etki
gosterebilen tek greft materyali otojen kemiktir ve bu otojen kemigin greft materyalleri
icerisinde “altin standart” olarak kabul edilmesini saglar. (Bowers ve ark. 1989, Efeoglu
2002, Glowacki ve ark. 1981, Junqueria ve ark. 1998). Greft, yeni kemik kaynag: gibi
kendi basina osteoblastlarin canlilifin1 saglayabildigi zaman osteogenezis meydana
gelir. Kemik greftlerinin osteogenezisi artirmasi iki yolla gergeklesebilir (Alfaro 2006,
Ezirganh ve ark. 2013, Kokden 1999).

e Osteoblastlara doniismesi miimkiin olan canli hiicreleri korumasi yoluyla,

e Alic1 dokuda osteoblastlarin sayisinin artmasini saglamasi yoluyla.



30

2.6.2.2. Osteoindiiksiyon

Osteogenezis mekanizmasini uyarma islemidir. Baz1 greft maddelerinin i¢indeki
biiyiime faktorlerinin ve diger sinyal proteinlerinin, alici dokudaki mezenkimal kdk
hiicrelerinin osteogenez yoniinde farklilasmalarma neden olmasidir. Ornegin,
demineralize kemik ve demineralize dentin greftlerinin osteoindiiktif 6zellikleri
gosterilmistir.  Osteoindiiktif greftler yeni kemik olusumunu hizlandirmak igin
kullanilabilirler ve kemigin normalde bulunmadigr alanlara dogru biiylimesini
saglayabilirler (Efeoglu 2002, Ezirganh ve ark. 2013, Finkemeier 2012, Glowacki ve
ark. 1981).

2.6.2.3. Osteokondiiksiyon

Osteokondiiksiyon ise, yeni kemigin olusabilmesi icin fiziksel bir matriks veya
iskeletsel bir ¢ati olusturulmasidir. Greft materyalleri, defektin kenarlarindan olusacak
yeni kemik dokusu i¢in bir yapi iskeleti gorevi goriirler. Bu tiir greft maddelerinin
bazilar1 yeni kemik olusumuyla rezorbe olarak tiimiiyle ortamdan uzaklasirken, bazilari
ise rezorbe olmazlar ve yeni olusan kemik greft parcaciklari arasindaki bosluklari
doldurarak defektin iyilesmesini saglarlar. Osteokondiiksiyon siirecinde, greft maddesi
kemik olusumunu aktive etmez (Bowers ve ark. 1989, Efeoglu 2002, Ezirganh ve ark.

2013, Glowacki ve ark. 1981, Giiven 1996).

Osteokondiiktif greftler yumusak dokularin igerisine yerlestirildiklerinde kemik
olusturamazlar. Osteokondiiktif greft ylizeyinde kemik olusmasini saglamak i¢in var
olan kemik dokusuna veya farklilasmamis mezenkimal hiicrelere ihtiya¢ duymaktadir.
Kadavralardan elde edilen, kortikal veya trabekiiler olabilen allogreftler, osteokondiiktif
ve biiyiik olasilikla osteoindiiktif ozelliklere sahiptir fakat kemik olusturucu ozellige
sahip degildirler. Alloplastlar ise sentetik materyallerden olustugu igin sadece

osteokondiiktif 6zellik gosterirler (Ezirganl ve ark. 2013, Garg 2004).

Bir greft maddesinin hangi tiir bir etkiyle iyilesmeye katkida bulundugu, kemik
dis1 bir doku i¢ine yerlestirilerek anlasilabilir. Eger deri altina yerlestirilen bir greft
maddesi osteoindiiktif karakterde ise, bulundugu boélgede ektopik kemik dokusu
olusumunu baglatir. Eger osteokondiiktif karakterde ise, bolgede degisime ugramadan
kalabilir ve hafif diizeyde bir enflamasyona neden olabilir ya da rezorbe olarak
ortamdan uzaklasir (Efeoglu 2002, Glowacki ve ark. 1981).
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Greftin basaris1 bir ¢ok faktore baghdir. Bunlardan ilki, greftin mevcut olan
biyolojik aktivitesidir. Canli hiicrelerin sayist ve onlarin hiicresel iiriinleri, protein
icerikleri matriks igerisinde saklanmustir. kinci faktdr, alict alandaki dokuda greftin
kemik olusturma kapasitesidir. Ugiincii faktor ise, greftin uygulanan bdlgede, dokularimn
cevresinden yeni kemik olusumunu desteklemedeki kapasitesidir. Vaskiilarize olmayan
bir greftin revaskiilarizasyonu tamamen alic1 alan1 ¢evreleyen dokuya baglidir. Greftin
basarisindaki diger 6nemli bir faktor ise, alic1 alandaki mekanik 6zelliklerdir. Alici alan
ile greft arasindaki reaksiyon sonradan greftin revaskiilarizasyonunu tehlikeye atabilir.
Greftlemenin basarisi, hiicresel ve biyomekanik olaylarin hepsine birden baghdir. Bu
olaylarin herhangi birinde bir problem varsa veya meydana gelirse, greftleme basarili

olmaz (Ezirganli ve ark. 2013, Kahnberg 2005).
2.6.3. Kemik Greftlerinin Simiflandirilmasi

Kemik greftleri, “Insan Kaynakli Kemik Greftleri” ve “Insan Kaynakli Olmayan
Kemik Greftleri” seklinde iki ana baslik altinda asagidaki gibi siniflandirilabilir. (Nasr
ve ark., 1999)

1- Insan kaynakl kemik greftleri

a) Otojen greftler (Otogreftler)

b) Allojenik greftler (Allogreftler)

1. Dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti (DKKA)
i1. Demineralize edilmis dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti (DDKKA)
iii. Demineralize kemik matriksi (DKM)

2- Insan kaynakl1 olmayan kemik greftleri

a) Ksenojenik greftler (Ksenogreftler)

1. S1gir kaynakli hidroksiapatit

ii. Mercan kalsiyum karbonat

b) Alloplastik greftler (Alloplastlar)

I. Polimerler

ii. Bioseramikler
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[1] Trikalsiyum fosfat (TCP)
[2] Hidroksiapatit (HA)

iii. Bioaktif camlar

2.6.3.1. Otojen Greftler

Otojen greft, greftin ayn1 bireyden alinip yine ayni bireyde kullanilmasi

durumudur. Diger bir deyisle hem alicinin hem de dondriin aynmi kisi olmasidir

(Bloomquist 1992). Osteojenik etkili tek greft materyalidir. Otojen kemik greftleri uzun

zamandir greft materyallerinin altin standardi olarak kabul edilmektedir ve giliniimiizde

Klinik pratikte kullanilmaya uygun tek osteojenik greft materyalidir. Greft materyali

olarak otojen kemik kullanildiginda kemik iyilesmesi osteogenezis, osteoindiiksiyon ve

osteokondiiksiyon yoluyla olur.

Diger yandan baz1 6nemli dezavantajlar1 vardir: (Kneser ve ark., 2006; Lynch ve

ark, 1999; Yoshikawa ve ark., 1998; Oshikawa ve ark., 1996).

Greftin elde edilmesi hastanin postoperatif donemdeki rahatsizligini arttiran

ikinei bir cerrahi islem gerektirir.

Dondr alanda, enfeksiyon veya morbidite riskini arttiran bagka bir ossedz defekt

olusur.

Ogzellikle iliak greftler agiz i¢i sahaya tasindiginda, asir1 greft rezorbsiyonu
gozlenebilir. Mandibular greftlerde, alici yatak ile ayn1 embriyonik orjinden

oldugundan daha az rezorbsiyon gozlenir.
Intraoral dondr alanlardan sadece kisith miktarda greft materyali elde edilebilir.

Cene ucu greftlerinde, apikal kok yaralanmasi ve duyusal sinir yaralanmasi riski

vardir.

Otojen kemik greftleri yapisal olarak 3 sekilde olabilir:

Kanselloz Greftler:

Icerisinde medullar kemik ve kemik iligi ihtiva eden greftlerdir. Kanselloz

kemik greftlerinin en Onemli avantaji; osteojeniteyi indiikleme kapasiteleri kadar

icerisinde bulunan kemik iliginde osteoblastlara differansiye olabilecek canli hiicrelere

sahip olmalaridir. Bu yilizden, osteojeniteyi belirgin olarak arttirma kapasiteleri vardir.
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Bu greftlerin bir tek dezavantaji vardir. Bu dezavantaj; mekanik saglamliginin

yetersiz olmasidir.(Laurencin, 2004).

Kortikal Greftler:

Kortikal greftler lameller kemiklerin parcalaridir. Kortikal greftlerin transfer
edildigi temel hiicre tipleri osteositlerdir. Kranium, kaburga, iliak kemigin anterior
bolgesinden elde edilirler. Bu greftler, sert ve dayanikli yap1 olusturur. Form saglar.
Ancak osteogenezisi artirma yetenegi ¢ok kisitlidir. Kemigin tamamen tamir edilmesini

saglayamazlar, canli ve nekroze kemigin bir karisimi olarak kalirlar (Laurencin,2004).

Kortiko-Kansell6z Greftler:

Bu tiir greftler kortikal kemik ile altinda bulunan kanselloz kismi igerir. Son
zamanlarda bu tip greftler sikca kullanilmaktadir. Fakat bu tip greftler hem kanselloz
kemiklerin hem de kortikal greftlerin 6nemli Ozelliklerini ayni seviyede kombine

edemezler.

Bu greftlerin avantajlari, kortikal greftlerde oldugu gibi form ve mekanik
saglamlik kazandirilar. Bunun yanindan kortikal greftlerden ayrilmasimin en onemli

ozelligi ise, bir miktar da osteogeneziste artig elde edilebilmesidir (Kruger, 1974).

Otojen kemik grefti uygulamalarinda farkli ekstraoral ve intraoral otojen greft
sahalar1 mevcuttur. Kemik greftinin alinacagi yerin (bolgenin) se¢iminde; alict bolgenin
lokalizasyonu, ihtiya¢ olunan kemigin kalite-kantititesi ve olusabilecek cerrahi

komplikasyonlar degerlendirilmesi gereken faktorlerdir (Bernstein ve ark., 2006).

Agiz igi verici bolgeler: Alt cene ucu bolgesi, alt cene ramus bolgesi, {ist ¢cene
tilber bolgesidir. Bunun yaninda kemik ¢ikintilar ve egzostoslar da greft i¢cin kemik
kaynagidir (Sekil 15). Yogun olan bu kemik kaynaklari ufalanarak ve parcalanarak
partikiil grefte donistiiriilmektedir. Toplama cihazlarindan elde edilen kemiklerde
otojen kemik olarak kullanilabilir (Ersu, 2007). Agiz ici bolgelerden alinan greftler
hacimsel olarak yetersiz kalabilmektedir.
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Sekil 15: Agiz ici verici bolgeler

Agz disi verici bélgeler arasinda ise iliak kret, tibia, kaburga sayilabilir. Otojen
greftlerin ekstraoral bolgelerden alinmasi ise genel anestezi ihtiyaci, ikinci bir cerrahi
girisim gerektirmesi, dondr alan morbiditesi, fonksiyon kaybi, iyilesme periodunun
uzamasi ve tedavi maliyetinin artmasi gibi bir ¢ok dezavantaja sahiptir (Younger ve

Chapman, 1989).

Otojen greft ¢ogunlukla tercih edilen grefttir. Fakat, rezorbsiyon siiresinin
kontrol edilememesi, uygun bolgenin her zaman bulunamamasi bu greftleri tek basina

kullanma konusunda sinirlayic1 yapmaktadir (Aaboe ve ark., 1995; Haas ve ark.,1998).

2.6.3.2. Allogreftler (Homojen Kemik Greftleri)

Genetik agidan aliciya benzemeyen ancak ayni tiirden olan canlilardan alinan
dokulara allogreft denilmektedir. Kemik allogreftleri, farkli kadavralardan ¢ikarilan,
genotipleri degisik kemiklerden elde edilir. Bir takim islemler yapildiktan sonra kemik

bankalarinda muhafaza edilir (Grageda 2004).

Bu greftler immiinolojik potansiyele sahip olduklar1 i¢in ikinci diinya savasina
kadar ¢ok kullanmilmamustir. Ancak savas sirasinda ihtiyacin artmasi nedeniyle kemik
bankalarinda muhafaza edilebilmesi i¢in yeni teknikler gelistirmek i¢in g¢aligmalar
yaptlmistir (Tuskan 2002). Bu greftlerin hastalik potansiyellerini ve immunolojik
komplikasyonlarin1 yok etmek amaciyla olusturulan son teknikler dondurma, dondurup
kurutma gibi metodlar ya da radyasyondur. Kemik kaynakli biyomateryallerin vericiden
aliciya gegebilecek HIV (Human Immunodeficiency Virus), Jakob-Creutzfeldt hastaligi
(CJD) ve hepatit gibi 6nemli viriitik hastaliklar vardir (Kiibler ve ark. 1993, Tuskan
2002).
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Taze Dondurulmus Kemik Allogreftleri

Taze dondurulmus kemigin c¢ene yiiz bolgesindeki faydalari sinirlidir. Bu
greftler genellikle ortopedik onarim ig¢in kullanilan osteokondral allogreftler icin
kullanilir. Verici oldiikten 12 saat igerisinde steril ortamda allogreftler alinir. Alinan
allogreft bir takim bakteriyolojik caligmalar yapilarak kemik iligi kiiltiiriine tabi tutulur
ve genellikle onarima katilmaktadir. Preparasyon islemi, yumusak dokunun kaldirilip
yapisik dokunun ayrilmasi islemlerini kapsar. Yapisik olan kapsiiller kesilerek ayrilir.
Bu islem intrakapsiiler yolun donmasini saglar. Biyolojik olarak gerceklesen kanamalar
donma esnasinda dokularin hasar gormesine ve hiicrelerin 6lmesine neden olur.

Dokunun donma oraninin kontrolii ve sogutma ajanlarina maruz birakilmasi kontrollii

gergeklestirilir (Tuskan 2002).
Donmus-Kurutulmus Kemik Allogreftleri

Maksillofasiyal iskeletin onarimi ig¢in 1950” lerden beri kullanilan allogreftlerdir.
Bu greftlerin antijenitesi ayarlanabilmektedir. -76°C ‘de kemik dondurulur. Donma
isleminden sonra kurutma islemleri yapilarak 1sinin artmasi saglanir. Bu islemin amaci
yakalanan su molekiillerini ortamdan uzaklastirmaktir. Ortamdaki su uzaklastirildiktan
sonra iki hafta dehidrasyon islemi i¢in beklenir. Alinan mikrobiyolojik ornekler, iki
asamada toplanir. Dondurma isleminden 6nce ve dondurma isleminden sonra alinan
ornekler, steril ortamda depolanarak saklanir. Uygulanacak olan  kemik
revaskiilarizasyon agisindan yavastir ve otojen greftlere gore rezorbe olma ihtimali daha
yiiksektir. Revaskiilarizasyon mekanizmasi akut inflamasyon yaniti ile baslar ve uzun
stirer, sonra kronik inflamasyon gozlenir. Bu inflamasyon predominant durumda birkag
ay kalir. Bu sirada fibroz doku besiyeri gelisim gosterebilir ve grefti kapsiil ile
cevreleyebilir. Cok degisken yapiya sahiptir. Aylarca devam edebildigi gibi erkenden de
engellenebilir. Revaskiilarizasyonun 8 ayda tamamlanmadigi ve revaskiilarize olmayan
kemik cepleriyle karsilasildig1 gozlenir. Osteodeposizyon tarafindan periferde meydana
gelen mineralizasyon, kortikal kemik otojen greftlerindeki gibidir, fakat daha yavas ve
daha az olarak goriiliir. Dondurulmus kemik uygulamalarinda hiicresel immunolojik
yanitla karsilagir (Kiibler ve ark. 1993, Tuskan 2002). Donmus durumda homojen kuru
kemik osteokondiiktif materyaller olarak ifade edilebilir (Caranza 2002). Yalnizca
olusan alveol defektleri ve kronik fistiillerin tedavisinde basarili olarak kullanilir ve

hastalik nakil riski enderdir (Tuskan 2002, Caranza 2002).
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Demineralize Dondurulmus-Kurutulmus Kemik Allogreftleri (DDKKA)

Hidroklorik asit ile demineralizasyon islemi inorganik kemik matriksi i¢indeki
kemik olusumunu uyarici proteinlerin agiga ¢ikmasini sagar. Kemik olusumunu uyaran
bu proteinlerin tiimii birden “kemik morfogenetik protein” (KMP) olarak adlandirilabilir
(Caranza 2002, Fonseca 2000). DDKKA'’ larin iyilesmesi konusunda tartigsmalar vardir.
Bazi yazarlar bu tiir greftlerin osteoindiiksiyon ile iyilestiklerini ileri siirerler. Bu siire¢
greftin yerlestirildigi alici dogal kemikten kaynaklanan c¢ok potansiyelli hiicreleri
kapsar. Bolgeyi dolduran bu hiicreler farklilasarak osteoblastlara doniisiirler. Zamanla
allogreft alict kemik tarafindan rezorbe edilir, ve bu rejeneratif siirecin KMP ve
muhtemelen allogreft icindeki diger biiyiime faktorleri tarafindan indiiklendigi
diistiniilmektedir. Greft materyalinin dondurulmasi veya dondurularak kurutulmus
olmasinin greftin hiicresel aktivitesini bozmadig1 gosterilmis olmasina ragmen, bazi
yazarlar osteoindiiksiyonun ger¢ekten meydana geldigine inanmamaktadirlar. DDKKA
elde edilme kolayligi, giivenilirligi ve ileri siiriilen osteoindiiktif 6zellikleri nedeniyle en
cok kullanilan allogreftlerdir. Kortikal kemik allogreftlerinin antijenik 6zellikleri
kanselloz kemik allogreftlerine oranla ¢ok daha azdir. Ayni zamanda kanselloz
kemikten daha yiiksek konsantrasyonda KMP igerir. Bu nedenle DDKKA’lerinden
kortikal kemikten elde edilenleri tercih edilmelidir. Allogreft uygulamalarinda hastalik
transferi riski 6nemli bir konudur. Doku bankalar1 kullanacaklar1 kadavralarda HIV
antikor ve antijeni aramakta ve lenf bezi biyopsileri yapmaktadirlar. Ayrica, yalnizca
dondurma islemi uygulanmis olan allogreftlerde HIV bulunma olasilig1 8 milyonda 1

dir. HCl ile demineralizasyon HIV’i inaktive etmektedir.

Allogreft hazirlanmasindaki standart islemler kabaca soyle siralanabilir:

Kemik doku, 6liimiin ardindan 12 saat igerisinde alinir.

e Once kemik 0,5 ile 5 mm aralifinda parcalanir ve saf etanolde bir saat bekletilir.
Kortikal kemige etanol tamamen penetre olduktan sonra saf etanol icerisinde 1

dakika bekletilerek viral enfeksiyon onlenir.
e Hastalik transferi riskini azaltmak i¢in kemik doldurulur.
e Periodontal defektler i¢in kortikal kemil uygun biiytikliikte partikiillere ayrilir.

e Yeniden saf etanole birakilir.
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e Son olarak dondurularak kurutma iglemi yapulir.

Bu islemin yapilmasi1 greftin uzun siire saklanabilmesini saglar. Bunun yaninda
antijenik 6zelligini minimize eder.
DDKKA’ lar ile elde edilen sonuglar farkliliklar gostermektedir. Bunun en

onemli nedenlerinden biri tretilen DDKKA’ larin birbirlerinden farkli 6zelliklerde

olmasindandir.

Ticari kemik bankalar1 tirettikleri her bir greftteki KMP miktarin1 veya greftin
osteoindiiktif kapasite diizeyini belirlememektedir. Greftin elde edildigi kadavranin
yasl, cinsiyeti, gecirmis oldugu hastaliklar, kullanmis oldugu ilaglar, genetik 6zellikleri,
Olimiinden sonra gegen siire ve saklanma kosullar1 ve doku bankasinin greft iiretim
protokolii gibi bir ¢ok faktor greftin kalitesini etkilemektedir. Greftlerdeki KMP miktar
da onemlidir. Vericideki KMP miktart minimal 2pg/40mg yas agirlik, optimal 10p
olmalidir (Efeoglu 2002, Kiibler ve ark. 1993).

Farkli oral cerrahi uygulamalari i¢in hazirlanmis allojenik kemikler degisik
anatomik sekillerde kullanima sunulur. Kansell6z iliak kemik, kemik i¢i defektlerde
kullanilmak {izere yaklasitk 2—10 mm c¢apta parcaciklara ayrilir. Kiiclik kanselloz
parcaciklar periapikal alanlarda kiiretaj sonrasinda, smirli alveoler kenar

diizeltmelerinde kullanilir (Grageda 2004).

2.6.3.3. Ksenogreftler

Ksenogreftler farkli tiir canlilardan alinan greftlerdir. Memeli hayvanlarin
kemiklerinden veya mercan kabuklarindan elde edilirler. At, domuz ve sicangillere ait
kemiklerin de uygun olmasina karsin, sigir kemikleri daha ¢ok tercih edilmektedir

(Revell 1986).

Ksenogreftler genelde sigir kemiklerinin tam olarak deproteinize edilmesi ile
elde edilirler. Dogal sigir kemiginin organik bilesenleri tiimiiyle elimine edilir. Geri
kalan inorganik bdliim, pordz hidroksiapatit partikiilleridir ve yapisal olarak insan
kanselldz kemigine benzer. Alict doku tarafindan iyi tolere edilirler. lyilesmeye

osteokondiiktif katki gosterirler (Adem 2007).

Sigir kaynakli kemik grefti uygulamalari, son yillarda saglik konusunda 6nemli
bir yer tutan, prionlarla bulasan Deli Dana Hastaligin1 (DDH) (bovine spongioform

encephalopathy) ve bunun insanlardaki varyasyonu olan Creutzfeldt-Jakop hastaligini
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giindeme getirmektedir. Baz1 yazarlar, heterogreft uygulamalarinda bu riski sifira
indirmek veya miimkiin olan en azda tutmak i¢cin DDH’ nin bulunmadig tlkelerdeki
(6rn: ABD) firmalar tarafindan tiretilen heterogreftlerin kullanilmasini 6nerirler. Ancak
prionlarin kemik dokusunun tiimiiyle deproteinize ediliyor olmasi nedeniyle bdyle bir
risk s6z konusu degildir. Ayn1 zamanda, Diinya Saglik Orgiitii de kemik dokusunu prion
hastaliklar1 i¢in giivenilir ilan etmistir (Develioglu 2003, Mutaz ve ark. 2003, Rekow
2003).

Ksenogreftlerin ve allogreftlerin 6nemli avantajlarindan biri, otojen kemik ile
birlikte kemik greft genisleticileri olarak kullanilabilirler, bdylece otojen kemik greftine

olan ihtiyaci azaltmis olurlar (Revell 1986).

Yapilan arastirmalar, ksenogreftlerin sentetik hidroksiapatitlerden daha
kompleks bir yapiya sahip olmalarina ragmen, alloplastlara gore daha biyouyumlu bir
materyal olduklarini ortaya koymaktadir. Ayn1 zamanda porozite ve yiizey 6zellikleri
alloplastlardan daha iyi oldugundan osteointegrasyon basarisi alloplastlara oranla daha
yiiksektir. Kortikal ve kanselloz kemige benzer mekanik ozellikler gosterirler ve
sentetik hidroksiapatitlere gore daha iyi rezorbe olma ozelligine sahiptirler (Baver ve

ark. 2000, Nasr ve ark. 1999, Okumus ve ark. 2005, Schidmaier ve ark. 2009).
2.6.3.4. Alloplastlar

Alloplastik kemik greftleri, tamamiyla sentetik olarak {iretilen kemik
rejenerasyon materyalleri olarak tanimlanmaktadir (Kokden 1999). Belli oranda
osteokondiiktif ozellige sahip olan bu materyaller ayni zamanda biyouyumludur.
Defekti tamamiyla dolduracak bigimde yonledirilirler. Ayn1 zamanda yeni olusan kemik

icin iskelet gorevi de gérmektedirler (Garg 2004).

Allogreftlerin olusturacagi yan etkileri azaltmak amaciyla gectigimiz 20 yil
icerisinde alloplastlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Rezorbe olan ya da olmayan,
mikropordz (350 um’den kiiglik), makropdrdz (350 um’den biiyiik) veya pordz olmayan

yapida olabilirler. Alloplastlarin avantajlar1 asagidaki gibi siralanmaktadir:
e Elde edilmesinin kolay olmasi,
e Saklanabilmesi ve steril edilebilmesi,

e Biyolojik a¢idan uyumlu olmasi,
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e Enfeksiyon riski tagimamasidir.
Dort ¢esit alloplast mevcuttur. Bunlar (Garg 2004):
e Kompozit polimerler (rezorbe olan ve olmayan),
e Biyoseramikler (sentetik HA, trikalsiyum fosfat (TCP), biyoaktif cam),
e Kalsiyum siilfat

e Kalsiyum karbonat.

Kompozit Polimerler

Rezorbe Olanlar: Polilaktik veya poliglikolik asitten olusan {irlinler siitiir
materyali, fiksasyon vidalari, kemik vidalar1 olarak uzun yillardir kullanilmaktadir. Bu
materyaller yiiksek molekiil agirligina sahiptir ve 3 yila varan yikilma siireleri vardir.
Polimerlerin biyolojik degradasyonunda hastanin yasi, immiin sistemin durumu,
dokunun toleransi, defektin lokalizasyonu ve ekspoz olan yiizeyin konfiglirasyonu gibi

bir ¢ok faktor rol oynar (Kokden 1999).

Son yillarda polilaktik asit ve poliglikolik asitin diisiik dansiteli kopolimerleri
tiretilmistir. Bu kopolimerler minimum 3-4 ay, maksimum 6-8 aylik degradasyon
zamanina sahiptir. Toz formu ii¢ duvarli ossedz defektler i¢in endikedir, siinger formu
iki veya li¢ duvarli defektler i¢in endikedir. Jel formu, siringa ile enjekte edilerek derin

defektler i¢in kullanilir (Garg 2004, Kokden 1999).

Rezorbe Olmayanlar: Polihidroksietil metakrilat ile polimetil metakrilat
molekiillerinin karigitirilmast sonucu olusan polimerlerdir. Yapisina baryum siilfat
eklenerek radyoopasite saglanir. Uygulandiktan sonra sonuglarin pozitif olmasi igin
YKR (yOnlendirilmis kemik rejenrasyonu) membranlart kullanilir. Bu materyal

membran gorevi gordiigii icin, membran kullanimi elimine edilebilir (Kdkden 1999).

Biyoseramikler

Sentetik Hidroksiapatit: Hidroksiapatit (HA) [Cai0(POa4)s(OH).], kemiklerin
inorganik dogal komopnentleri olarak ifade edilir. Mine’nin %98 ini, kalsifiye iskeletin
ise % 70’ e yakim hidroksiapatitten olusur. Biyolojik olarak uyumlu bir maddedir.
Yumusak ve sert dokulara kolaylikla yapisabilir. Greftin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
bu materyalin klinik olarak kullanimini belirler. Partikiillerinden genis olanlarinin

rezorbe siiresi uzun oldugu igin rezorbe olmayanlar arasinda siniflandirilir. Amorf HA
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ve kristal HA’larin kiigciik boyutlularin yikimi ¢ok hizli olur. Bu yiizden materyalin

kristalizasyonu, rezorbe olma derecesini ortaya koyar.

Ote yandan porozite, grefte olan kan gegcisini ve vaskiiler infiltrasyonu belirler.
250-350 pum’lik delikler (pore) kemik biiyiimesi i¢in ideal olarak kabul edilir. Ancak
porozite artist ile dayaniklilik azalir ve bu durum 6nemli bir dezavantajdir. Solid, dens,
blok greftler yiiksek sikisma dayamikliligina sahiptirler; 6te yandan kirillgan yapiya

sahiptirler ve iyilesme esnasinda stres altinda yer degistirirler (Tofe 1991).

Trikalsiyum Fosfat (TCP): Trikalsiyum fosfat, kimyasal olarak HA’e benzer,
fakat dogal kemige benzer kimyasal kompozisyona sahip degildir. Ca/P oran1 3:2’dir.
Rezorbsiyon hizi materyalin kimyasal yapisina baghdir (Horch 2006). TCP’ nin o ve 3
fazlar1 mevcuttur. Sinterizasyon sicaklifindaki varyasyonlar, farkli kristal fazlarin
olugsmasina neden olur. 900°C’° lik sicaklikta B-TCP olusur. Sicakliktaki artis
(1180°C’den fazla) o-TCP’nin olusmasina neden olur. o veya [ terimleri, TCP
kristallerinin partikiil oryantasyonunu ifade eder. a-TCP ¢ok yavas rezorbe olur ve yillar
sonra dahi kemikte saptanabilir. Diger yandan B-TCP tamamen rezorbe olur ve 8-12 ay
sonra tamamen dogal kemikle yer degistirir. Bu sebeple a-TCP’nin klinik kullanimi

oOnerilmemektedir.

TCP, yeni kemik olusumu icin fiziksel bir matriks olusturur ve B-TCP’nin
rezorbsiyon hizi kemik remodelasyon hiziyla es zamanl oldugu i¢in defekt alaninda
tam kemik rejenerasyonu olusmasi beklenebilir. Manipiilasyon kolayligi saglamasi ve
osteoindiiktif 6zellik saglamasi i¢cin TCP’nin tercihen otojen kemik greftleri veya

allogreftler ile kombine kullanilmas1 6nerilmektedir (Horch 2006, Swart 1979).

Bioaktif Cam: Bioaktif cam greftler; Ca tuzu, Na tuzu ve silikon karigimidir.
Graniillerin ortalama boyutu 300-355 pum’dir. Cam yiizeyinde hidroksikarbonat apatit
tabakasi olusur ve materyal kemige baglanir. Yapilan bir ¢calismada Schepers ve ark.,
bioaktif camlarin manipiilasyonunun HA graniillerinden daha kolay oldugunu ve cam
graniillerinin komsu dokulara yayilma egiliminde olmadigint rapor etmistir. Cam
graniilleri birbirine bagli bir kitle olusturur ve kan ile temas ettiginde dagilmaz.

(Schepers ve ark. 1993, Tadjoedin 2002)
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Kalsiyum Siilfat

Greft materyali olarak kullanilabilen bir diger alloplast tiirii olan kalsiyum stilfat
“paris algist” olarak da bilinmektedir. Sivi ile karistirilan kalsiyum siilfat tuzu, algi
formuna ulasarak uygulanmasi kolaylagsmaktadir. 30 giin igerisinde rezorbe olmaktadir.
Defekt bolgede matriks gorevini iistlenir ve osteokondiiktif etkiye sahiptir (Garg 2004,
Simsek 2004.)

Kalsiyum Karbonat

Yavas rezorbe olan alloplastik greft materyalidir. Kemik formasyonunun hizli
olmasimi saglar. Yiiksek hemostatik Ozellik gosterirler. Ancak uygulandigi alandan
uzaklastirilmasi kolay degildir. Hassas bir yapiya sahip olan bu materyal, iyilesme

siirecinde stres altinda migrasyon gerceklestirebilmektedir (Simsek 2004).
2.7. D Vitamini (1, 25 dihidroksivitamin- D3)

Vitaminler, besinler ile veya ek olarak disardan alinmasi zorunlu olan besin
Ogeleri olarak tanimlanmasina ragmen; D vitamini dokuda iiretilerek kan dolasimina
verilmesi, diger dokular iizerinde etki gostermesi ve bu etkisinin “feedback”
mekanizmalarla diizenlenmesi nedeniyle vitaminden cok steroid yapili bir hormon

olarak degerlendirilir. (Holick 1994)

D vitaminin (1,25 dihidroksivitamin-D3, Vitamin D3, kalsitriol, 1- 25 dihidroksi
D3) fotosentezinin diinya iizerinde 750 milyon yildan fazla siiredir meydana geldigi
kanitlanmistir. D vitamininin biyolojik fonksiyonu ilkel canlilarda iyi bilinmemekle
birlite omurgalilarda D vitamininin Ca metabolizmasinin diizenlenmesi ve kalsifiye

olmus bir iskelet olusturmak tizere gelistigi tahmin edilmektedir (Holick 1995).

D vitamininin en o6nemli fonksiyonu Ca ve P’ nin plazmadaki normal
diizeylerini siirdiirmektir. Bu nedenle, epifizleri heniiz kapanmamis c¢ocuklardaki
ragitizm ile yetiskinlerdeki osteomalazi gibi kemik hastaliklarinin ve hipokalsemik
tetaninin 6nlenmesi igin gereklidir. D vitamini, néron uyarilmasi ve kas gevsemesi i¢in
gerekli olan Ca iyonlarmin hiicre dis1 sivilardaki konsantrasyonunu ayarlar. Hiicre dis1
sahalarda Ca’ nin yetersiz olmasi siirekli kas uyarilmasina neden olur. Ayrica lenfosit ve
makrofaj gibi hiicrelerde bulunarak bagisiklig1 diizenleyici bir faktor olarak da is goriir
(Holick 1995, Kumar ve ark 2000, Kato ve ark. 1998).
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2.7.1. D Vitamini Kaynaklari

Giines 1sinlart. Giines 1sinlar1 insan metabolizmasi i¢in en 6nemli D vitamin
kaynagidir. Ultraviole isinlarina maruz kalan yiiz ve kol bolgesine ait deride 20

dakikada giinliik 200 IU D vitamini sentezlenebilmektedir.

Normal kosullar altinda insan viicudundaki D vitamininin %90-95’1 giines
isinlarinin etkisiyle sentezlenir. Ozellikle besinlere katilmadikca diyetle alman D
vitamininin biiyiik bir 6nemi yoktur. Bu sebeple giines 15181 temel kaynaktir ve giines
1s18indan yeterince faydalanilirsa ilave D vitamini almaya gerek yoktur (Atas A., 2008;

Ozkan B., 2007)

Besinsel kaynaklar: Hayvansal kaynakli besinlerden; balik yagi, tereyagi,
yumurta sarisi, siit, sebzelerden; koyu yaprakli yesil sebzeler ve mantar D vitamini
yoniinden zengindir. Insan siitii de 25 hidroksikolekalsiferol igermektedir. Bu durum
yeni doganlarda karacigerin kolekalsiferoliin ilk hidroksilasyonunu yapabilecek kadar

gelismemis olmasindan ileri gelir. (Rucker 2001)

2.7.2. D Vitamini Metabolizmasi

Bir 6n hormon olan D vitamininin kolekalsiferol (D3 vitamini) ve ergokalsiferol
(D2 vitamini) olmak tizere iki kaynagi vardir. Kolekalsiferol 290-310 nm dalga
boyundaki ultraviole 1sinlarinin etkisiyle deride hayvansal kaynakli olan 7-
dehidrokolesterolden yapilir. Bu endojen iiretim D vitamininin temel kaynagidir (Koo
ve ark. 2005). Bu doniisim deri pigmentasyonu arttikca azalirken, ultraviole 1sinina
maruz kalma miktar1 ile dogru orantili olarak artar (Koo ve ark. 2005). Ergokalsiferol
ise bitkisel sterol olan ergosteroliin irradiasyonuyla olusur ve daha ¢ok siit iiriinlerinin
giiclendirilmesi amaciyla kullanilir. D3 ve D2 vitamini benzer yolla metabolize
olduklarindan ortak bir isimle, D vitamini olarak isimlendirilebilir (Koo ve ark. 2005).
Deride  7-dehidrokolesteroliin  1smnlanmasindan  olusan  kolekalsiferol  deride
depolanabilir. Ancak biiyilk kismi D vitamini baglayan protein (DBP) yardimi ile
karacigere gider (Granner 1996). DBP biitiin D vitamini sekillerini baglar, serbest D
vitamini konsantrasyonu DBP’ye bagli vitamin konsantrasyonundan daha diisiiktiir. D3
vitamini esas olarak yag dokusu, kas dokusu ve karacigerde depolanirken bagirsaklarda,

kemiklerde ve bobreklerde de depolanabilir (Koo ve ark. 2005).
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Diyetle bitkisel besinlerden aliman D2 vitamini ve hayvansal besinlerden alinan
(karaciger, yag ve etlerle) D3 vitamini safra tuzlarinin etkisiyle diger yagda eriyen
vitaminlerle birlikte duedonum ve jejunumdan emilir. Emildikten sonra, silomikronlarla
duktus torasikustan genel kan dolagimina katilarak karacigere gelir. Orada deriden gelen
kolekalsiferol ile birlikte 25-hidroksilaz enzimi tarafindan hidroksilasyona ugrayarak
25(0OH)D3’ e doniisiir (Koo ve ark. 2005).

25(0OH)D3 kalsidiol olarak da bilinir. D vitamininin 25. karbon atomunu
hidroksilleyen 25-Hidroksilaz enzimi; oksijen, NADPH ve Mg gerektiren hepatik
mikrozomal bir enzimdir. 25(OH)D3 insanda dolasimda bulunan baglica D vitamini
metabolitidir ve yar1 omrii yaklasik 20 giindiir (Rucker ve ark. 2005). Bu yiizden
25(0OH)D3 organizmadaki D vitamini durumunu yani sentez, alim, harcama gibi
durumlar1 en iyi yansitan parametre olarak kabul edilmektedir (Vieth 1999). Sentezi
feedback mekanizmasiyla zayifca regiile edildiginden plazma seviyesi yazin artar, kigin
azalir (Granner 1996, 173). Farkli laboratuvarlarda 25(OH)D3 normal diizeyleri 20-200
nmol/L (8-80 ng/mL) arasinda degismektedir (Rucker ve ark. 2005).

Yiiksek dozda D vitamini alimi, 25(OH)D3’ nin plazma diizeyini yiikselterek
normalin ¢ok tizerine ¢ikarir ancak alinan D vitaminin hepsi 25(OH)D3” e ¢evrilmez,
adipoz doku tarafindan absorbe edilir. Yine 25(OH)D3 DBP’ ye baglanarak bdbrege
gider. Bobrek kortikal hiicresinde 250H(OH)D3 serum Ca, P ve parathormon (PTH)
konsantrasyonlarina bagimli olarak daha ileri hidroksilasyona ugrar. Ca gerektiren bir
reaksiyon sonucu molekiiler oksijen ve rediikte primidin niikleotidlerinin yardimiyla 1-

hidroksilaz enzimi 1, 25(OH)2D3’ yi sentezler (Sekil 16, Sekil 17) (Zitterman 2009).

OH OH
karaciger bébrek
-—I—-—I—l—.- _rh
H HG OH

vitamin D3 25-hidroksivitamin D3 1a,25-dihidroksivitamin D3

Sekil 16: D vitamininin metabolik aktivasyonu
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D vitamininin en aktif sekli olan 1,25(OH)2D3, sirkiilasyonda 25(OH)D3’ iin
%0.1° inden yiiksek degildir. Bu hormon hiicre biiylimesi ve farkli hiicre tiplerinin
differansiyasyonunu saglar. Ince bagirsaktan Ca aktif transportunu (muhtemelen Ca
transport eden proteinin aktivasyonunu indiikleyerek) arttirir. Ince bagirsak ve
bobrekten fosfat reabsorbsiyonunu da stimiile eder (Popovzter 2005). Bu hormon
kemikteki mineral metabolizmasimi (depolanma, rezorbsiyon) direkt olarak etkiler
(osteoblast ve osteoklast prekiirsor gen ekspresyonunu stiimiile eder). Parathormon ve
kalsitoninle birlikte viicut sivi ve dokularinda Ca ve P homeostazinda major rol oynar.
Bu hormonun reseptorleri, 30’dan fazla hedef dokuda transkripsiyon ve nongenomik

yollarin regiilasyonunu saglar (Nemere ve ark. 1998).

UVB (200-315nm) UV

7-dehidiokolesterol Previtamin Ds %

(Pro.vitamin D) ' “ Ittt
i 51 Fotohz
DERI Vit Dy % -+ Urunleri
—p itamin D
Vitarnin D,
Vitamin Dy
KARACIGER «—nw— YAG
©., vitamin D-25-hydroxylase DOKUSU
25(0H)0 — 22, Katabolizma
l CYP3AA
BOBREK, Diger dokular, hiicreler
Phosphorus, o 25-hydroxyvitamin D @ Parathyroid
cakium, FGF-23 *  la-hydroxylase hormone
1,25(0M),0
nnalanm

Katabolizma

Sekil 17: D vitamini metabolizmasi

2.7.3. D Vitamini Reseptorii

D vitaminin aktif formu olan 1,25(0OH)2D3, fonksiyonunu D vitamin reseptorii
(VDR) araciligryla yapar. VDR, tiroid hormon reseptdrii, retinoik asit reseptorii ve
peroksizom proliferator aktivator reseptoriinii de igeren niikleer reseptor siiper ailesine
mensuptur. Insanlarda VDR’ yi kodlayan gen 12cen—ql2 iizerindedir ve cesitli

polimorfizmler igerir.
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1,25(0OH)2D3’ iin VDR’ ye baglanmasi D vitamini tarafindan regiile edilen

genlerin transkripsiyonunu saglar (Mathieu ve ark. 2005).

24 0 125 427
[ a8 | c | o | E |
DNA baglanma Ligand baglanma bolgesi
bolgesi

Sekil 18: D vitamini reseptoriiniin yapisi

Aktif D vitamini VDR’ nin ligand baglayici bolgesine (Sekil 18) baglanir, bunun
sonucunda VDR hiperfosforile olur. Daha sonra, VDR DNA baglayict bolgesi (Sekil

18) ile hedef gende bulunan D vitamin response elementlerine (VDRESs) baglanarak

transkripsiyonu aktive eder. Bu baglanmanin gerceklesebilmesi i¢in, VDR proteininin

oncelikle transkripsiyon baglangi¢ faktdrlerinin bir araya toplanmasini saglayan retinoik

asit X reseptorii (RXR) ile kompleks olusturmasi gereklidir. VDR proteininin paratiroid

hiicrelerde, pankreas adacik hiicrelerinde, hemopoetik hiicrelerde, keratonositlerde,

iireme organlari ve immun sistem dahil viicutta bir cok dokuda etkileri oldugu

bilinmektedir (Sekil 19) (Hausler ve ark. 1997).
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Sekil 19: D vitamininin hedef hiicrede VDR aracihgyla etkileri
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2.7.4. D Vitamininin Etki Mekanizmasi ve Fonksiyonlar:

D vitamininin aktif Ca transportu tizerindeki klasik etkisi bagirsak hiicrelerinde
gerceklesir. Membran proteinleri yardimiyla hiicreye Ca girer. Bagirsak hiicresinde D
vitamini, VDR’ ye baglanmakta ve Ca baglayici protein sentezlenmektedir. Bu durum
hiicrede aktif transportu diizenler. Ca, ATP-bagimli bir mekanizma ile ekstraseliiler
stviya geger. D vitamini kemik, bagirsak, bobrek gibi hedef organlar tizerindeki etkisini

gostermekte ve bu organlardan kana Ca gegmesine yardimci olmaktadir.

D vitamininin iiretimi paratiroid hormonu (PTH) tarafindan uyarilmaktadir. PTH
seviyesinin diismesine neden olan negatif geri bildirim mekanizmas1 Ca, 25 Hidroksilaz
(Mitokondrial CYP27Al)(Mikrozomal CYP2R1) sayesinde olmaktadir. Diger bir
deyisle D vitamini, plazma membran reseptorleri ve MAP kinaz ya da siklik AMP gibi

ikincil mesajcilar araciligi ile de islevini yerine getirmektedir (Armas ve ark. 2004).

D vitamini kanda insiilin seviyesinin diizenlenmesinde nemli rol oynar, seker
metabolizmasimi1  destekler. Gliglii  antiproliferatif, = prodiferansiyatif,  ve

immunomodiilator etki gostermektedir (van Etten ve ark. 2005).

1,25(0H)2 dihidroksikolekalsiferol Ca baglayici proteinin sentezini uyararak Ca
bagirsak hiicrelerince emilimini artirir. Serum Ca seviyesini artirir, bdylece Ca
kemiklerde depo edilir. Kemik rezorbsiyonuna neden oluyormus gibi goriinse de

sonucta kemiklerde Ca depolanmasini arttirmaktadir.

Ostrojen hormonu D vitamini {izerinde etkilidir. 1a, 25(OH)2 dstrojen salmnimi
ile artar, buna bagli olarak Ca absorbsiyonu da indirekt olarak artar. Dolayisiyla
Ostrojen hormonu D vitamini reseptor fonksiyonunun diizenlemesinde gorev almaktadir

denilebilir (Karadavut ve ark. 2002).

Yapilan ¢esitli arastirmalar, D vitamini metabolitlerinin makrofaj hiicrelerinin
antijen sunma kapasitelerini arttirdigin1  gostermektedir. Dolayisiyla, diabetes
mellitus(DM) Tip 1’e karsi koruyucu ozellik gostermektedir. Literatiirde yapilan
aragtirmalarin  sonuglarima gére DM tip 1 ve 2’ye yakalanma riski D vitamini
seviyesinin yiiksek olmasiyla azalmaktadir (Mathieu ve ark. 2005). Ayrica obez
olmayan diyabetik farelerde D vitamini ve analoglarmin kullanimi baslangi¢ fazinda

goriilen instilitis (pankreas beta hiicrelerinde cevresel faktorlerin etkisiyle olusan
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otoimmun ve inflamatuar hasar) tablosunun Klinik diyabete ilerlemesini engelledigini

belirten ¢aligmalar vardir. (van Etten ve ark. 2005).

Yasamin erken donemlerinde D vitamini eksikligi ve rasitizm gelisen
cocuklarda, daha ileri donemde DM gelisme riski 3 kat artmistir (Hypponen ve ark.
2001). Buna karsilik yasamin erken doneminde D vitamini alimi ile Tip 1 diyabet

gelisme riski arasinda da ters iliski gosterilmistir(Harris 2002).

D vitamini non-genomik etkisini osteoblast ve osteoklast hiicrelerinde Ca?*
kanallarinin acilmasin1 saglayarak, karacigerde lipid metabolizmasina etki ederek,
kaslarda ise pek ¢ok yoldan gostermektedir. D vitamini eksikliginde kaslarda zayiflik
veya miyopati gozlenmektedir. Myoblast ve iskelet kasi hiicre kiiltiirleri ile yapilan
caligmalar D3 formunun Ca tasinmasina direkt olarak etkili oldugunu gostermistir. D3
formunun kalp kasi fonksiyonlarinin yerine getirilebilmesi icin Onem tasidig

bilinmektedir (Rucker 2001).

Bir ¢cok gen fonksiyonu D vitamini tarafindan diizenlenmektedir. Bu genlere
ornek olarak ostoekalsin, osteopontin, kalbindin, 24-hidroksilaz, karbonik anhidraz
verilebilir (Rucker 2001, Nagpal ve ark. 2005). Oteki taraftan, D vitamini IL-2 ve 1L-12
gibi inflamatuvar markerlar1 azaltmakta ve antiproliferatif etki gostermektedir.
Sitokinlerin etkisi ile ekstrarenal hiicreler ve dokularda 25(OH)D formu
hidroksillenerek 1, 25(OH)2D formuna doniismektedir. Bu ekstrarenal D vitamini
formu hiicresel farklilasma sirasinda parakrin regiilasyon i¢in 6nemlidir. D vitamini
etkisi ile gen Uriinlerinin azalmasma Oornek olarak T lenfositlerdeki y-interferon ile

bobrek ve bagirsak hiicrelerindeki sitokrom B verilebilir (Rucker 2001).

Pankreasta insiilin sekresyonun normal bir sekilde yapilabilmesi i¢in D3
formunun gerekli oldugu ratlarda yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir. Vitamin D3 formu

pankreas [ hiicreleri fonksiyonunu direkt olarak etkilemektedir (Rucker 2001).

Bir ¢ok onkogen {iriiniinii iceren elliden fazla proteinin vitamin D3 tarafindan

diizenlendigi bilinmektedir (Rucker 2001).
2.7.4.1. D Vitamininin Kemik Metabolizmas1 Uzerine Etkisi

1,25(0H)2D3, kemik ve Ca metabolizmasi iizerine en etkili olan hormonlardan
biridir. Bu hormon, ince bagirsakta bulunan bir Ca baglayici protein olan ve Ca’ nin

enterositlerden aktif transportunda dnemli bir rol oynadigina inanilan calbindin 9K’ nin
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major indiikleyicisidir. Bagirsak epitelinde bulunan iki major Ca tasiyicisi, TRPVS ve
TRPV6 (transient receptor potential vanilloid), de D vitaminine duyarlidir. Aktif D

vitamini, ince bagirsaktaki bu ve diger genlerin ekspresyonunu arttirarak intestinal Ca

==

Kalsitriol Serum kalsiyum
1.25 (OM,0) konsantrasyonu yukselir.

emiliminin etkinligini arttirir (Sekil 20) (Fauci 2008).

| e’/
P/
PARATIRO!D

BEZLERI

Dégun serum kais
Paratrod bagienrden "T

axigem Uy sr

\itamin D " l
& Kaisidol ,» ' Kalsnnod NP
z (25-0m.0 ol 29 (0D \
KARACIGER BOBREKLER INCE
Katsansl sentes s BAGIRSAKLAR

Kalsryum restes tE‘,-"'.!f‘)’ B s T
).L = arae

Sekil 20: D vitamininin Ca metabolizmasina olan etkisi

VDR, osteoblastlardaki bazi genlerin ekspresyonunu diizenler. Bu sayede aktif
D vitamininin Tip I Kollajen sentezinin baskilanmasi ve osteokalsin, osteopontin ve
kemik matriks proteinleri sentezinin arttirilmasi gibi etkileri ortaya ¢ikar (Fauci 2008,
Harrison 1989). VDR, sadece osteoblastlar iizerinde bulunur. PTH ile birlikte
1,25(0OH)2D3, osteoklast farklilagmasini ve aktivitesini arttiran RANK Ligandinin
ekspresyonunu arttirir. Bu mekanizma ile aktif D vitamini kemik rezorbsiyonunu
diizenler (Fauci 2008). Yapilan calismalar D vitamininin esas etkisinin Ca ve P
emilimini uyararak kemik mineralizasyonunun uygun kosullarda devam etmesini

saglamak oldugunu gostermistir.

VDR ayrica paratiroid bezi lizerinde de bulunur. Paratiroid bezinden salgilanan
hormon olan parathormon, bobrek ve kemik hiicre yiizeylerindeki reseptorlere
baglanarak kan Ca arttirir, bobrekte 1,25(OH)2D3 sentezini arttirarak Ca’ nin
bagirsaktan emilimini arttirir, kemik rezorbsiyonu ve dongiisiinii arttirir (Fauci 2008).
Aktif D vitamininin ise paratiroid hiicreler iizerinde anti-proliferatif etkilerinin
bulundugu ve iyonize Ca’ nin kan ve hiicre dis1 sivilardaki diizeyini hassas sekilde
kontrol eden PTH’ nin gen transkripsiyonunu baskiladigi gosterilmistir (Fauci 2008, Li
ve ark. 1998)
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2.7.4.2. D Vitamininin Kemik Harici Etkileri

VDR’ nin ilk saptandigi donemlerde D vitamininin sadece Ca ve kemik
metabolizmas1 lizerine etkili oldugu disiinilmekteydi. Bu sebeple, D vitamini
yetmezligi olan fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada isaretlenmis 1,25 (OH)2D3
hayvanlara verilmis ve isaretli D vitamininin hemen tiim ¢ekirdekli hiicrelerde biriktigi
saptanmis (Stumpf ve ark. 1979). Bunu takiben yapilan ¢alismalarda VDR’ nin cilt,
kolon, beyin, pankreas, meme, aktive olmus T ve B lenfositler, monositler ve
makrofajlarin da icinde oldugu bir ¢ok doku ve organda bulundugu tespit edilmis
(Holick 2010).
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Sekil 21: D vitaminin etkileri

D Vitamini ve Kanser iliskisi

Yapilan c¢alismalarda yiliksek enlemli cografik bolgelerde yasayan insanlarda
kolorektal, prostat, over, meme, akciger ve 6zofagus kanserlerinin daha sik goriildiigii
ve Oliime sebep oldugu saptanmistir (Garland ve ark. 2001, Grant 2006). D vitamini
diizeyi ve kanser gelisimi arasindaki iligkiyi daha net olarak belirlemek i¢in bazi
calismalarda kanserli olmayan kisilere D vitamini ve Ca takviyesi verilmis ve takip
eden donemlerde takviye alanlarda plasebo grubuna gore kanser gelisiminde belirgin

diisme saptanmistir (Holick 2010, Lappe ve ark. 2007).
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Aktif D vitamininin transkripsiyonel aktivitesi sayesinde direk veya indirek
yolla yaklasik 200 geni diizenlemekte oldugu goriilmiistir. Bu genler arasinda
cogalmayi, differansiyasyonu, apoptosisi ve anjiyogenezi diizenleyen genler de
bulunmaktadir. 1,25(OH)2D3, hiicre dongiisii inhibitorlerini uyarir (Sekil 21) ve siklin-
siklin bagimli kinaz kompleksleri aktivatorlerini baskilar. Bununla birlikte, hiicreyi
G1/S fazinda tutup DNA sentezini ve hiicre biiylimesini engelleyen siklin-bagimli kinaz

inhibitorlerinin diizeyini de arttirir (Holick 2010).

Bir ¢ok kanser hiicresinde VDR bulundugu saptandiginda aragtirmacilar, aktif D
vitamininin kanser tedavisinde yer alip alamayacagini anlamak i¢in calismalara
baslamislardir. Ancak yapilan ¢alismalarda genellikle aktif D vitamini tedavisinin yan
etkileri, 6zellikle hiperkalsemi yapici etkisi, ortaya ¢ikmis ve g¢alismalari kisitlamistir.

Bu sebeple en az hiperkalsemik etki yaratacak D vitamini analoglarina yonelinmistir.

Yapilan caligmalarda umut verici bazi sonuglar elde edilse de kanser
hiicrelerinin 1,25(OH)2D3” {in etkilerine kars1 stratejiler gelistirdigi gozlenmistir.
Bunlar arasinda kanser hiicresi 24-hidroksilaz aktivitesinin arttiritlmasi veya bir VDR

inhibitorii olan Snail faktoriiniin ekspresyonunun arttirilmasi sayilabilir (Holick 2010).

Sonug olarak, D vitamini ve kanser iligkisini arastiran bir ¢ok ¢alisma mevcut
olmakla birlikte D vitamini ile kanser O6nlenmesi veya tedavisi agisindan kesin bir

iliskiyi gdstermek heniliz miimkiin olmamastir.
D Vitamininin Pankreas Uzerindeki Etkisi

Pankreas B hiicreler1 VDR igerir ve 1,25(0OH)2D3’ iin insiilin yapimini uyardig
bilinmektedir (Sekil 21). Etki mekanizmasi olarak aktif D vitamininin pankreas adacik
hiicrelerinde sitozolik Ca diizeyini belirgin sekilde arttirarak insiilin salinimini uyardig
ve D vitamini bagimli Ca baglayict protein olan “Calbindin” sentezi artis1 sonucu
sitokinlerle uyarilan B hiicre hasarini 6nledigi diisiiniilmektedir (Tanaka ve ark. 1986,

Hahn ve ark. 1997).

Bununla beraber yapilan calismalarda Tip II diyabetik hastalarda D vitamini
seviyesinin diizelmesi ile insiilin rezistansinda iyilesme goriilmiistir (Mohr ve ark.

2008, Chiu ve ark. 2004).



o1

D Vitamini ve Immunite Tliskisi

Aktif T ve B lenfositleri tizerinde VDR bulunur ve 1,25(OH)2D3 hem T hem de
B lenfositleri i¢in giiglii bir diizenleyicidir. T ve B lenfositleri uyarilinca ilk aktive olan

genlerden biri VDR genidir. Aktif D vitamini;
e Immunglobulin sentezini baskilar (Bikle 2009, Cantorna ve ark. 2004),

e T hiicre proliferasyonunu, 6zellikle interferon-gamma ve interlokin-2 (IL-2)

tiretiminden sorumlu olan T helperl (Thl) hiicrelerini, inhibe eder.
Bu sekilde T hiicrelerinin antijen sunumuna devam etmesini kisitlar.

Ayrica aktif D vitamini, IL-4, IL-5 ve IL-10’un yapimini arttirarak dengeyi T
Helper (Th) 1’ den Th 2 hiicrelerine kaydirir (Bikle 2009, Adorini ve ark. 2004).

1,25(OH)2D3, sadece T hiicreler iizerinde degil, ayrica antijen sunumunda
anahtar role sahip olan dendritik hiicreler iizerinde de etkilidir. Dendritik hiicreler
tizerinde de VDR bulunur ve bu hiicreler de aktif D vitamininin anti-proliferatif ve

immunmodulatuvar etkilerine yanit verirler (Holick 2010).

1,25(0OH)2D3’iin immun sistemdeki diger bir etkisi de otoimmun hastaliklarda
onemli bir rolii oldugu diisiiniilen Th 17° yi baskilamaktir (Bikle 2009). Bu sayede D
vitamininin romatoid artrit, Sjogren sendromu, sistemik lupus eritematozus, multipl
sklerozis, Hashimato tiroidi gibi bazi otoimmun hastaliklara karsi koruyucu oldugu
diistiniilmektedir (Holick 2010).

Aktif D vitamininin kazanilmis immun sistem {izerinde tim bu etkileri
bulunmaktadir, ancak 1,25(OH)2D3, bir ¢ok dokuda sentezlenebilmekteyken lenfositler
la-hidroksilaz enzimleri bulunmadig i¢in kendileri aktif D vitamini sentezleyemezler.
Aktif D vitamini, aktif T ve B lenfositler iizerine etkisini, makrofajlarda sentezlenen
1,25(OH)2D3’in parakrin etki ile aktif lenfositler lizerindeki VDR’ yi uyarmasiyla
gosterirler (Holick 2007).

Aktif D vitamini kazanilmis immun sistem {izerine oldugu kadar dogal
bagisiklik iizerine de etkilidir. Bu etkisi monosit ve makrofajlar yardimiyla olusur.
Bakteriyel ajanlarla monosit/makrofajlarin karsilasmasi, VDR ve la-hidroksilaz gen
ekspresyonlarini arttirir. 48 saat i¢inde bazi dogal koruyucularin yapimi artar ve

ozellikle mikobakterilerin hiicre i¢i yasami kisitlanir (Liu ve ark. 2004).
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D Vitamini ve Kronik Hastaliklar

D vitamininin bir ¢ok kronik hastalikta koruyucu etkisi bilinmektedir.
1,25(0OH)2D3’ iin eksikliginin kemik mineral dansitesinde azalma ve bu nedenle kirik
riskinde artmaya neden oldugu gosterilmistir (Outila ve ark. 2001). Bununla birlikte D
vitamini eksikliginde kas hiicresinde intraselliiler Ca metabolizmasinin bozuldugu ve
kas giigstizliigli olustugu belirtilerek konjestif kalp yetmezligi patogenezine katkida
bulundugu ileri stirilmiistiir (Sekil 22) (Zittermann ve ark. 2003).

Konjestif kalp yetmezliginin siddetinde O6nemli bir indikatér olan atrial
natriiiretik peptidin dolagimdaki seviyesi ile 25(OH)D3 seviyesi arasinda ters

korelasyon tespit edilmistir (Zittermann ve ark. 2003).

Enfeksiyon hastaliklari ile D vitamini arasindaki iliskiyi gosteren veriler
yetersizdir (Muhe ve ark. 1997). Ancak D vitamini eksikligi ve artmis enfeksiyon riski
birlikteligini gosteren bir ¢ok epidemiyolojik ¢alisma mevcuttur (Muhe ve ark. 1997,
186). Muhe ve ark. , Etiyopyali 500 riketsli ¢ocukta yaptiklar1 ¢aligmada pnomoni
riskinin saglikli ¢ocuklara gore 13 kez arttigini tespit etmislerdir. Bundan baska
Rehman ve ark. , sik solunum yolu enfeksiyonu gegiren ¢ocuklarda haftalik 150 pg D
vitamini ve giinliik 650 mg Ca tedavisini 6 hafta uygulamislardir. Bu ¢ocuklarin sonraki
6 ay boyunca enfeksiyon gegirmediklerini bildirmiglerdir. Bu bulgulara dayanarak

subklinik D vitamini eksikliginin enfeksiyon riskini arttirdigini bildirmislerdir.
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Sekil 22: Aktif D vitamininin endokrin, otokrin ve parakrin fonksiyonlari
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2.7.5. D Vitamini Eksikliginde Ortaya Cikan Durumlar

D vitamini yeterliligi, Ca ve PTH arasindaki hassas denge nedeniyle PTH
yikselmesine sebep olmayacak 25-OH D vitamin  diizeyi saptanarak
degerlendirilmektedir. Erigskinlerde yapilan ¢alismalarda 25-OH D vitamin seviyesi 15
ng/ml dan az oldugunda PTH seviyesinin arttigi goézlenmistir, bu nedenle 15 ng/ml
degeri ‘esik deger’ olarak kabul gormektedir. 25-OH D vitamini diizeyi 11 ng/dI’nin
altina distiigtinde 1,25 (OH)2 Dvitamini diizeyi artmakta ve bu artisin etkisiyle
kemiklerden Ca mobilizasyonu saglanarak kompanzasyon saglanmakta, ancak serum Ca
diizeyi normale donerken kemik mineralizasyonu bozulmaktadir (Hatun S. ve ark.
2003). 25-OH D vitamini eksikligi ¢ocuklarda rasitizm, yetiskinde osteomalaziye yol
acan kemik demineralizasyonuna sebep olur. Diinya da 1 milyar kiside D vitamini
eksikligi ya da yetersizligi oldugu diistiniilmektedir (Malabanan ve ark. 1998, McKenna
1992).

Organizmadaki D vitamininin biiyiik bir kismi giines 15181 tarafindan fotolizle
olustugundan kuzey bdlgelerinde yasayanlar, koyu tenli kisiler, geleneksel kapali
giyinen toplumlar, kapali alanlarda bulunanlarda D vitamini eksikligi daha sik goriiliir.
Ayrica 70 yas Ustii erigkinler, D vitamini metabolizmasini etkileyen ilag kullananlar ve
obezlerde risk daha fazladir. Obezlerde D vitamini adipoz dokuda depolanmakta ve bu

nedenle sistemik olarak kullanilmamaktadir (McKenna 1992).
2.7.6. D Vitamini Toksikasyonu

25-OH D vitamini diizeyi 150 ng/ml’nin {stiinde oldugunda D vitamini
intoksikasyonu goriilmektedir. Fakat bu durum ¢ok nadir olarak gézlenir. D vitamini
infantlarda giinde 40.000 IU 1-4 ay, eriskinlerde ise giinde 100.000 IU birka¢ ay
kullanilirsa intoksikasyon goriilebilmektedir (Burtis CA. ve ark. 2005). Bu hastalarda
intoksikasyona bagl olarak istahsizlik, kusma, bas agrisi, aritmi, hipertansiyon, poliiiri,
hiperkalsemi, hiperfosfatemi, hiperkalsiiiri, damar kalsifikasyonu, nefrokalsinoz ve

bobrek yetmezligi gelisebilmektedir (Burtis Ca. ve ark. 2005).
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2.7.7. D Vitamini Katabolizmasi

24-hidroksilasyon yolu ile D vitamini bobrek ve karacigerde katabolize
olmaktadir. 24,25 — dihidroksivitamin D oldukga polar bi madde oldugundan bobrekten
hizli bir sekilde atilir. 1,25 — dihidroksvitamin D ise kalsitroik aside doniistiiriilerek

safra ile viicuttan disar1 atilmaktadir (Atas ve ark. 2008)
2.8. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirleri, canli dokularin viicut disinda yasatilmasi, stirekli iiretim ve
gelisimini ifade etmektedir. Canli yapilardan elde edilen dokular, viicut isilarinda
kiiltiire edilmekte ve viicudun 6zgiin fizyolojik durumunu taklit eden besleyici sivilarda

beslenerek ¢ogaltilmaktadir (Doyle ve ark. 1993, Helfrich ve ark. 2003)

Hiicre kiiltiirlerinin elde edilmesinde temel sart, steril ortamlarin korunmasidir.
Viicut disinda izole edilmis hiicre ya da organlar, enfeksiyonlara karsi koyabilecek
kapasitede olmadiklarindan, hiicre kiiltiirii galismalarinda, 6zel ekipman ve malzemenin
deneyimli personelce kullaniminin yani sira kontaminasyondan kac¢inmak igin

sterilizasyona azami dikkat gosterilmelidir. (Doyle ve ark. 1993, Helfrich ve ark. 2003)

Hiicre ya da doku kiiltiirii ¢aligmalar1 son yillarda uygulamada biiytik bir gelisim
gostererek dis hekimligi de dahil olmak iizere modern bilimin bir ¢ok dalinda kendine
yer bulmusg, hayvan ve insan haklarina gosterilen sayginin artmasina paralel olarak

onemi de o derece artmigtir. (Doyle ve ark. 1993, Helfrich ve ark. 2003)
2.8.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Tarihgesi

Hiicre kiiltiiriiniin tarihi 1800°1ii yillarda baslar. ilk olarak 1866 yilinda in vitro
doku Kkiiltiiriinde kan hiicrelerinin 35 giin canliligi saglanmistir. Ilk eksplantasyon
uygulamasi, Wilhelm Roux tarafindan 1885 yilinda 1lik tuz igerisinde tavuk
embriyosunun mediiller tabakasimi elde etmek i¢in hazirlanan deney olarak kabul
edilmektedir. Hemen hemen ayni yillarda, kurbagalarda yapilan deneylerde kemik iligi
fragmanlarinin implantasyonu Arnold tarafindan basariyla tamamlanmistir.(Freshney

1994, Mutlu 2003).

Bu iki deney kendi donemlerine gore oldukga ileri iki ¢calisma olmasina ragmen,
kesip ¢ikartilmis hayvan dokularinin uygun kosullarda yasatilabilecegi gercegi; 1898
yilinda Ljungren' in in vitro sartlarda insan derisinin asidik sivida yasayabilecegini

ispatlamasina kadar gecerlilik kazanamamistir (Freshney 1994, Mutlu 2003).
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Jolly, 1903 yilinda hiicrelerin béliinmesi ve yasami ile alakali ilk detayli
gozlemleri yapmustir. Semenderden asili damlalar seklinde bir ay boyunca 16kosit elde
etmistir. Bu ¢alisma 3 yil sonra 1906” da Ewing ve Beebe tarafindan takip edilmis ve
doku kiiltiirii kavramina ilk gercek tesebbiisii olusturmustur. Bu tiir ¢aligmalar
giiniimiizde halen kullanilmakta olan 30-40 yillik tekniklerin temelini olusturmaktadir
(Davis 1994).

Doku, organ ve temel hiicre kiiltiirleriyle ilgili mithim gelismeler 1910-1914
yillar1 arasinda gerceklesmistir. 1914 yilina kadar aseptik caligmalar devam ettirilmis ve

bu tarihte ilk yapay doku kiiltiirii meydana getirilmistir (Freshney 1994, Mutlu 2003).

1920’ 1i yillarda da hiicre iiretme vasatlar ilizerinde yogunlasilmistir. Fisher,

analitik yontemlerle hiicre kiiltiir vasatlarini hazirlamistir (Freshney 1994, Mutlu 2003).

Ik siirekli hiicre kiiltiirii ise 1952 yilinda insanin serviks karsinomasindan elde

edilmistir (Freshney 1994, Mutlu 2003).

1955-1960 yillari arasinda Eagle bugiin kullandigimiz anlamda temel hiicre

kiiltiirti vasatlarini hazirlamistir ki bu hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda énemli adimlardan

birisi daha olmustur (Freshney 1994, Mutlu 2003).

1960 tarihinde monoklonal antikor iiretimi hiicre flizyonu yontemi ile ve ilk defa
1961 yilinda Barskib ve ark. in vitro sartlarda somatik hiicre hibridleri elde etmislerdir
(Freshney 1994, Mutlu 2003).

1979 yilinda Green ve ark. epidermal hiicre kiiltiirleri hazirlamislardir, 1980’11
yillarda endotelyal hiicrelerden kapiller damarlarin olusturulmasina ve 1989 yilinda
hiicre kiiltiirii teknolojisi, homogreft yapimi ve rekonstriiktif cerrahide kullanilmaya
baglanmustir.. 1992°de Rosenfield ve Morgan ile ark. genetik olarak modifiye hiicreleri
hastaliklarin tedavisinde kullanmaya baslamislardir ki bu hiicre kiiltiirii teknolojisinin

kullanildig1 en 6nemli uygulamalardan biri olmustur (Freshney 1994, Mutlu 2003).

2.8.2. Hiicre Kiiltiir Tipleri

Farkli dokulardan iiretimi saglanan hiicre kiiltiirleri primer hiicre kiiltiirleri,
devamli hiicre kiiltiirleri ve diploid hiicre kiiltiirleri olmak {izere ii¢ grupta

toplanmaktadir.
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2.8.2.1. Primer Hiicre Kiiltiirleri

Koken aldigi dokudan ilk defa ayristirilmis ve kiiltiir sartlarina ilk defa
konulmus hiicre kiiltiirlerine primer hiicre kiiltiirleri denilmektedir. Bu hiicreler koken
aldiklar1 dokudan yeni ayrildiklar1 i¢in dokunun fizyolojik durumunu tamamiyle
yansitir. Bu hiicrelerin fenotipleri ve genotipleri koken alinan esas doku hiicreleriyle
bire bir aynidir. Bu hiicre kiiltiir tipinde, hiicreler pasajlandiktan sonra ikinci pasaj i¢in
bagka bir kiiltliir ortamina alinmaktadir. Bu aktarim sonucu olusan kiiltiire subkiiltiir
denilmektedir. Her dokunun ozelliklerine gore degismekle birlite smirli sayida
subkiiltiir islemi yapilabilir. Subkiiltiir yapilan hiicreler orijinal dokuyla ayn1 6zelliklere
sahip hiicre hatlar1 olusturmaktadir. Ancak deneysel ortamda siirli sayida
iretilebilmesi bu hiicre hatlarinin dezavantajlarindandir.(Hanks ve ark. 1996, Davis Jm.

1996, Spier ve ark. 1985)

Primer hiicre kiiltiirleri, iiretim asamalarinin zor olmasina, hassas hiicreler
olmalarina, ¢alisma esnasinda ortaya ¢ikabilecek sorunlara ve kontrollerinin son derece
giic olmasma ragmen orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri nedeniyle deger

kazanmiglardir.(Browne 1988, Mjor ve ark. 1983)
2.8.2.2. Devamh Hiicre Kiiltiirleri

Subkiiltiirleri sonsuz olarak yapilabilen ve karyotipleri alindiklar1 dokulardan

farkl olarak gelistirilmis kiiltiirlerdir.

Hiicre kiiltiirlerinden herhangi birinin devamli hiicre kiiltiirii olarak kabul
edilebilmesi i¢in minimum 70 defa subkiiltiiriiniin gergeklestirilmesi gerekir. Fazla
sayida subkiiltiir gerceklestirildigi icin hiicreler transformasyona ugramaktadirlar.

Fizyolojik 6zellikler transformasyonlar sebebiyle korunamaz (Davis Jm. 1996).

Bu Kkiiltiirler, standart kiiltiirlere 6rnek teskil eden embriyonik ya da kanserli

dokulardan kodlanir ve kullanima sunulur (Spier ve ark. 1985).

Primer hiicre kiiltiirleri, devamli hiicre kiiltiirlerine gore sitotoksisite
degerlendirmelerinde daha etkilidir ancak primer hiicre Kkiiltlirlerinin genetik ve
metabolik stabilite problemlerinden dolay1 test sonuclarinin standardizasyonunun daha
iyi yapilabilmesi sebebiyle devamli hiicre kiiltiirleri tercih edilmektedir (Schmalz 1994,
Feigal ve ark. 1985).
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2.8.2.3. Diploid Hiicre Kiiltiirleri

Stirekli olarak subkiiltiire edilmis primer kiiltiirlere diploid hiicre kiiltiirleri
denilmektedir. Bu hiicreler kaynak aldiklart dokunun 6zelliklerinin ancak % 85 kadarini
koruyabilmektedir. Bunun sonucunda bu kiiltiir tipinde bazi hiicrelerde esas

hiicrelerdeki kromozom tiplerinin yoklugu saptanabilmektedir. (Spier ve ark. 1985)
2.8.3. Hiicre Kiiltiiriiniin Kullanim Alanlar

Hiicre kiiltiirleri gilinlimiizde bir c¢ok alanda kullanilmaktadir. En yaygin

kullanim alanlar1 asagida siralanmistir;
e Enzim sentezi,
e Insekt as1 sentezi,
e Interferon sentezi,
e Insiilin iiretimi,
e Biiylime hormonlar1 tiretimi,
e Viral as1 liretme ve teshis amagli.

Hiicre kiiltriileri bir ¢ok yeni kullanim alanina da sahiptir. Bu alanlar asagida

siralanmistir;

e Tiimorlere engel teskil eden asi iiretimi,

Canl1 olan hiicrelerin greft amaciyla kullanima,

e Kanser tedavisi i¢in kemik iliklerinin kullanilma,

e Hiicrelerin organizma disinda modifikasyonu i¢in kullanima,
o Kompeks yapiya sahip ii¢ boyutlu dokularda kullanimu,

e Yapay deri iiretimi,

e Yapay kikirdak iiretimi,

e Karacigerin yapay olarak iiretimi,

e Pankreasin yapay olarak iiretimi,

e Parkinson hastaligini tedavi etmek amagli beyin hiicrelerinin kullanima,
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e Eritrositlerin organizma disinda transfiizyon amactyla kullanilmasi
e Parkinson hastaliginin tedavisinde beyin hiicrelerinin kullanilmasi

e Somatik gen tedavisi (Poot ve ark. 1992, Mutlu 2003)

2.8.4. Hiicre Kiiltiiriiniin Avantaj ve Dezavantajlari
Hiicre kiiltlirlerinin bir ¢ok avantaji oldugu gibi bir takim dezavantajlar1 da
vardir. Asagida hiicre kiiltiirlerinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 maddeler halinde

stralanmustir.
Hiicre kiiltiir yonteminin avantajlari;

e Hiicre kiiltiirii ortaminda, fizikokimyasal ¢evre kosullarinin kontrolii daha iyi
yapilabilmektedir. Canli ortamlarda c¢evre sartlarimin standardizasyonunun

saglanmasi ¢cok daha zordur.

e Kullanilan 6rnegin homojenlik durumu kontrol edilebilmektedir. Doku hiicreleri
yapilart itibariyla genellikle heterojen yapiya sahiptir. Fakat birka¢ pasaj
sonrasinda hiicrelerin kiiltiirlenmesi sonucunda homojen yapt
gosterebilmektedirler. Homojen hiicreler, elde edilen iiriiniin homojenlik durumu

icin onemli bir Ol¢iittiir.

e FEkonomik acidan hiicre kiiltiirleri avantajlidir. Canli hiicrelerle yapilan
caligmalarda verilen maddenin %]10’undan cevap alinirken, hiicre kiiltiirlerinde

%090 oraninda cevap alinmaktadir.

e Hiicre kiiltiirleri ile elde edilen tirtinler endiistride kullanim alani bulabilmektedir.
Gilintimiizde teknolojik gelismeler ile gelistirilen teknikler sayesinde bu durum

oldukca kolay hale gelmistir.
Hiicre kiiltiir yonteminin dezavantajlari;

e Primer kiiltiir ile c¢alisildiginda, takip eden pasajlar sonucunda hiicreler
farklilasarak bir miktar hiicre yok olmaktadir. Bu durum zamana bagl kiiltiirdeki

kararsizlik olarak agiklanir.

e Hiicre Kkiiltiirleri olusturulurken hijyenik kosullar olduk¢a 6nemli oldugundan,
kiiltirlerin elde edildigi kosullarin olumsuz olmasi tekrar hiicre kayiplarina neden

olabilmektedir.
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e Hiicre kiiltiirii olusturulurken tecriibe cok énemli bir konudur. In vitro kosullarda

calismak uzmanlik gerektiren bir durumdur.

e In vitro kosullarda hiicre kiiltiirleri olusturmak olduk¢a ekonomik olmasina
ragmen, hiicre liretmede kullanilan malzemeler olduk¢a pahalidir. Bu duruma
ragmen iirliniin saf olarak elde edilmesi bir avantaj olarak gosterilebilir. Son
zamanlarda teknolojik gelismeler hiicre kiiltiirlerinin olusumunda kullanilan
malzemelerin ekonomik olarak uygun kosullara indirilmesini saglamaktadir

(Freshney 1994, Davis Jm. 1994).

2.8.5. Hiicre Kiiltiirii Asamalari
Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan hiicreler kiiltiir stiresince hiicre ekimi

(inokiilasyon), pasajlama ve kiiltiir fazlar1 gibi birtakim asamalardan geger.

2.8.5.1. Hiicre Ekimi

Degisik kaynaklardan izole edilen 6rnegin dis pulpasi i¢in enfekte olmayan bir
disten alinan pulpa dokusu, periodontal ligament kiiltiirii icin ayni sekilde enfekte
olmayan saglikli bir ¢ekilmis disten (ortodontik ya da yirmi yas disi ¢ekimi) alinan
periodontal doku, ya da fare calvariasindan alinan kemik pargalarindan elde edilen ya da
bir kiiltiir bankasindan alinan hiicreler i¢in kiiltiir, hiicrelerin steril bir besiyerinde ekim
islemi ile baslatilir. Optimum bir biiylime orani elde etmek i¢in hiicre tipine bagli olarak
ortalama ml’ de 10*-10° hiicre ekimi yapilmalidir. Bu yogunlukta hiicre ekim islemi,
yaklasik 3-4 giin icerisinde kiiltiir kabinda ml’ de 10° hiicre olusmasini saglamaktadir.
Ankraj bagimli hiicreler (6rn: osteoblast hiicreleri) ekim islemini takip eden 3- 4 saat
icerisinde bliylime yiizeyine yapismaktadir. Bu yapisma periyodu hiicrelerin kendi
karakteristik sekillerine gore yassilagsmasini, yayilmasimi icermektedir. Ankraj bagimh
hiicrelerde biiyiime periyodu, beslenme yetersizligi, besiyerinde toksik metabolitlerin
birikimi ve biiylime ylizeyinin yetersizligi gibi faktorlerle durmaktadir. Bu nedenle ekim
islemini takip eden 2-3 giin icerisinde besiyerinin kismen ya da tamamen yenilenmesi

gerekmektedir (Doyle 1998. Topal 2004).

2.8.5.2. Pasajlama
Hiicreler bulunduklar1 kabi tamamen doldurdugunda ve biiyliyiip ¢ogalmasi
durdugunda, yapistiklar1 yerden ayrilarak baska yerlere aktarilabilmekte ve boylelikle

yeni kiiltlirler olusturulabilmektedir. Mevcut hiicre sayisini arttirmak ve aym tiir
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hiicreleri karakterize etmek i¢in yapilan bu islem pasajlama olarak adlandirilir ve kiiltiir
devamliligini saglamak amaciyla yapilmaktadir. Ilk pasajdan sonra devam eden
kiiltiirler cell line olarak tanimlanir. ki alt kiiltiirden sonra sekonder kiiltiirler, bundan
sonra da tersiyer kiiltiirler ve digerleri elde edilir. Her alt kiiltiir elde edilmesi sirasinda
da pasajlama yapilir. Meydana getirilen yeni kiiltlirde hiicrelerin yasamasinin
saglanabilmesi i¢in maksimum yogunlukta hiicre ekimi yapilmasi gerekmektedir.
Gingival fibroblast ve osteoblast hiicreleri gibi ankraj bagimli hiicreler i¢in en ¢ok
pasajlama sayis1 40 olarak bildirilmektedir. Pasajlama islemi i¢in ilk 6nce hiicrelerin
tizerindeki vasat dokiiliir ve serumun etkisini ortadan kaldirmak i¢in hiicreler az
miktarda serumun yiizeye doldurulup bosaltilmasi suretiyle yikanirlar. Ardindan
hiicrelerin tizerine ¢ok az miktarda tripsin konularak yiizeyden kalkmalar1 i¢in etiive
kaldirilirlar. Tripsinin etkisi ile hiicreler ylizeyden kalktiktan sonra, ortama bir miktar
serum ya da serumlu vasat ilave edilerek tripsinin etkisi durdurulur, hiicreler santrifiij ile
yikanarak tripsin uzaklastirilir. Ardindan hiicreler, vasat ile siispanse edilip yeni bir

kiiltiir kabinda inkiibasyona kaldirilirlar (Oztiirk SS, 2006).

2.8.5.3. Hiicrelerin Yasam Fazlari

Pasajlanip ekimi yapilan hiicreler kiiltiirde yasamlar1 boyunca bir ka¢ fazdan
gecerler. Bunlardan ilki olan baslangi¢ fazi (lag phase), hiicre yogunlugunda artig
olmayan en erken safhadir. Bu faz hiicre biiylimesi meydana gelmeden 6nce kritik bir
konsantrasyona ulagmasi gereken biiylime faktorlerinin hiicresel sentezi ile ilgilidir.
Sayet ekimi yapilan hiicrelerin canlilig1 diisiik diizeyde ise baslangi¢ fazinin siiresi
uzamaktadir. Bu durum genellikle pasajlama isleminin geciktirilmesi nedeniyle
olmaktadir. Hiicre canliliginin yiliksek seviyede oldugu durumlarda ise bu satha
gozlenmeyebilir. Transformasyon gecirmis hiicreler, biiyiime faktorii gereksiniminin
diisiik olmasi nedeniyle, cok diisiik konsantrasyonlarda ekim yapilsa bile, siklikla
baslangic faz1 gostermezler. Baslangi¢ fazini takip eden biiyiime fazinda (growth
phase) hiicreler hiicre siklusuna girerler. Bu fazdan sonraki istasyon fazinda
(stationary phase) artik hiicre konsantrasyonunda bir degisiklik olmamaktadir. Istasyon
faz1 genellikle besiyerindeki besinlerin azalmasini, metabolik artik tiriinlerin besiyerinde
birikerek bliylimeyi inhibe etmesini ve hiicrelerin biiylime yiizeyini tamamen
kapladigini ifade etmektedir. Bu fazda hiicre 6liim orani, biiylime oranina esittir. Bu

fazda biiylime olmasa bile hiicreler metabolik olarak aktif olabilirler. Son faz olan
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azalma fazi (decline phase) ise hiicre Olimiiniin bir sonucu olarak meydana
gelmektedir. Bu faz hiicre canliliginin en diisiik diizeyde oldugu kiiltiir fazidir. Olgiilen
canli hiicre konsantrasyonu, hiicreler lizise ugradikca ve hiicre i¢i metabolitleri besiyeri
solusyonuna salindik¢a azalmaktadir. Kiiltiirde hiicre 6liimiiniin apopitoz ve nekroz
olmak iizere iki olast mekanizmasi vardir. Apoptoz, invivo ya da invitro olarak normal
fizyolojik sartlar altinda meydana gelen hiicrenin bir kendini 6ldiirme mekanizmasidir.
Bu siirecte goriilen bir anormallik tiimdrogenez ile iliskilendirilmektedir. Hiicre
6limiinilin alternatif mekanizmasi olan nekroz ise, hiicrelerin ani ve siddetli bir stresle
kars1 karsiya kalmast durumunda normal olarak meydana gelen pasif bir siirectir. Bu
stire¢ hiicrelerin sismesine ve sonug¢ olarak hiicrelerin par¢alanmasina neden olan

plazma membran biitiinliigiiniin bozulmas: ile karakterizedir (Doyle 1998, Oztiirk SS.

2006).
2.8.6. Hiicre Kiltiirii Laboratuvari

Hiicre kiiltiirii laboratuvarlari, diger arastirma laboratuvarlarina benzemelerinin
yaninda bu laboratuvarlari digerlerinden ayiran en 6nemli 6zellik, aseptik kosullarin ¢ok
iyl saglanmasi zorunlulugudur. Hiicre kiiltiirii islemlerinde, hayvansal hiicreler ile
bakteri ve mantarlarin meydana getirdigi kontaminasyonlar risk olusturmaktadir. Bu
nedenle, kullanilan malzemelerden, ¢alisilan odaya kadar temizlik ve sterilizasyon ¢ok

Onem tagimaktadir.

Hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinin en 6nemli elemanlarindan olan “Laminar
Flow Kabinleri” icindeki hava akimi1 ve tasidiklar1 hepafiltreler sayesinde kabin i¢inde

steril bir ortam saglar.

Bir hiicre kiiltiirii laboratuvarinda bulunmasi gereken cihazlar sunlardir(Harrison
1997 , Scott 1999):

e Laminar Flow Kabin,

e CO; Inkiibator,

e Sterilizatorler,

e Buzdolab1 (+4°C),

e Derin Dondurucu (-20°C, -80° C),

e Mikroskoplar,
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e Yikama Diizenegi,
e Masa Santrifiiji,

e Sivi Azot Tanki,

e pH Metre

e Hiicre Sayaclari.

2.8.6.1. Hiicre Uretme Yiizeyleri

Hayvan hiicrelerinin iiretilmesinde kullanilan yiizeyler genel olarak cam veya
tek kullanimlik plastik malzemeden yapilmistir. Cam, kolay temizlenebilir olmasi,
maliyetinin ucuz olmasi, biiylimeyi destekleyici, ekstra maddelere gerek duyulmamasi
ve sterilizasyonunun kolay olmasi nedeniyle tercih edilen bir malzemedir. Tek
kullanimlik plastikler ise optik 6zellikleri ve diizgiin yiizeylere sahip oluslart nedeniyle
tercih edilebilirler. Bu malzemeler degisik sekillerde modifiye edilerek de
kullanilabilirler. Pahali olmalarina ragmen, gilinlimiizde en ¢ok bu materyaller
kullanilmaktadir. Hiicre liretme ylizeyleri, Ozellikle yiizeye bagimli olarak iireyen
hiicreler i¢in onemlidir. Ciinkii, bu hiicrelerin kiiltiir ortaminda canliliklarini siirdiiriip
tireyebilmeleri, ancak bir yiizeye tutunmalari ile miimkiin olmaktadir (Freshney 1994,

Scott 1999).

Hiicre iiretme ylizeyleri i¢in siklikla kullanilan malzemeler asagidaki gibidir
(Freshney 1994, Scott 1999);

e Polistiren (PS),

e Polivinil Klortiir (PVC),

e Polikarbonat (PC),

o Politetrafloroetilen (PTFE).
2.8.6.2. Hiicre Kiiltiirii Vasatlar:

Hiicre iiremesi i¢in uygun ortamin olusturulmasinda hiicre kiiltiirii vasatlarindan
yararlanilir. Toz halinde olup kullanici tarafindan hazirlanabildigi gibi, siv1 olarak da

satilirlar. Hazir sivi olanlar daha giivenilir olmasi nedeniyle tercih edilirler. Toz
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vasatlar, sterilizasyonlar1 yapilmis ve iginde gerekli biitiin bilesenleri igerecek sekilde

satilir. Bunlar gerekli miktarlarda su ile ¢oziiliirler. Serum, antibiyotik ve sodyum

bikarbonat ve gerekiyorsa glutamin ilavesi yapilir. Hazirlanan vasatlarin sterilizasyonu,

otoklav veya filtrasyon ile yapilir. Otoklav her vasat i¢in gecerli degildir. Filtrasyon,

daha siklikla ve giivenle kulanilan bir yontemdir.

Filtrasyonda iki tip filtre kullanilir:

Asbest filtreler,

Membran filtreler.

Hiicre iiretme vasatlarinin fonksiyonlar1 su sekilde siralanabilir:

pH ve ozmolorite gibi fizikokimyasal sartlarin devamliligin1 saglamak,
Hiicre ve hiicre tiriinlerinin sentezi i¢in gerekli besinleri saglamak,

Hiicrelerin yapisal ve metabolik aktivitelerini yerine getirmeleri igin

gerekli maddeleri olusturmak (Harrison 1997).

Vasatlarin bilesiminde(Wise 2002):

Dengelenmis Tuz Cozeltileri,
Enerji Kaynaklari,
Aminoasitler,

Vitaminler

Gazlar,

Eser Elementler,

Organik Tampon Cozeltileri,
Antibiyotikler,

Su,

Serum,

Nikleik Asit Sentezini Tesvik Edici Maddeler bulunmaktadir.
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Vasatlarda, serumun total hacime oranit %10 olarak ayarlanir. Antibiyotikler
bakteri iiremesini onlemek i¢in ortama ilave edilirler. Kiiltiir yapilan hiicreler, 6zel
kaplarda 37°C sicaklikta, %5 CO2 ve %95 hava igeren ortamda inkiibe edilirler.
Vasatlarin i¢indeki maddelerin 6zelliklerinin iyi bilinmesi, toksik olmamalari, suda

eriyebilmeleri ve stabil olmalar1 gerekmektedir (Freshney 1994, Wise 2002).
2.8.6.3. Kontaminasyon

Kontaminasyon, kiiltlir vasati, hava, cam malzeme ya da hiicrenin kendisinden
kaynaklanabilir. Bakteri, mantar, miyoplazma veya viral kaynakli olabilir. Calisan kisi
onemli bir risk faktoridiir. Giyim sekli ve steril calisma kosullarina uyulmasi
gerekmektedir. Kontaminasyonun nedenleri arasinda, ¢alisilan odanin iglem esnasinda
kapisinin agilmasi, calisan kisinin arkasindan gecilmesi veya duvara monte edilmis
klimalardan kaynaklanan ani hava akimlari sayilabilir. Bu nedenle, hiicreler ile ¢alisilan

ortamin, laboratuvar girisinden uzakta bulunmasi gerekmektedir(Harrison 1997).
2.8.7. Metil Tiazoldifenil Tetrazolyum (MTT) Test Yontemi

MTT testi, sitotoksisitenin degerlendirilmesi, hiicre canliliginin tespiti ve
yasayan hiicrelerdeki proliferasyonun belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan

enzimatik test yontemlerinden biridir (Vellonen ve ark. 2004).

Mosmann tarafindan tamimlanan bu test; sari renkte, suda ¢oziinebilen
tetrazolium tuzlarinin [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphentyltetrazolium bromide]
metabolizmalari aktif olan canli hiicreler tarafindan alinmasi ve mitokondrial bir enzim
olan “succinate dehidrogenase” tarafindan pargalanarak mor suda c¢o6ziilmeyen
tetrazolium formazan (1-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-3,5-diphenylformazan) yan tirtinii
salinmasi esasina dayanir.( Van de Loosdrecht AA ve ark. 1991, Wilson JK ve ark.
1990, Uo M ve ark. 2003, Scott ve ark. 1999, Wise C. 2002)

Formazan bilesiginin olusumu yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canh
hiicrelerde goriiliir ve yasayan hiicre sayisi ile iligkilendirilir(Tsuchiya ve ark. 1994,
Cimpan ve ark. 2000)

Suda ¢ozlilmeyen formazan kristalleri DMSO veya bagka bir organik ¢oziicli
(isopropanol) icinde c¢oziinebilir ve c¢odziinen materyallerin optik yogunluklari

(absorbans) spektrofotometre (570-690 nm) yardimi ile Olgiiliir. Elde edilen deger,
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hiicre hattinda metabolizmalar1 aktif olan hiicre sayisi ile dogru orantilidir(Holst Hansen

C 1998).

Materyallerin toksik etkileri sonucunda, ¢gogunlukla hiicrelerin metabolizmalar1
etkilenmektedir. Ozellikle hiicrelerdeki mitokondrileri etkileyen bazi kimyasal maddeler
MTT testi ile degerlendirilmektedir. Hiicre kiiltlirlerinde metabolik olarak aktif
hiicrelerin sayisiyla baglantili olarak boyanin konsantrasyonu ve emilim degerleri
degismektedir. MTT yontemi, fazla sayidaki hiicre kiiltiirlerinde canli hiicre oraninin
belirlenmesinde hizli, giivenilir ve kolay bir yontemdir. MTT degerlendirmeleri,
biiyiime dongiisiiniin herhangi bir asamasindaki canli hiicre yogunlugu hakkinda fikir

vermektedir (Schmalz 1994).

MTT testinde olusan formazan kristallerinin yogunlugu hiicre hatlarmma ve
kiiltiirin yasma gore degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle her hiicre hatti igin
optimize edilmelidir. Ayrica test, pH ve besiyeri glikoz degisimlerine hassas

oldugundan titiz ¢alisilmasi gerekmektedir.
2.8.8. Alkalen Fosfataz Testi

Kemik yapimi ve remodellingi sirasinda, Ca tuzlarinin kemik dokuda bulunan
osteoblastlarin hazirladigr gozeneklerin arasinda bulunan osteoid yapinin igerisine
¢okmesi sonucu kemik dokunun organik maddesi sertlesir. Bu durum kemigin mekanik
zorlanmalara karsi direncini artirir. Organik matriksin ara maddesine Ca tuzlarinin
¢okmeden 6nce osteoblastlar kendi sitoplazmalarinda alkalen fosfataz enzimi sentezler
ve sitoplazmalarinin disina gonderir. Dolayisiyla ortamda bulunan alkalen fosfataz

enzim miktar1 kemik mineralizasyon miktarin1 gosteren belirte¢lerden biridir(Fedde

KN, 1992).

Alkalen fosfataz enziminin kemik olusumu esnasinda ortaya ¢ikmasi oldukga
onemlidir. Bunun nedeni bu agamada etkin rol oynuyor olmalaridir. Sadece Ca tuzlarimi
organik matriks igerisine yerlestirme gorevini yapmazlar, ayni zamanda kollajen
fibrillerin olusmasinda araci gorev goriirler (Millet, 1994; Skojdt, 1992). ALP enziminin
biitiin aktivitesi, osteoblastlarin aktif olarak fonksiyon gosterdiginin bir delili olarak
gosterilir (Fedde, 1992).

ALP enzimi ayni zamanda, igerisinde kemik doku olusumu go6zlenen

tiimdrlerde osteoblastik aktivite icin bir igaretleyici olarak kullanilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis Cene
Cerrahisi Ana Bilim Dali ile istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma

Enstitiisii Genetik BOliimii’ niin ortak ¢aligsmasi ile gerceklestirilmistir.

Bu calismada, farkli partikiil boyutlarindaki biyoseramik greft materyallerinin,
D vitamini ile inkiibasyonu sonrasi, in vitro ortamda siirekli osteoblast hiicre
kiiltiirlerinde  osteoblast  proliferasyonunda ve  apoptozisinde olusturduklar

degisikliklerin erken donemde incelenmesi planlanmistir.

Calismamizda biyoseramik greft materyali olarak CompactBone S ( Germany)
kullanilmistir. Bu greftin farkli partikiil boyutlari olan CompactBone S (Germany)(0,5 -
1,0 mm) (1,0 cc) ve CompactBone S (Germany)(0,8 -1,5mm) (2,0 cc) greft materyalleri
deneye dahil edilmistir.

Calismamizda kullanilan D vitamini, “lalpha, 25(0OH)2 D3 (1,25 D3)>%99

HPLC” 6zelliginde olup “Sigma-Aldrich” firmasindan temin edilmistir.

Calismamizda kullanilan insan kaynakli siirekli osteoblast hiicre kiiltiirleri
American Type Culture Collection (ATCC), (Rockville, MD, USA) (hFOB 1.19)

firmasindan temin edilmistir.

3.1. Deney Gruplar:
Bu ¢alisma, 6 ana grup ve 24. saat, 48. saat ve 72. saatlik in vitro incelemelerine

gore diizenlenmis 18 alt grup icermektedir.
1. Grup (kontrol grubu)

Kontrol grubunu olusturmak igin osteoblast hiicre kiiltlirline, D vitamini veya

biyoseramik greft materyali (Compact Bone S) eklenmedi.

a) D vitamini veya biyoseramik greft materyali (Compact Bone S) eklenmemis

osteoblast hiicre kultiirii 24. saatte incelendi.

b) D vitamini veya biyoseramik greft materyali (Compact Bone S) eklenmemis

osteoblast hiicre kiiltirii 48. saatte incelendi.

c¢) D vitamini veya biyoseramik greft materyali (Compact Bone S) eklenmemis

osteoblast hiicre kultiirii 72. saatte incelendi.
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2. Grup (D vitamini grubu)

Osteoblast hiicre kiiltiirlerine yalnizca D vitamini eklendi.
a) D vitamini eklenen osteoblast hiicre kiiltiirleri 24. saatte incelendi.
b) D vitamini eklenen osteoblast hiicre kiiltiirleri 48. saatte incelendi.

c¢) D vitamini eklenen osteoblast hiicre kiiltiirleri 72. saatte incelendi.

3. Grup ( D vitamini inkiibasyonu yapilmams Kii¢iik partikiil boyutlu
biyoseramik CompactBone S (Germany)(0,5 -1,0 mm) (1,0 cc) grubu)

Bu grupta osteoblast hiicre kiiltiiriine, D vitamini inkiibasyonu yapilmamis 0.5-1

mm partikiil boyutlu biyoseramik greft (CompactBone S) yerlestirildi.

a) 0.5-1 mm partikiil boyutlu biyoseramik greft (CompactBone S) eklenen

osteoblast hiicre kiilturt 24. saatte incelendi.

b) 0.5-1 mm partikiil boyutlu biyoseramik greft (CompactBone S) eklenen

osteoblast hiicre kiiltiirti 48. saatte incelendi.

c) 0.5-1 mm partikiil boyutlu biyoseramik greft (CompactBone S) eklenen

osteoblast hiicre kilturi 72. saatte incelendi.

4. Grup ( D vitamini inkiibasyonu yapilmamis biiyiik partikiill boyutlu
biyoseramik CompactBone S (Germany)(0,8 -1,5 mm) (2,0 cc) grubu)

Bu grupta osteoblast hiicre kiiltiiriine, D vitamini inkiibasyonu yapilmamis 0.8-

1.5 mm partikiil boyutlu biyoseramik greft (CompactBone S) yerlestirildi.

a) 0.8-1.5 mm partikiil boyutlu biyoseramik greft (CompactBone S) eklenen

osteoblast hiicre kiltiirii 24. saatte incelendi.

b) 0.8-1.5 mm partikiil boyutlu biyoseramik greft (CompactBone S) eklenen

osteoblast hiicre kiltiira 48. saatte incelendi.

c) 0.8-1.5 mm partikiil boyutlu biyoseramik greft (CompactBone S) eklenen

osteoblast hiicre kiiltiiri 72. saatte incelendi.
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5. Grup (D vitamini inkiibasyonu yapilmis biiyiik partikiil boyutlu
biyoseramik CompactBone S (Germany)(0,8 -1,5 mm) (2,0 cc) grubu)

Bu grupta osteoblast hiicre kiiltiiriine, D vitamini inkiibasyonu yapilmis 0.8-1.5

mm partikiil boyutlu biyoseramik greft (CompactBone S) yerlestirildi.

a) D vitamini inkiibasyonu yapilan 0.8-1.5 mm partikiil boyutlu biyoseramik

greft (CompactBone S) eklenen osteoblast hiicre kiiltiirii 24. saatte incelendi.

b) D vitamini inkiibasyonu yapilan 0.8-1.5 mm partikiil boyutlu biyoseramik

greft (CompactBone S) eklenen osteoblast hiicre kiiltiirii 48. saatte incelendi.

¢) D vitamini inkiibasyonu yapilan 0.8-1.5 mm partikiil boyutlu biyoseramik

greft (CompactBone S) eklenen osteoblast hiicre kiiltiirii 72. saatte incelendi.

6. Grup ( D vitamini inkiibasyonu yapilmis kiiciik partikiil boyutlu
biyoseramik CompactBone S (Germany)(0,5 -1,0 mm) (1,0 cc) grubu)

Bu grupta osteoblast hiicre kiiltiiriine, D vitamini inkiibasyonu yapilmig 0.5-1

mm partikiil boyutlu biyoseramik greft (CompactBone S) yerlestirildi.

a) D vitamini inkiibasyonu yapilan 0.5-1 mm partikiil boyutlu biyoseramik
greft (CompactBone S) eklenen osteoblast hiicre kiiltiirii 24. saatte incelendi.

b) D vitamini inkiibasyonu yapilan 0.5-1 mm partikiil boyutlu biyoseramik

greft (CompactBone S) eklenen osteoblast hiicre kiiltiirii 48. saatte incelendi.

c) D vitamini inkiibasyonu yapilan 0.5-1 mm partikiil boyutlu biyoseramik
greft (CompactBone S) eklenen osteoblast hiicre kiiltiirii 72. saatte incelendi.

3.2. Hiicre Kiiltiir Besiyerinin Hazirlanmasi

American Type Culture Collection (ATCC), (Rockville, MD, USA) firmasindan
temin edilen insan osteoblast hiicrelerinin kiiltiire edilebilmesi igin gerekli kiiltiir vasati
bilesimleri firmanin Onerileri dogrultusunda hazirlandi. Bu Onerilere  gore,
F12 Medium Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Wisent Bioproducts), (Quebec,
Canada)’ dan 500 ml alindi. 50 ml Fetal Bovine Serum (Capricorn Scientific),
(Ebsdorfergrund ,Germany), 5 ml fenol kirmizisi i¢ermeyen L-Glutamine (Sigma-
Aldrich) (St.Louis, MO, USA) ve 3 ml G418 Sulfate Solution (Wisent Bioproducts),
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(Quebec, Canada), 500 ml’ lik , F12 Medium Dulbecco's Modified Eagle's Medium

(Wisent Bioproducts), (Quebec, Canada) iizerine eklendi.

Olusan hiicre kiiltiir vasati, steril filtrasyon sistemi kullanilarak filtre edildi ve
hiicre pasajlarinda  kullanilmak tiizere daha kiigiik kaplara boliinerek, +4°C

sicakligindaki sogutucu icerisinde hazir halde bekletildi.

3.3. Hiicre Ekimi

2 ml’ lik tiipler i¢inde sivi azot tankinda saklanan insan osteoblast hiicreleri,
cikartildiktan sonra hiicrelerin ¢oziinebilmesi i¢in +37°C sivi banyosunda (Sekil 23) 2
dakika boyunca tutuldu. Bakteri ve mantar kontaminasyonun engelenmesi i¢in 2 ml’ lik

tiiplerin kapaklarinin banyo disinda tutulmasina 6zen gosterildi.

Sekil 23: 37° C su banyosu (Memmert GmbH + Co., Germany)

2 ml’ lik tiip i¢indeki hiicre soliisyonundan 1 ml alinarak, 9 ml hiicre kiiltiir
medyumu iizerine eklendi. Olusturulan yeni karisim, 1500 devirde 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra, santrifiij tiipliniin dibine ¢Oken insan osteoblast hiicrelerinin
lizerindeki medyum atilarak yeni medium eklendi ve 25 cm®’ liik hiicre flaskina ekildi.
Olusturulan 25 cm? ¢ liik hiicre flaski, % 5 CO2 ve %95 atmosferik hava iceren, 37°C
buhara doymus CO; Inkiibatériine (Inkiibatér Therma Form Direct Heat, USA) (Sekil
24) kondu.
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Sekil 24: % 5 CO; ve %95 atmosferik hava iceren, 37°C buhara doymus CO; Inkiibatérii
(Inkiibatéor Therma Form Direct Heat, USA)

RoTINA 38— Hleiman

Sekil 25:  Hettich® ROTINA 38/38R santrifiij makinesi (Sigma-
Aldrich)
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Osteoblast hiicreleri

Sekil 26: 1500 devirde 5 dk santrifiij sonrasi birbirine yapisarak dibe
¢oken insan osteoblast hiicreleri

3.4. Pasajlama
Ekimi yapilan kiiltiir flasklar1 inkiibatérden ¢ikarilip hiicreler mikroskop altinda
mantar ve bakteri kontaminasyonuna kars1 incelendi. Ayrica bu incelemede hiicrelerin

flask ylizeyine yapisip yapismadigina ve yogunluklaria bakildi.
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Sekil 27: 75 em3’ liik hiicre flaski

Inkiibatorden ¢ikarilan 25 cm® liik hiicre flaskindaki medyum atildi. Pipet
yardimiyla uzaklastirllamayan medyumun atilmast ig¢in flask yiizeyi 5 ml PBS(Wisent
Bioproducts), (Quebec, Canada) ile yikandi. Daha sonra 5 ml’ lik PBS dokiildii ve flask
yiizeyine yapisan insan osteoblast hiicrelerinin, yiizer hale ge¢mesi i¢in 25 cm® liik
flaska 1,5 ml Trypsin-EDTA (%0,05 Trypsin, PBS ile ¢6ziinmiis EDTA, Biochrom KG,
Seromed, Berlin, Trypsin-EDTA Solution) eklenip inkiibatérde 5 dakika hiicrelerin
¢oziinmesi beklendi. Bu siire sonunda bir pipet yardimiyla flasklar iyice yikanip hiicre
iceren bu ¢ozelti mikroskop altinda tiim hiicrelerin yilizer hale gectigini gérmek icin
incelendi. Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildigi goriildiikten sonra, hiicre ve 1,5 ml
Trypsin-EDTA (%0,05 Trypsin, PBS ile ¢oziinmiis EDTA, Biochrom KG, Seromed,
Berlin, Trypsin-EDTA Solution) ¢ozelti 20 ml medyumla beraber 50 ml’lik bir falkona
konuldu. Bu falkon 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip hiicrelerin ¢dkmesi
saglandiktan (Sekil 25, Sekil 26) sonra iistteki s1v1 uzaklastirildi ve 75 cm?®’ liik flasklara
alindi. (Sekil 27, Sekil 28). Santrifiijle birbirine yapisarak ¢oken hiicrelerin tizerine 10
ml’lik konsantrasyonu saglayacak sekilde medyum eklendi. Bu ¢ozeltiden 1 ml alinarak
ViCell cihazinda hiicre sayimi (Vi-Cell XR, Beckman Coulter, USA) (Sekil 29) yapildi.
Sayimdan sonra hiicreler uygun miktarlara boliinerek 75> cm®” liik flasklara konulup, iki
hafta siireyle aymi prosediirlerle, deney i¢in gerekli hiicre sayisina ulasilincaya dek,

pasajlanmaya devam edildi.
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Sekil 28: Pasajlama islemi sirasinda tripsinle flask yiizeyinden ayrilmis insan
osteoblast hiicrelerine medyum eklenmesi

Sekil 29: Hiicre sayimi ve hiicre canhiliginin 6l¢iimii icin
kullamilan ViCell cihaz1 (Vi-Cell XR, Beckman
Coulter, USA)
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3.5. Deney Diizeneginin Hazirlanmas
Iki haftalik pasajlama siiresinin sonunda deney icin yeterli sayiya ulasan insan
osteoblast hiicreleri ile deney diizeneginin hazirlanmasina baslanildi. Deney diizenegi

i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar1 kullanild1 (Tablo 1).

Yeterli sayida pasajlama yapildiktan sonra hiicre sayimi ve hiicre canliligi i¢in
(Vi-Cell XR, Beckman Coulter, USA) cihazi kullanildi. Hiicre sayimi sonucunda
toplam osteoblast hiicre sayis1 20 ml soliisyonda 15,6 x 10° olarak bulundu. 1ml’de
0,78 x 10° hiicre olan siispansiyonu 100 pl’de 5 x 10* olacak sekilde sulandirildi.
Deneyde total hacim 200 pl olacak sekilde her kuyucuk icin 5 x 10 hiicre kullanildi.
Kuyucuklarin ilk siras1 kontrol grubu igin, ikinci sirasi ise sadece D vitamini grubu igin
ayrildi. Kontrol grubuna total hacmi 200 pl olacak sekilde sadece medyum ve hiicre
konuldu. D vitamini grubuna ise, 5 nM konsantrasyona sahip D vitamini, besin maddesi
ve hiicre eklendi. Sadece kii¢lik partikiillii greft ve insan osteoblast hiicresi iceren
kuyucuk sirasina 200 pl hiicre soliisyonu eklenirken, elektronik hassas tartiyla 6l¢lilmiis
3 mg greft hiicrelerin listline koyuldu. Ayn1 prosediir sadece biiyiik partikiillii greft ve
insan osteoblast hiicresi iceren kuyucuk sirasi i¢in de uygulandi. D vitamini, greft ve
insan osteoblast hiicresi i¢eren kuyucuk siralarina ise sirastyla 200 pl hiicre soliisyonu,
3’ er mg greft ve 5 nM D vitamini eklendi. Her deneme kendi grubu igerisinde 5 tekrarh

olarak yapild: (Tablo 2).
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96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina gruplarin yerlesimi asagidaki tablodaki gibi

planlandi;

6 7 8 9 10 11 12

1 2 3 4 5
.

o O W

m

Tablo 1: 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarimin kullanim sekli

Al-A5: KONTROL

B1-B5: D VITAMINI

C1-C5: KUCUK PARTIKUL GREFT

F1-F5: KUCUK PARTIKUL GREFT + D VITAMINI

Tablo 2: Deney gruplarinin diizenek icindeki yerlesimi

Deneyde kullanilacak olan greftler, greftli deney gruplarinda her kuyucuga 3 mg
greft materyali gelecek sekilde hesaplandi. Hesaplama elektronik hassas tart1 vasitasiyla
yapildi. 100 pul medyumla beraber eppendorflara alinan greftler CO> inkiibatoriinde 2

saat inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra greft koyulmasi gereken deney
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grubundaki kuyucuklara, steril cerrahi kiiret yardimiyla 3 mg biiyiik veya kiiciik partikiil
boyutlu greft materyali eklendi.

Calisma igin gerekli olan D vitamini miktar1 Woeckel ve ark.nin 2010 yilinda D
vitaminin osteoblastlar {izerine yaptig1 etkinin arastirildigi hiicre kiiltirii galismasi baz
alinarak hesaplandi (Woeckel ve ark. 2010). Buna gore D vitamini olmas1 gereken her

kuyucuga 5 nM D vitamini koyuldu.

3.6. MTT Test Kitinin Uygulanmasi

Oncelikle “Hiicre Bazli Assay Buffer Tablet” 100 ml distile su igerisinde
coziilerek “Assay Buffer” adi verilen ¢ozelti seklinde kullanima hazirlandi. Toz
halindeki “MTT Reagant” hazirlanan Assay Buffer ¢ozeltisinde 25 mg/5 ml olacak
sekilde karistirildi (Tablo 3). Yeni olusan sar1 renkli ¢ozelti 24, 48 ve 72. Saatlerde

kullanilmak tizere ufak siselere boliindii.

24, 48 ve 72 saat inkiibe edilen deney diizenekleri belirlenen saatler asilmadan
inkiibatorden ¢ikarildi. Her kuyucuktan 100 pl besin maddesi mini pipetler kullanilarak
atild.

Hiicre iceren her bir kuyucuga daha once hazirlanmis olan sar1 renkli MTT
Reagent sollisyonundan tekrarlayan pipetaj islemiyle 10’ar pL eklendi. Hiicre kabi
orbital karistiricida 1 dk kadar yavasca karistirildi. Daha sonra hiicre kab1 firma onerisi
dahilinde yaklasik 4 saat CO; inkiibatdriinde (Inkiibatér Therma Form Direct Heat,
USA) birakildi. Bu sirada 1 sise “Crystal Dissolving SDS” ve 1 sise “Crystal Dissolving
(hidroklorid)” birbirlerine i¢inde ¢oziilerek “Crystal Dissolving” soliisyonu hazirlandi.

24.,48. ve 72. saatlerin her biri i¢in ayr1 “Crystal Dissolving” soliisyonlar1 hazirlandi.

4 saatlik bekleme siiresinden sonra inkiibatorden cikarilan hiicre kabinda her
kuyucuga taze olarak hazirlanmis “Crystal Dissolving” soliisyonundan 100 pL eklendi.
“Crystal Dissolving” soliisyonu eklenmis hiicre kaplar1 tekrar CO: inkiibatoriine
(Inkiibatér Therma Form Direct Heat, USA) konuldu ve 18 saat beklendi. 18 saat
sonunda ¢ikarilan hiicre kaplar1 570 nm ELISA ( ELX800 Universal Microplate Reader,
BIOTEK Instruments, USA) mikroplate okuyucuda 6l¢tildii.
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Uriin Adet Saklama Kosulu
MTT Reagent (toz) 1 sise/25 mg £C
Hiicre Bazh Assay Buffer 1 tablet Oda Sicakligi
Tablet

Crystal Dissolving SDS S5sise/l g Oda Sicakligi
Crystal Dissolving 5 sise/10 ml Oda Sicakligi

(hidroklorid)

Tablo 3: MTT Assay Kit malzeme listesi ve saklama kosullar:

3.7. ALP (Alkalen Fosfataz) Test Kitinin Uygulanmasi

24, 48 ve 72 saat inkiibe edilen deney diizenekleri belirlenen saatler agilmadan

inkiibatorden ¢ikarildi.

Uriin Miktar Saklama Kosulu
Alp Assay Buffer 100 ml -20°C
pNPP 10 tablet 4°C
Alp Enzimi 1 sise 4°C
Stop Soliisyonu 10 mi -20°C

Tablo 4: ALP Kiti malzeme listesi ve saklama kosullar:

ALP test kiti i¢in firma Onerisiyle 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda
caligmaya dahil olan her bir kuyucuga 1*10° hiicre koyuldu. Hiicreler soguk PBS
(Wisent Bioproducts), (Quebec, Canada) ile yikandiktan sonra her bir kuyucuga 100 pL
“ALP Assay Buffer” eklendi (Tablo 4). Calismaya dahil olan 30 kuyucuktan her biri
ayr1 ayr1 0,2 ml’ lik eppendorflara alind1 ve 4° C soguk santrifiijde maksimum hizda
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iistte kalan silipernatan sivi atildi. Yeni bir 96
kuyucuklu hiicre kab1 agildi ve her bir hiicre 6rnegi kuyucuguna total hacim 80 pL
olacak sekilde “ALP Assay Buffer” eklendi. Hiicre 6rnegi iceren her kuyucuga, 2 pNPP

tablet ve 5.4 ml “ALP Assay Buffer” karisimi olan ve dnceden hazirlanan 5 mM’ ik
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pNPP soliisyonundan 50 pL eklendi (Tablo 4). Daha sonra hiicreler, 25° C* de 60
dakika boyunca 1siktan uzak bir alanda inkiibe edildi. Inkiibasyon islemi
tamamlandiginda, her bir kuyucuga 20 pL “stop soliisyonu” eklendi. Elde nazikge
karistirtlan 96 kuyucuklu hiicre kabindaki ornekler 405 nm dalga boyunda ELISA(
ELX800 Universal Microplate Reader, BIOTEK Instruments, USA) mikroplate
okuyucuda 6lgiildii.

3.8. Istatiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler icin IBM
SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tirkiye) programi kullanildi. Calisma verileri
degerlendirilirken normal dagilim gdstermeyen parametrelerin  gruplar arasi
karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi, ikili degerlendirmelerin Mann Whitney U testi

kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. ALP Bulgulan
ALP
Saat Grup
Ort+SS (medyan)
Kontrol 3,29+0,32 (3,2)
D vitamini 4,94+0,68 (4,7)
Kiiciik partikiillii greft 3,68+0,65 (4)
24 saat Biiyiik partikiillii greft 4,62+0,54 (4,6)
Biiyiik partikiillii greft+D vitamini 2,8+£1,02 (2,7)
Kiiciik partikiillii greft+ D vitamini 2,73+0,24 (2,9)
p 0,001*
Kontrol 3,86+0,4 (3,9)
D vitamini 6,08+0,84 (5,8)
Kiiciik partikiillii greft 1,92+0,61 (2)
48 saat Biiyiik partikiillii greft 1,83+0,53 (1,7)
Biiyiik partikiillii greft+D vitamini 4,78+1,55 (4,5)
Kiiciik partikiillii greft+ D vitamini 3,76+1,24 (3,6)
p 0,001*
Kontrol 3,91+0,32 (4)
D vitamini 6,53+0,88 (6,3)
Kii¢iik partikiillii greft 1,99+0,38 (1,8)
72 saat Biiyiik partikiillii greft 2,22+0,79 (2,2)

Biiyiik partikiillii greft+D vitamini
Kiigiik partikiillii greft+ D vitamini

3,62+1,08 (3,1)
3,01+0,64 (2,6)

p

0,001*

Tablo 5: Saat gruplarinda ayr1 ayri1 gruplara gore ALP parametrelerinin

degerlendirilmesi
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ALP
Grup Saat
Ort£SS (medyan)
24 saat 3,29+0,32 (3,2)
48 saat 3,86+0,4 (3,9)
Kontrol
72 saat 3,91+0,32 (4)
p 0,067
24 saat 4,94+0,68 (4,7)
o 48 saat 6,08+0,84 (5,8)
D vitamini
72 saat 6,53+0,88 (6,3)
p 0,049*
24 saat 3,68+0,65 (4)
48 saat 1,92+0,61 (2)
Kiigiik partikiillii greft
72 saat 1,99+0,38 (1,8)
p 0,009*
24 saat 4,62+0,54 (4,6)
48 saat 1,83+0,53 (1,7)
Biiyiik partikiillii greft
72 saat 2,22+0,79 (2,2)
p 0,009*
24 saat 2,8+1,02 (2,7)
] 48 saat 4,78+1,55 (4,5)
Biiyiik partikiillii greft + D vit
72 saat 3,62+1,08 (3,1)
p 0,105
24 saat 2,73+0,24 (2,9)
) 48 saat 3,76£1,24 (3,6)
Kiiciik partikiillii greft + D vit
72 saat 3,01+0,64 (2,6)
p 0,356

Tablo 6: Gruplarin kendi iclerinde saat gruplarina gore ALP parametrelerinin

degerlendirilmesi



4.1.1. ALP 24. Saat Bulgulan

Kontrol
D Vitamini

Kiiciik  partikiillii
greft

Biiyiikk  partikiillii
greft

Bilyiik  partikiillii
greft + D vit

Kiiciik  partikiillii
greft + D vit

3,660726

4,650956

4,033288

5,405885

4,47448

2,415584

3,6019

4,582327

4,19996

4,190156

2,13126

2,876385

Tablo 7: ALP 24. saat deney sonugclari

Gruplar arasinda ALP diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05).

Anlamliligin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; D vitamini
grubunun ALP diizeyleri, kontrol (p:0.001), kiigiik partikiilli greft (p:0.009), biiyiik
partikiillii greft+D vitamini (p:0.012) ve kiigiik partikiillii greft+ D vitamini (p:0.009)

3,0262666

4,47448

3,101883

4,807825

1,866545

2,925406

3,160708

6,1211596

2,856776

4641152

2,79795

2,533235

2,974427

4,86665

4,19996

4,033288

2,729321

2,905797

gruplarindan istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Biiytik partikiillii greft grubunun ALP diizeyleri, kontrol (p:0.009), biiyiik
partikiillii greft+D vitamini (p:0.028) ve kiiciik partikiillii greft+D vitamini (p:0.009)

gruplarindan istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Kiiglik partikiilli greft grubunun ALP diizeyleri, kiigiik partikiilli greft+D

vitamini grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.047;

p<0.05).
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Kontrol grubunun ALP diizeyleri, kiiciik partikiillii greft+D vitamini
grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.009; p<0.05).
Diger gruplar arasinda ALP diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlaml1 bir

farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 5, Tablo 6, Tablo 7, Tablo 8)

24. saat
6
5 —|— T
2] 4 1 p—
[7)]
g3
© 2
1
0
Kontrol D vitamini Kiiciik greft Biiyiik greft  Biiyiik Kiiciik
greft+D greft+D
vitamini  vitamini
HALP

Tablo 8: ALP 24. Saat Bulgularinin grafiksel gosterimi

4.1.2. ALP 48. Saat Bulgular:

1 2 3 4 5
Kontrol 4,400213  3,928338 3,737038  3,303424  3,915585
D Vitamini 5,892356  5,573522 5,548015  7,550292  5,828589

Kiiciik partikilli greft 1 977074  2,729523 1,377666  1,262886  2,257648

Biiyiik partikiillii greft = 2 308662  1,058832 1,683747  2,359675  1,722007

Biiyiik partikiillii greft 6 657557  5,892356 4,502239  2,691262  4,132392
+ D vit

Kiiciik partikiilli greft 5 165414 3,558491 2,576482 4910347 2,576482
+ D vit

Tablo 9: ALP 48. saat deney sonugclari
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Gruplar arasinda ALP diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05).

Anlamliligin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; D vitamini
grubunun ALP diizeyleri, kontrol, kiigiik partikiillii greft, biiyiik partikiillii greft ve
kiiciik partikiillii greft+ D vitamini gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek bulunmustur (p:0.009; p<0.05).

Biiytik partikiillii greft+D vitamini grubunun ALP diizeyleri, kiiciik partikiillii
greft (p:0.016) ve biiylik partikiilli greft (p:0.009) gruplarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Kontrol grubunun ALP diizeyleri, kiigiik partikiillii greft ve biiyiik partikiillii
greft gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.009;
p<0.05).

Kiigiik partikiillii greft+D vitamini grubunun ALP diizeyleri, kiigiik partikiilli
greft (p:0.028) ve biiyiik partikiilli greft (p:0.009) gruplarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Diger gruplar arasinda ALP diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 9, Tablo 10).

48. saat
8
7
6
2 5
g4
O3
2 T T
1 L
0
Kontrol D vitamini Kiiciik greft Biiyiik greft  Biiyiik Kiiciik
greft+D greft+D
vitamini vitamini
HALP

Tablo 10: ALP 48. Saat Bulgularinin grafiksel gosterimi
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4.1.3. ALP 72. Saat Bulgular:

1 2 3 4 5
Kontrol 3,957448  3,583967 3,5978 4,095774  4,330929
D Vitamini 6,281329  5,451372 6,07384 7,277278  7,581596

Kiigiik partikiillii 1,785726  2,422027 2,366696  1,564404  1,799559
greft

Biiyiik partikiilli  1,301584 - 1,882554  2,588018  3,113658
greft

Biiyiikk partikiillii 5,396041  2,671014 3,141323  3,846787  3,044495
greft + D vit

Kiiciik  partikiilli 2,560353  2,601851 2,49119 3,708461  3,708461
greft + D vit

Tablo 11: ALP 72. saat deney sonuclari

Gruplar arasinda ALP diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05).

Anlamliligin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; D vitamini
grubunun ALP diizeyleri, kontrol (p:0.009), kiiciik partikiilli greft (p:0.009), biiyiik
partikiillii greft (p:0.014), biyiik partikiilli greft+D vitamini (p:0.009) ve kiigiik
partikiillii greft+ D vitamini (p:0.009) gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Kontrol grubunun ALP diizeyleri, kiigiik partikiilli greft (p:0.009) ve biiyiik
partikiilli greft (p:0.014) gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p<0.05).
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Biiyiik partikiillii greft+D vitamini grubunun ALP diizeyleri, kiiciik partikiillii
greft (p:0.009) ve biiyiik partikiillii greft (p:0.048) gruplarindan istatistiksel olarak
anlaml1 diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Kiigiik partikiillii greft+D vitamini grubunun ALP diizeyleri, kiigiik partikiilli
greft grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.009;
p<0.05).

Diger gruplar arasinda ALP diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 11, Tablo 12).

72. saat
8
7 T
6
v 5
[7)]
g4 ]
O 3 1
2 T
1
0
Kontrol D vitamini Kiiciik greft Biiyiik greft  Biiyiik Kiiciik
greft+D greft+D
vitamini vitamini
HALP

Tablo 12: ALP 72. Saat Bulgularinin grafiksel gosterimi

ALP

Oort+ss
OR NWAUVON®©

24 48 72|24 A8 72|24 48 72|24 A8 72|24 48 72|24 48 72
saat saat saat|saat saat saat|saat saat saat|saat saat saat|saat saat saat|saat saat saat

Kontrol D vitamini | Kiiclik greft | Blyuk greft Biyuk Kicik
greft+D greft+D
vitamini vitamini

Tablo 13: Deney gruplarinin saat dilimlerine gore ALP bulgularimin grafigi
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Kontrol grubunun saat gruplar1 arasinda ALP diizeyleri agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

D vitamini grubunun saat gruplar1 arasinda ALP diizeyleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.049; p<0.05). Anlamliligin tespiti igin
yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; 24. saatteki ALP diizeyleri, 72. saatten
istatistiksel olarak anlamli diizeyde disiik bulunmustur (p:0.028; p<0.05). Diger
saatlerdeki ALP diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir (p>0.05).

Kiiciik partikiillii greft grubunun, saat gruplari arasinda ALP diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.009; p<0.05).
Anlamliligin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; 24. saatteki ALP
diizeyleri, 48. saat ve 72. saatlerden istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p:0.009; p<0.05). 48. saat ve 72. saatler arasinda ALP diizeyleri a¢isindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Biiyiik partikiillii greft grubunun, saat gruplari arasinda ALP diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.009; p<0.05).
Anlamliligin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; 24 saatteki ALP
diizeyleri, 48. saat (p:0.009) ve 72. saatlerden (p:0.014) istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). 48. saat ve 72. saat ALP diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Biiyiik partikiillii greft+ D vitamini grubunun, saat gruplari arasinda ALP

diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kiiciik partikiillii greft+ D vitamini grubunun, saat gruplari arasinda ALP

diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)

(Tablo 13).
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Saat Grup MTT
Ort£SS (medyan)
Kontrol 1,35+0,16 (1,3)
D vitamini 1,11+0,05 (1,1)
Kiigiik partikiillii greft 1,13+0,08 (1,1)
24 saat Biiyiik partikiillii greft 1,11£0,09 (1,1)
Biiyiik partikiillii greft+D vitamini  1,01+0,06 (1)
Kiigiik partikiillii greft+ D vitamini  1,08+0,06 (1,1)
p 0,008*
Kontrol 1,85+0,09 (1,9)
D vitamini 1,240,006 (1,2)
Kiigiik partikiillii greft 1,76+0,2 (1,7)
48 saat Biiyiik partikiillii greft 1,83+0,11 (1,8)
Biiyiik partikiillii greft+D vitamini  0,97+0,05 (1)
Kiigiik partikiillii greft+ D vitamini  1,11+0,21 (1)
p 0,001*
Kontrol 1,9£0,11 (1,9)
D vitamini 1,62+0,13 (1,6)
Kiiciik partikiillii greft 2,04+0,2 (2)
72 saat Biiyiik partikiillii greft 1,93+0,08 (1,9)
Biiyiik partikiillii greft+D vitamini  0,97+0,24 (1)

Kiiciik partikiillii greft+ D vitamini

1,2120,15 (1,3)

p

0,001*

Tablo 14: Saat gruplarinda ayr1 ayr1 gruplara gore MTT parametrelerinin
degerlendirilmesi



MTT

Grup Saat
Ort+SS (medyan)

24 saat 1,35+0,16 (1,3)

48 saat 1,85+0,09 (1,9)
Kontrol

72 saat 1,9£0,11 (1,9)

p 0,009*

24 saat 1,11+0,05 (1,1)

o 48 saat 1,2+0,06 (1,2)

D vitamini

72 saat 1,62+0,13 (1,6)

p 0,003*

24 saat 1,13+0,08 (1,1)

48 saat 1,76+£0,2 (1,7)
Kiiciik partikiillii greft

72 saat 2,04+0,2 (2)

p 0,004*

24 saat 1,11+0,09 (1,1)

48 saat 1,83+0,11 (1,8)
Bityiik partikiillii greft

72 saat 1,93+0,08 (1,9)

p 0,004*

24 saat 1,01+0,06 (1)

48 saat 0,97+0,05 (1)

Biiyiik partikiillii greft+D vitamini
72 saat 0,97+0,24 (1)

p 0,655
24 saat 1,08+0,06 (1,1)
o 48 saat 1,11+£0,21 (1)
Kiiciik partikiillii greft+D vitamini
72 saat 1,21+0,15 (1,3)
p 0,326

Tablo 15: Gruplarin kendi iclerinde saat gruplarina gore MTT parametrelerinin
degerlendirilmesi
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4.2.1. MTT 24. Saat Bulgular

1 2 3 4 5
Kontrol 1,327 1,556 1,171 1,223 1,449
D Vitamini 1,164 1,086 1,085 1,16 1,056
Kiiciik partikiillii 1,225 1,062 1,044 1,198 1,131
greft
Biiyiik partikiillii 1,185 0,986 1,202 1,077 1,117
greft
Biiyiik partikiilli 1,077 0,997 1,016 0,911 1,032
greft + D vit
Kiiciik partikiillii 1,084 1,014 1,068 1,047 1,18
greft + D vit

Tablo 16: MTT 24. Saat deney sonugclari

Gruplar arasinda MTT diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmaktadir (p:0.008; p<0.05).

Anlamliligin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; Kontrol
grubunun MTT diizeyleri, D vitamini (p:0.001), kiiglik partikiillii greft (p:0.047), biiyiik
partikiillii greft (p:0.028), biiyiikk partikiilli greft+D vitamini (p:0.009) ve kiigiik
partikiillii greft+D vitamini (p:0.016) gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Biiylik partikiilli greft + D vitamini grubunun MTT diizeyleri, D vitamini
(p:0.016) ve kiigiik partikiillii greft (p:0.028) gruplarindan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulunmustur (p<0.05).
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Diger gruplar arasinda MTT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 14, Tablo 15, Tablo 16, Tablo 17).

24. saat

.
- T
g 1 ;
E 0,8
O 06
0,4
0,2
0

Kontrol D vitamini Kiigiik greft Biiyiik greft  Biiyiik Kiiciik
greft+D greft+D
vitamini  vitamini

HMTT

Tablo 17 : MTT 24. Saat Bulgularimin grafiksel gosterimi
4.2.2. MTT 48. Saat Bulgulan

1 2 3 4 5
Kontrol 1,747 1,853 1,968 1,905 1,795
D Vitamini 1,26 1,19 1,206 1,229 1,109
Kiiciik partikiillii 1,67 1,65 1,603 2,107 1,783
greft
Biiyiik partikiilli 1,752 1,75 1,817 1,82 2,016
greft
Bilyiik  partikiillii 0,932 0,911 1,012 1,005 0,999
greft + D vit
Kiiciik partikiilli 1,012 1,426 0,992 0,903 1,192

greft + D vit

Tablo 18: MTT 48. Saat deney sonuglari
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Gruplar arasinda MTT diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05).

Anlamliligin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; Kontrol
grubunun MTT diizeyleri, D vitamini, biyiik partikiillii greft + D vitamini ve kiigiik
partikiillii greft + D vitamini gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur (p:0.009; p<0.05).

Biiylik partikiillii greft grubunun MTT diizeyleri, D vitamini, biiyiik partikiilli
greft + D vitamini ve kiigiik partikiilli greft + D vitamini gruplarindan istatistiksel

olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.009; p<0.05).

Kiigiik partikillii greft grubunun MTT diizeyleri, D vitamini, biiyiik partikiillii
greft+D vitamini ve kiigiik partikiillii greft + D vitamini gruplarindan istatistiksel olarak

anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.009; p<0.05).

D vitamini grubunun MTT diizeyleri, biiyiikk partikiilli greft + D vitamini
gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.009;
p<0.05).

Diger gruplar arasinda MTT diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 18, Tablo 19).

48. saat

91,5
5 1

o
0

Kontrol D vitamini Kiigiik greft Biiyiik greft  Biiyiik Kiiciik
greft+D greft+D
vitamini  vitamini

HMTT

Tablo 19: MTT 48. Saat Bulgularinin grafiksel gosterimi
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4.2.3. MTT 72. Saat Bulgulan

1 2 3 4 5

Kontrol 1,783 1,823 1,967 1,88 2,047
D Vitamini 1,644 1,785 1,699 1,515 1,464
Kiiciik partikiilli 1,918 1,973 1,972 1,947 2,392
greft

Biiyiik partikiillii 1,905 1,909 1,911 1,869 2,078
greft

Biiyiik partikiilli 1,259 1,132 0,726 1,034 0,718
greft + D vit

Kiigiik partikiillii 1,265 1,406 1,035 1,27 1,075
greft + D vit

Tablo 20: MTT 72. Saat deney sonuglari

Gruplar arasinda MTT diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05).

Anlamlhiligin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; Kiigiik
partikiilli greft grubundaki MTT diizeyleri, D vitamini, biiyiikk partikiilli greft+D
vitamini ve kiigiik partikiilli greft+D vitamini gruplarindan istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.009; p<0.05).

Biiyiik partikiillii greft grubundaki MTT diizeyleri, D vitamini, biiyiik partikiillii
greft+D vitamini ve kiigiik partikiillii greft+D vitamini gruplarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.009; p<0.05).

Kontrol grubundaki MTT diizeyleri, D vitamini (p:0.016), biiylik partikiillii
greft+D vitamini (p:0.009) ve kiigiik partikiillii greft+D vitamini (p:0.009) gruplarindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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D vitamini grubundaki MTT diizeyleri, biiyiik partikiillii greft + D vitamini
(p:0.009) ve kiiciik partikiillii greft + D vitamini (p:0.009) gruplarindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Diger gruplar arasinda MTT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 20, Tablo 21).

72. saat

> T
91,5
5 1 I
g
0

Kontrol D vitamini Kiigiik greft Biiyiik greft  Biiyiik Kiiciik
greft+D greft+D
vitamini  vitamini

HMTT

Tablo 21: MTT 72. Saat Bulgularinin grafiksel gosterimi

N - 1M1
SENNEENEEERENEN N
iiiiiiiiiiiiiiiili

24 A8 72|24 48 T2 24 48 72|24 A8 72|24 48 72|24 48 72
saatsaatsaatsaat saat saat|saat saat saat/saat saat saat|saat saat saat|saat saatsaat

Kontrol D vitamini | Klglk greft | BlyUk greft Biyuk Kicik
greft+D greft+D
vitamini vitamini

Tablo 22: Deney gruplarmin saat dilimlerine gore MTT bulgularinin grafigi
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Kontrol grubunun saat gruplar1 arasinda, MTT diizeyleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.009; p<0.05). Anlamliligin tespiti igin
yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; 24. saatteki MTT diizeyleri, 48. saat ve 72.
saatten istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p:0.009; p<0.05). 48.
saat ve 72. saatteki MTT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir (p>0.05).

D vitamini grubunun saat gruplart arasinda, MTT diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.003; p<0.05). Anlamliligin
tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; 24. saatteki MTT diizeyleri, 48. saat
(p:0.028) ve 72. saatlerdeki (p:0.009) MTT diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulunmustur (p<0.05). 48. saat MTT diizeyleri, 72. saatten istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiikk bulunmustur (p:0.009; p<0.05).

Kiiciik partikiillii greft grubunun saat gruplari arasinda; MTT diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilk bulunmaktadir (p:0.004; p<0.05).
Anlamliligin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; 24. saatteki MTT
diizeyleri, 48. saat ve 72. saatlerden istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p:0.009; p<0.05). 48. saat ve 72. saatler arasinda MTT diizeyleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Biiyiik partikiillii greft grubunun saat gruplar arasinda; MTT diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.05).
Anlamlhiligin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; 24. saatteki MTT
diizeyleri, 48. saat ve 72. saatlerden istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p:0.009; p<0.05). 48. saat ve 72. saatler arasinda MTT diizeyleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Biiyiik partikiillii greft + D vitamini grubunun saat gruplar1 arasinda; ALP ve
MTT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir

(p>0.05).

Kiiciik partikiillii greft + D vitamini grubunun saat gruplari arasinda; ALP ve
MTT diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir

(p>0.05) (Tablo 22).
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5. TARTISMA

Agiz, Dis, Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi pratiginde kullanima sunulan
materyallerin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin yani sira, biyolojik testlerle de

standardize edilmis olmasi, birbirleriyle kullaniminin uyum gostermesi gerekmektedir.

Dis hekimliginde kullanilan materyallerin dokular iizerinde yarattifi toksik
etkilerinin degerlendirilmesinde in vitro ve in vivo kosullarda yiiriitilen yontemler
kullanilmaktadir (Kleinsasser ve ark. 2004, Schuster ve ark. 2001, Goldberg 2008).
Hayvan deneylerinin pahali ve zaman alic1 olmasi, hayvanlarin beslenme ve bakimiyla
ilgili sorunlarla karsilasilabilmesi, hayvan deneylerinden alinan sonuglarin hiicre kiiltiir
sonuglarina gore giivenilirliginin tartisilir olmasi1 bilimsel arastirmalarda hayvan

deneklerin kullanimini sinirlandirmaktadir. (Smith ve ark. 1988, Rollin 2006)

Gliniimiizde in vitro hiicre kiiltiirii caligmalari, hayvan deneylerinden once
yapilmasi gerekli calismalar olarak goriilmektedir. Bununla birlikte in vitro hiicre
kiiltiirli ¢aligmalar, bir cok alanda hayvan deneylerinin yerini almakta ve bir¢cok hayvan
calismasini gereksiz kilmaktadir. Ornegin yalmzca Ingiltere'de bir yil iginde 2.570.000
hayvan cesitli deneylerde kullanilmistir. Amerika Birlesik Devletlerinde ise bir yilda
deney amaciyla kullanilan hayvanlarin sayis1 18-22 milyon arasinda degismis olmakla
beraber, bu rakama 50.000 kedi, 61.000 maymun, 180.000 kopek ve 554.000 tavsan da
dahildir. Hayvan haklar1 savunuculari, hayvan deneylerinin bir¢ogunun gereksiz
yapildig1r yoniindeki diisiincelerini, bu deneylerden ¢ikan sonuglarin giivenilemeyecek
kadar degisken olmasina ya da hayvanlarin ac1 ¢ektirilerek dldiiriilmelerine degmeyecek
kadar 6nemsiz olduklar1 savlarina dayandirmaktadirlar. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin
faydas1 burada ortaya ¢ikmaktadir. Direkt hayvan deneyi yapmak yerine, giiniimiizde
biiyiik gelismeler gdstermekte olan molekiiler biyolojik tekniklerle yapilmis hiicre
kiiltiirii caligmalarindan elde edilen bulgulara gore gerekli oldugu durumlarda hayvan
deneyi yapilmasiyla hem ¢ok sayida hayvanin 6ldiiriilmesi engellenmis olmakta hem de
standart bir deney ortamimin saglanip yalnizca denenen maddeye veya yonteme
hiicrenin verdigi cevabin 6l¢iilebilmesi avantajini saglamaktadir. (Tomas ve ark. 1997,

Akbaba 2000)

In vitro kosullarda vyiiriitiilen test ydntemleri, materyallerin temel biyolojik

fonksiyonlar {izerine etkilerinin ve bunlara karsi olusan hiicresel yanitlarin
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belirlenmesinde yardimeci olmaktadirlar. In vitro calismalar; kontrol edilebilen
kosullarda yiiriitiilen ve hiicresel toksisitenin mekanizmasini agiklayan, uygulanmasi

kolay aragtirmalardir (Hanks 1996).

Hiicre kiiltiirli galigmalar1 ve test yontemleri; arastirma kosullarinin standart hale
getirilebilmesi, insan faktoriinden minimum diizeyde etkilenmeleri, ¢alisma
materyallerinin birbiriyle olan iligkilerini parametrik olarak degerlendirebilmesi ve
deneylerin kolayca tekrar edilebilmeleri sebebiyle siklikla tercih edilmektedir. (Browne

1988, Nahid 2003, Schmalz 1994, Schmalz 1997)

Bu nedenlerin timii gbéz Oniline alinarak ¢alismamizda, D vitamini ve farkli
partikiil boyutlarindaki greft materyallerinin insan osteoblast hiicreleri iizerindeki

etkisinin in vitro olarak degerlendirilmesine karar verilmistir.

Sitotoksisite testlerinde, hiicre 6liimii en 6nemli degerlendirme kriterlerinden
biridir. Literatiirde, sitotoksisitenin, siiksinil dehidrogenaz (SDH) isimli mitokondriyal
enzimin aktivitesinin MTT testi kullanmilarak o&l¢iilmesiyle degerlendirildigi cesitli
caligmalar mevcuttur (Schmalz ve ark. 2002, Vajrabhaya ve ark. 2003, Ergiin ve ark.
2007, Schweikl 1996).

Schweikl ve Schmalz, kimyasal olarak farkli yapida olan dis hekimligi
materyalleri lizerinde MTT, nétral kirmizi ve kolorimetrik hiicre gogalmasini dlgen test
yontemlerinin hassasiyetini inceledikleri ¢alismalarinda; MTT testinin sitotoksisite

caligmalarinda kullanilabilecek giivenilir, etkili ve ekonomik bir yontem oldugunu

belirtmislerdir (Schweikl 1996).

Bean ve ark., ayn1 anda ¢ok sayida ornegin test edilebilmesine olanak saglayan
MTT test yonteminin hiicre i¢i biyokimyasal degisiklikleri gdstermesi ve tekrarlanabilir
sonuglara ulagilabilmesi nedeniyle tercih edilmesi gerektigini vurgulamiglardir (Bean
1995).

Tolosa ve ark., MTT test yonteminin diinya ¢apinda taninmis, &zellikleri iyi
betimlenmis, kolay kullanilabilir ve ulasilabilir bir test yontemi oldugunu bildirmislerdir

(Tolosa ve ark. 2015).

Wataha ve ark., dis hekimliginde kullanilan alasimlarin toksik etkilerini farkli
sitotoksisite test yontemleri ile karsilastirmiglardir. Sonugta, MTT yoOnteminde

kullanilan boyanin, hiicre icerisinde kisa siirede metabolize edilebilmesi; verilerin Elisa
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okuyucusunda ya da spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi nedeniyle
tekrarlanabilir olmasi; farkli zamanlarda yapilan arastirmalara ait sonuglarin
karsilastirilabilmesi gibi nedenlerden dolayi; bu yontemin diger sitotoksisite testlerine

oranla daha avantajli oldugunu ifade etmislerdir (Wataha ve ark. 1992).

Arastirmamizda, enzimatik test yontemlerinden biri olan MTT testi, sitotoksisite
testleri igerisinde tekrarlanabilirligi, uygulama kolayligi, hizli sonu¢ elde edilmesi,
materyallerin ¢ok diisiik diizeydeki toksisitelerinin bile degerlendirilmesine imkan
vermesi gibi avantajlart nedeniyle tercih edilmistir (Nalcaci ve ark. 2004, Thumwanit
1999)

Osteoblast hiicrelerinin differansiyasyonlarinin gosterilmesinde en sik kullanilan
belirteclerden biri , ALP aktivitesidir. Iskelet ALP osteoblast membraninda bulunur ve
kemik olusumu esnasinda kana salinir, kemik yapiminin Olgiitidiir. ALP hiicre
membranlarinin ekstraselliiler yiizeyindeki glukozil-fosfatidilinozitol kalintilarina sikica
baglanan bir glukoproteindir. Genellikle, matriksi mineralize olmayan fibroblast gibi
hiicrelere gore, osteoblastlar yiiksek ALP seviyeleri gosterirler. Osteoblastlar icin ALP
rolatif olarak erken bir diferansiyasyon belirtecidir (Haspolat 2002, Arisu 2004).

Iskelet ALP direkt olarak osteoblast diferansiyasyonu ve kemik metabolizmasi
ile baglantilidir. ALP biitlin diinyada kabul gérmiis bir matriks enzimidir ve baslamis
osteogenezin analizi igin siklikla kullanilmaktadir. Osteoblast differansiyasyonu ve
osteojenik 6zelligin belirlenmesinde en sik kullanilan parametredir (Cooper ve ark.

2001, Ohbayashi ve ark. 1999).

Albergaria ve ark., osteoblastlar tizerinde LED (Light Emitting Diode) etkisini
arastirdiklari ¢aligmalarinda hiicre canliligini ve proliferasyonunu 6l¢mek icin MTT test
yontemini kullanirken, hiicrelerin aktifliklerini 6lgmek i¢in ALP test yOntemini

kullanmiglardir. (Albergaria ve ark. 2014)

Arisu tarafindan Nd: YAG lazerlerin farkli frekans ve giliclerde uygulanmasinin
insan osteoblast hiicreleri {izerine olan etkilerinin incelendigi tez ¢alismasinda hiicresel
artis ve canlilik MTT testi ile, hiicresel aktivite ise ALP ve osteokalsin testleri ile

degerlendirilmistir (Arisu 2004)
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Schumacher ve ark., “baghdadite” adli materyalin osteoblastlara olan etkilerini
inceledikleri ¢alismada hiicre differansiyasyon miktarmi 6lgebilmek i¢in ALP enzim

miktarinin 6l¢limiinden faydalanmiglardir (Schumacher ve ark. 2015) .

Subramani ve ark., karbon nanotiip kapli implant yilizeylerine osteoblastlarin
verdigi tepkiyi inceledikleri in vitro ¢aligmalarinda osteoblast proliferasyonunu 6lgmek
icin MTT, differansiyasyonu Ol¢mek i¢in ise ALP test yontemini kullandiklarini
bildirmiglerdir. Calisma sonuglarinda, MWCNT-COOH kapli yiizeylerin osteoblast
hiicrelerinde  MTT ve ALP degerlerini yiikselterek hem proliferasyonu hem
farklilagmay1 arttirdigini gostermislerdir (Subramani ve ark. 2016).

Tong ve ark., TGF-p1 inkiibasyonu yaptiklar1 ipek fibroin kitosan
membranlarin osteoblast hiicrelerindeki etkilerini inceledikleri calismada TGF-B1 iceren
membranin kontrol grubuna gore ALP miktarini daha ¢ok arttirdigini gézlemislerdir.
Osteoblast farklilasmasini gézlemlemek i¢in ALP test kitinden faydalanmiglardir. (Tong
ve ark. 2016)

Bahsedilen ve benzeri tiim c¢alismalarda oldugu gibi calismamizda da,
giivenilirligi  kanitlanmig, erken differansiyasyonun belirteci olarak hiicrelerin

salgiladig1 ALP enziminden faydalanan ALP test yontemi kullanilmistir.

In vitro sitotoksisite testleri tasarlanirken, testlerin materyalin klinik kullanimini,
direk ve indirek temas yollarini taklit etmesi hedeflenir. Direk hiicre materyal temasi
test Orneklerinin hiicrelerin {izerine yerlestirilmesi ile saglanir (Xu P. ve ark. 2010,
Abdullah D. ve ark. 2002, Monteiro GQ. ve ark. 2010) In vitro olarak indirek temasin
saglanmasi ise agar overlay, milipor filtre veya dentin bariyer gibi sert ara bir katmanin
hiicreler ve materyal arasina yerlestirilmesi ile gerceklesir (Wennberg A. ve ark. 1979,
Terhune WF. ve ark. 1983, Ulker HE. 2009)

Saw ve ark., kompozit materyallerin sitotoksisitesini L- 929 hiicre dizisinde, li¢
farkl1 temas yontemi ile incelemislerdir. MTT testi sonuglarina gore direk temas

yonteminin indirek temas yontemine gore daha hassas oldugunu gostermislerdir (Saw

TY. ve ark. 2005).

Tang ve ark., alti g¢esit metakrilat polimerinin sitotoksisitesini, insan oral
fibroblast kiiltiiriinde, farkli hiicre-materyal temas yontemleri ile incelemislerdir.

Indirek ydntemdeki bariyerin varliginm, hiicre canliigmi etkiledigini, rezin
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toksisitesinde bilinmeyen faktorlerin ortaya ¢ikmasina neden oldugunu agiklamiglardir.
Sitotoksisitenin belirlenmesinde direk yontemin kullanimini1 6nermislerdir (Tang AT. ve
ark. . 1999)

Shaini ve ark. da yaptiklar1 ¢alismada kiiltiire edilmis hiicrelerin materyal ile
direkt temasinin in vivo kosullar1 daha iyi yansitmasi sebebiyle daha avantajli bir

yontem oldugunu bildirmislerdir (Shaini FJ, 2000).

Calismamizda deney modellerinin hedef hiicrelerle biyouyumlulugunu
degerlendirmek amaciyla in vivo kosullar1 daha iyi yansitmasi sebebiyle direkt temas

yontemi tercih edilmistir.

Calismamizda orijinal hiicrelere benzer metabolik potansiyele sahip olma, hizli
tireyebilme, genetik farklilik icermeme gibi avantajlari nedeniyle insan kaynakli hFOB
1.19 osteoblast hiicre serisi (ATCC, American Type Culture Collection , Rockville,
MD, USA- hFOB 1.19) kullanilmstir.

Sautier ve ark., osteoblast hiicrelerinin hem diiz hem de piiriizlii yiizeylere
baglanabildigini bildirmislerdir. (Sautier JM, 1990) Calismamizda insan kaynakli
osteoblast hiicreleri hem c¢alisma yilizeyine hem de deney materyallerine basarili sekilde

baglanmistir.

Ca, P ve kemik doku metabolizmasimin en 6nemli fizyolojik diizenleyicilerinden
olan D vitamini, serum Ca diizeyinin diizenlenmesinde parathormon ile sinerjik etki

gostermekte ve kemik mineralizasyonuna katkida bulunmaktadir (Onat T. ve ark. 2002).

D vitamininin viicuttaki etkisi temel olarak kemik, bagirsak ve bobrekte goriliir.
1,25(0OH)2D3 kemik dokusunda, kemik mineralizasyonunun olusmas: ve devamliligi
icin gereken serum Ca ve P diizeylerini diizenlemektedir (Burtis CA ve ark. 2005).
Kemik mineralizasyonuyla ilgili fonksiyonlarin1 ince barsaklardan Ca emilimini
arttirarak, bobrekten Ca kaybini azaltarak, gerek duyuldugunda kemik rezorbsiyonunu
uyararak saglar (Onat T. ve ark. 2002, Champe PC. 1997, DeLuca H.F. ve ark. 2007). D
vitamini yoklugunda Ca emilimi %10-15 dolayindayken, D vitamini etkisiyle bu oran
%30-80’¢ ¢ikar (Hatun S. ve ark. 2003).

D vitamininin hem osteoklast hem de osteoblastik hiicrelerin farklilasmasinda
rolii oldugu bilinmektedir (Hatun S. ve ark. 2003). D vitamininin osteoblastlar1 uyarici

etkisi vardir. Ayrica IL-6 sekresyonunu baskilayarak osteoklast aktivitesini yavaslatir
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(Kokino S. ve ark. 2004). Kan Ca diizeyi yiikselip, 1,25(0OH)2D3 sentezi azaldiginda
24,25(0OH)2D3 artar ve bu da kemikte hidroksiapatit kristallerinin ¢ékmesini yani
kalsifikasyonu saglayarak plazma Ca homeostazinda ve kalsifikasyonun olusmasinda

rol oynar (Ozsoylu S. 1990).

Woeckel ve ark., D vitamininin osteoblast hiicre kiiltiirlerinde mineralizasyonu

ve farklilasmayi arttirdigini géstermislerdir (Woeckel VJ. ve ark. 2010).

Van der Meijden ve ark., D vitaminin 6nciil formu ve esas formunu insan
osteoblast hiicresi {izerinde in vitro olarak caligmiglar ve sonug olarak iki D vitamini
formunun da insan osteoblast hiicrelerinde proliferasyonu azaltirken, farklilagmay1

arttirdigini bildirmislerdir (Van der Meijden ve ark. 2014).

Manolagas ve ark., D vitamininin osteoblast hiicrelerinde ALP aktivitesini

arttirdigini bildirmislerdir (Manolagas SC. ve ark. 1981).

Van Driel ve ark., insan osteoblast hiicreleri iizerinde in vitro olarak yaptiklar
calismada D vitamininin osteoblastlarda ALP diizeylerini arttirarak mineralizasyonu

stimiile ettigini bildirmislerdir (Van Driel M. ve ark. 2006).

Van den Bemd ve ark., insan osteoblast benzeri MG63 hiicreleri lizerinde D
vitamini analoglarinin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, D vitamininin osteoblast
benzeri hiicrelerde proliferasyonu inhibe ettigini gostermislerdir. Bunun yaninda
osteoblastlarin osteopontin aktivitesini inceleyerek D vitamininin osteoblast benzeri

hiicrelerde farklilagsmay1 arttirdigini géstermislerdir (Van Den Bemd GJ. ve ark. 1995)

Beresford ve ark., kiiltiire insan osteoblast hiicrelerinde D vitamininin ALP, tip 1
kollajen ve hiicre proliferasyonu iizerindeki etkilerini inceledikleri c¢aligmada, D
vitamininin osteoblast hiicrelerinde ALP aktivitesini ve tip 1 kollajen {iretimini
arttirdigini, proliferasyonu ise inhibe ettigini gostermislerdir (Beresford JN. ve ark.
1986.)

Matsumoto ve ark., osteoblast benzeri MC3T3-El hiicrelerinde yaptiklar
calismada D vitaminin hiicrelerdeki ALP diizeylerini stimiile ettigini ve bunun sonucu

olarak mineralizasyonu arttirdigini bildirmislerdir (Matsumoto T. ve ark. 1991).

Khanna Jain ve ark., insan dental pulpa hiicreleri ve insan dental folikiil

hiicrelerinde yaptiklari in vitro ¢alisma sonucunda D vitaminin bu hiicrelerin osteojenik
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kapasitelerini arttirdifin1  ancak hiicre sayisi ilizerinde olumsuz etki yaptigimni

bildirmislerdir. (Khanna Jain R. ve ark. 2010)

Yang ve ark., MLO-A5 olgun osteoblast hiicre hatlarinda endojendéz ve
eksojendz D vitamininin etkilerini inceledikleri c¢alismada, iki D vitamini grubu
arasinda anlamli farklilik olmamasina ragmen kontrol grubuna gore osteoblast
hiicrelerinde proliferasyonda azalma, differansiyasyon ve mineralizasyonda artis

gdzlendigini bildirmislerdir (Yang D. ve ark. 2016).

Yang ve ark., MLO-AS iizerinde yaptiklar1 bir bagka ¢alismada D vitamini ile
birlikte Ca’ nin osteoblast hiicleri iizerine etkilerini incelemisler ve D vitamininin Ca ile
birlikteyken daha fazla olmakla birlikte, mineralizasyonu arttirdigini bildirmislerdir.
Buna bagli olarak D vitamininin tek basinayken antiproliferatif etkisi mevcutken, Ca ile
birlikte verildiginde bu etkisinin bir nebze de olsa kompanse oldugu gozlenmistir (Yang

D. ve ark. 2015).

Jorgensen ve ark., 21-27 yas arasi goniillii deneklerin kemik iliklerinden izole
ettikleri osteoblastlar lizerinde yaptiklar in vitro ¢alismada; deksametazon, BMP-2 ve
D vitamininin etkilerini ayr1 ayr1 ve kombine uygulayarak incelemislerdir. Calisma
sonucunda insan osteoblast hiicrelerindeki ALP aktivitelerinin, D vitamini eklenmis

biitiin gruplarda anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmustur (Jorgensen NR. ve ark.
2004).

Atkins ve ark., insan femur kemiginin boyun bolgesindeki trabekiiler boliimden
izole ettikleri osteoblastlar {izerinde yaptiklar1 ¢alismada hem aktif hem inaktif D
vitamini formlarmi hiicre kiiltiiri lizerinde denemislerdir. Calismalarinin sonuglarina
gore iki D vitamini metaboliti de hiicrelerin osteojenik kapasitelerini ALP aktivitesini
arttirarak genisletmistir. Bunun yaninda arastirmacilar yine her iki metabolitin de insan
osteoblast hiicreleri {lizerinde antiproliferatif etkileri oldugunu gostermislerdir (Atkins

GJ. ve ark. 2007).

Bizim ¢alismamizda da tiim bu literatiirlere paralel olarak, D vitamini eklenmis
osteoblast hiicreleri MTT testinde 24. 48. ve 72. saatlerin her birinde kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli diisiik deger gostermislerdir. Bu sonu¢ D vitaminin
osteoblast proliferasyonunu azalttigini gostermektedir. ALP test sonuglarinda ise D

vitamini grubu istatistiksel olarak anlaml sekilde diger gruplardan her {i¢ saat grubunda
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da ytiksek bulunmustur ki bu sonug¢ da bize D vitaminin osteoblastlar iizerinde alkalen
fosfataz aktivitesini arttirdig1 dolayisiyla farklilasmayi ve mineralizasyonu arttirdigini
gostermektedir. D vitamini eklenmis osteoblast grubunun deney sonuglari literatiir ile

parallellik gostermektedir.

Kemik defektlerinin tamirinde biyouyumlu ve hizli revaskiilerize olmalarindan
dolay1 otojen kemik greftlerinin kullanilmasi altin standart olmakla birlikte, otojen
greftin elde edilmesindeki zorluk, ikinci bir cerrahi operasyon alanina ihtiyag
duyulmasi, istenilen miktarda greftin her zaman temin edilememesi, operasyon sonrasi
morbidite, agr1 gibi komplikasyonlar bu greftin kullanimini kisitlamaktadir. Bundan
dolay1 diger greft tiirlerinin kullanimi1 ve kombine tedavilerle etkinliklerinin arttirilmasi
gindeme gelmektedir (Banwart 1995, Ezirganli ve ark. 2013, Gogiis ve ark. 2001,
Heary ve ark. 2002, Younger 1989).

Otojen greftlerde miktar yoniinden her zaman smirlanma mevcuttur. Otojen
greftlerde alinan bolgelerde % 8-25 arasinda degisen oranda enfeksiyon, agri, kanama
ve sinir zedelenmesi gibi komplikasyonlar rapor edilmistir (Gazdag ve ark. 1995, Khan
2000). ABD’ de yilda ortalama 500 bin otojen greft alinmakta ve diger tilkelerde de
bunun iki kat1 kadar operasyon yapilmaktadir. Maliyet faktorii sebebiyle otojen grefte
alternatif olan kemik greftlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu da aragtirmacilar1 ve medikal
firmalarint ideal greft tiretimine yoneltmistir. Bu durumda otojen greftlere alternatif

olarak heterogreftler ve allogreftler gelistirilmistir (Khan 2000).

Kaya ve ark., ksenogreftler ile alloplastik sentetik greftlerin osteogenezis lizerine
etkilerini arastirdiklart caligmalarinda, greft uygulanan kemik kavitelerindeki
osteogenezisin kontrol grubundaki osteogenezise kiyasla daha basarili oldugunu
gostermislerdir. Bunun yaninda ayni ¢alisma alloplastik sentetik greft materyallerinin,
ksenogreftlere gore biyolojik uyumlarmin daha iy1 oldugu gostermis, alloplastlarin
maksillofasial cerrahi alaninda daha sik kullanimlari agisindan calismalarin devam

etmesi gerektigini vurgulamiglardir. (Kaya ve ark. 1999)

Otojen greftlerin ardindan gelebilecek ideal greft materyaline ulasma ¢abalari,
sentetik greft materyalleri grubu iginde yer alan hidroksiapatit ve B-trikalsiyum fosfat

tizerinde ¢aligmalar yapilmasina neden olmustur. Bu iki materyalin her biri tek basina



103

greft materyali olarak kullanilmasina karsin, calismamizda ikisinin karisimi yani -
trikalsiyum fosfat/hidroksiapatit materyali kullanilmistir (CompactBone S, Dentegris, (
Germany)). Karisimin % 40’ 1n1 olusturan B-trikalsiyum fosfat 1920’ li yillardan beri
kemik grefti olarak kullanilmaktadir (Moore ve ark. 2001). B-TCP’ in porlu yapisi
kemigin trabekiiler yapisini taklit eder tarzda olup, porlar birbiriyle baglantilidir.
Porlarin arasi yeni kemik gelisimini stimule edecek boyutta olup, bu porlarin biiytikligi
1-1000 pm arasinda degismektedir. Calismamizda kullandigimiz B-TCP porlar1 200-800
um arasindadir. Bu por biiyiikliigii optimal selliiler penetrasyonu ve vaskiilarizasyonu

desteklerken, implantin kemige entegrasyonunu gii¢clendirmektedir (Erbe 2000).

Bu dogrultuda Gazdag ve ark., seramik yapi igindeki porlarin, osteokondiiksiyon
icin optimum 200-1000 pm biiyiikliigiinde olmas1 gerektigini rapor etmislerdir (Gazdag
1995). B-TCP defekte yerlestirme sirasinda istenildigi gibi mantiiple edilebilir. Bu tiir
maniiplasyonlar porlarin yapisinda bir degisiklige yol agmamaktadir. Tiim seramik
greftlerde oldugu gibi B-TCP’ inda osteoindiiktif ozelligi yoktur. B-TCP, basing
kuvvetine spongioz kemige gore daha dayanikli iken, gerilme kuvvetine karst verdigi

cevap ise spongioz kemik ile yaklasik olarak aynidir

Calismamizda kullanilan materyalin % 60’ 1n1 olusturan HA ise C10(PO4)s(OH)2
formiilasyonunda olup, 1970’ li yillardan beri oral ve maksillofasiyal cerrahide greft
materyali olarak kullanilmigtir. HA sistemik toksisiteye neden olmayip, ayni zamanda
allerjik ve karsinojenik degildir. Kirilgan yapisi nedeniyle giiniimiizde daha ¢ok aktif
kuvvet gelmeyen defekt bolgelerinde tercih edilmektedir. Milkkemmel derecedeki
biyouyumlulugu ile dikkat g¢eken HA, defekt iginde kemige adapte -edilerek
yerlestirildigi zaman arada fibrotik doku olugmaksizin yeni gelisen kemik yapisi icinde

kalir (Pecora ve ark. 1998, Najjar ve ark. 1991).

Cameron ve ark., kopek femurlarinda olusturduklart 8 mm’ lik defektlere
trikalsiyum fosfat (TCP) uygulandiktan sonra kemik olusumunun 3-6 hafta arasinda
basladigini, TCP’ nin doku uyumlu bir biyomateryal olmasi sebebiyle bu materyale

kars1 iltihapsal cevabin olusmadigini rapor etmislerdir (Cameron HU, 1977).

Biyoseramik ve kalsiyum fosfat kaynakli materyallerin 6nemli avantajlarindan
biri [(hidroksiapatit, mercan (coral) hidroksiapatit, trikalsiyum fosfat)] kemik tamirinde
biiyiime faktorleri ile kombine kullanilabilmeleri ve biyouyumlu olmalaridir

(Lieberman JR, 2002).
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Icten, 6 kopek cenesinde TCP’ nin, yeni kemik olusumu hizina etkisini deneysel
ve histopatolojik olarak incelemistir. Calisma sonucunda TCP’ nin doku ile uyumlulugu
tam bulunmus; yabanci cisim reaksiyonu ya da inflamatuar reaksiyona rastlanmamaistir

(Igten O, 1987).

Karaca, kemik iyilesme hizin1 degerlendirmek amaciyla kobaylarda yaptigi
calismada TCP kullanmis; bu materyalin doku ile ¢cok uyumlu oldugunu, iltihabi ya da

yabanci cisim reaksiyonuna sebep olmadigini belirtmistir (Karaca IR, 1990).

Yazawa ve ark., tavsanlarda yaptiklari arastirmada TCP kullanmislar ve bu
maddenin yabanci cisim reaksiyonu gostermedigini ifade etmislerdir (Yazawa M,

2004).

Suba ve ark., kopekler tizerinde yapmis olduklari ¢alismada B-TCP ve
TZP(trombositten zengin plazma)’yi kullanmig ve TCP’ nin doku ile tam uyumlu

oldugunu rapor etmislerdir (Suba Z, 2004).

Kovécs ve ark., kopek mandibulalar iizerinde yaptiklar1 deneysel ¢alismada -
TCP ve TZP kullanmiglardir. 6. ve 12. hafta sonunda yaptiklar1 incelemeler sonucunda
materyallerin dokular tarafindan 1iyi tolere edildiklerini ve toksik reaksiyon

olusturmadiklarini ifade etmislerdir (Kovacs K, 2005).

Wiltfang ve ark., arastirmalarinda 39 hastaya B-TCP ve TZP ile uygulanan siniis
lift operasyonu sonrasi 6. ayda yapilan biyopsiler neticesinde partikiiller ¢evresinde

yabanci cisim reaksiyonu izlenmedigini belirtmislerdir (Wiltfang J, 2003).

Velich ve ark., B-TCP ve TZP’ yi siniis lift operasyonlarinda kullanmislar,

sonugta yabanci cisim reaksiyonu ve inflamatuar olaylara rastlamamaiglardir (Velich N,

2004).

Tiim bu literatiirler esliginde ¢aligmamizda farkl partikiil boyutlar1 kullanilmak
tizere biyouyumlulugu kanitlanmis sentetik biyoseramik greft materyali olan [-
trikalsiyum fosfat/hidroksiapatit grefti (CompactBoneS, Dentegris, (Germany))

kullanilmustir.

Gregorie ve ark., yiizey Ozelliklerinin hiicrelerin proliferasyonuna biiyiik bir
etkisi olmadigin1 fakat greft materyallerinin topografisinin osteoblast hiicrelerinin sekil

ve oryantasyonunu belirledigini rapor etmislerdir (Gregorie M, 1990).
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Uchida ve ark. greft materyallerinin porozitesinin ve gren biiylikliiklerinin
osteoblast hiicrelerinin proliferasyonunda etkili oldugunu belirtmislerdir (Uchida A,
1987). Bizim c¢alismamizda da biiyiik partikiillii greft materyali ile temas eden
osteoblast hiicrelerin ALP oranlarmin kiiciikk partikiillii greftlere kiyasla istatistiksel
olarak anlamli farklilik olmasa da sayisal deger olarak daha yiiksek bulunmustur. ALP
oranlarinin daha yiiksek olmasi dolayisiyla biiyiik partikillic greft materyallerinin,
kiiciik partikiillii greftlere gore osteoblast hiicrelerin farklilasmalarina daha ¢ok katkida
bulundugunu gostermistir. Biiyiik partikiillii greftlerin, ylizey alanlarinin daha biiyiik
olmasinin, osteoblast farklilagmasi i¢in elverisli ortam yaratmalarinin bu sonucu ortaya

cikardigini diisiinmekteyiz.

Pioletti ve ark., kalsiyum fosfat greft materyallerinden 100p” dan kiigiik
partikiile sahip olanlarin osteoblast proliferasyonunu ve ALP aktivitesini azalttigini
bildirmislerdir. Bunun yani sira kiigiik partikiillerin osteoblastlarin canliligini da
olumsuz etkilediklerini belirtmislerdir (Pioletti DP, 2000). Calismamizda ise bu
bulgudan farkli olarak istatistiksel olarak anlamli fark olmamasina ragmen, MTT testi
g6z Oniine alinarak yapilan degerlendirmede kiigiik partikiilli greftle temas eden
osteoblast hiicrelerinin , bliylik partikiillii greftle temas eden osteoblast hiicrelerine gore
canliliginin ve sayisinin daha fazla oldugu goriilmistir. Biyiik partikiillii greftlerin
daha fazla fosfat iyonu salmasi ve fosfat iyonunun hiicre proliferasyonunu azaltmasi
nedeniyle bu sonucun ortaya ¢iktigin1 diistinmekteyiz. Alkalen fosfataz aktivitesi
sonucu ise literatiirle (Pioletti DP, 2000) ayn1 yonde olup biiyiik partikiillii greftle temas
eden osteoblast hiicrelerinde alkalen fosfataz aktivitesi ve dolayisiyla osteoblastlarin

farklilagmalari ile osteojenik kapasiteleri daha fazladir.

Jin Woo Nam ve ark., tavsan kraniyumunda demineralize dentin matriks
greftinin farkli partikiil boyutlarindaki formlarinda kemik iyilesmesi iizerine etkilerini
incelemislerdir. Histomorfometrik olgiimler sonucu kiigiik partikiil boyutlu greftlerin
kemik iyilesmesi yoniindeki etkilerinin daha {istiin oldugunu gdstermislerdir. (Jin Wo

Nam ve ark. 2016).

Melloning ve ark., farkli partikiil boyutlarindaki dondurulmus kurutulmus kemik
allogreftlerinin kemik gelisimi iizerindeki etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda kiigiik
partikiil boyutlarindaki allogreftlerin kemik rejenerasyonunda daha etkili oldugunu

bildirmislerdir (Melloning JT. 1984)
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Bizim ¢alismamizda ise 72. saat sonunda kii¢iik partikiillii greft materyallerinin
ALP diizeyleri sayisal olarak daha diisiik bulunmustur. MTT testi ise kii¢iik partikiillii
greftle inkiibe edilmis hiicrelerin sayisal olarak biiyiik partikiillii greftle inkiibe edilmis
hiicrelerden daha fazla prolifere oldugunu gostermektedir. Literatiirle, calismamiz

arasindaki bu farkliliklar farkli tiirden greft materyallerinin kullanimina baglanmistir.

Calismamizin sonuglarma gore, ilk 24 saatte kiiciik partikiillii ve biiylik
partikiillii greft materyallerinin ALP diizeyleri artig gosterirken daha sonraki 48. ve 72.
saatlerde ALP diizeyleri kontrol grubundan daha diisiik olarak bulunmustur. Bunun
sebebinin, erken donemde ilk 24 saat iginde greft - hiicre etkilesimi az iken, ilerleyen
saatlerde hiicre-greft etkilesiminin artmasi olarak diisiinmekteyiz. Ayni sekilde hiicre-
greft etkilesiminin ilk 24 saatte etkisiz olmasindan dolayi, ilk 24 saat MTT sonuglari
kontrol grubuna gore diisiikkken ilerleyen saatlerde hiicre-greft etkilesimi arttikga |,
sayisal olarak MTT degerlerinin kontrol grubuna gore yiikseldigi gozlenmistir. Bu
sonuclara gore kiiciik veya bilylik partikiillii greft materyalleri tek baslarina
osteoblastlar ile muamele edildiginde hiicre proliferasyonunu arttirirken, hiicrelerin

osteojenik kapasitelerini azaltmaktadirlar.

Literatiirde farkli partikiil boyutlarinda biyoseramik greftlerin ve hatta baska tiir
greftlerin, osteoblastlar ve kemik rejenerasyonu iizerine etkilerini inceleyen g¢alisma
sayisinin ¢ok az olmasindan dolay1 sonuclar halen tartismalidir. Bu konu daha ileri in

vitro, hayvan deneyleri ve in vivo ¢aligmalarla mutlaka desteklenmelidir.

D vitamininin caligmalarla kanitlanmis ve ayni boliim i¢inde daha Once
bahsettigimiz iizere, osteoblastlar {izerindeki farklilasmay1 arttirici, osteojenik
ozellikleri yiikseltici ve mineralizasyona katki yapici etkilerinden dolay1 bu ¢alisma icin

greft materyallerine tasiyici olarak kullanilmasi fikrini dogurmustur.

Hsi-Hong ve ark., kopekler iizerinde yaptiklar1 ¢alismada mandibulada 4 mm
capinda ve 6 mm uzunlugunda defektler agmislardir. Deney hayvanlarinmi iki gruba
ayiran arastirmacilar, ilk grubun defektlerine yalnizca alloplast greft ile ogmentasyon
yaparken, diger gruba D vitamini ile inkiibe edilmis alloplast greft ogmentasyonu
uygulanmistir. Lokal olarak uygulanan D vitaminin kavitede kemik rejenerasyon
miktar1 sadece alloplast greft bulunan defekte gore artmus olarak bildirilmistir (Hsi-

Hong ve ark 2015).
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Gogolewski ve ark., koyunlar iizerinde yaptiklari arastirmalarinda bikortikal
iliak kemik defektlerinde poliiiretan kemik materyallerinin etkisini incelemislerdir.
Arastirmada bir grup defekte poliliretan kemik greftiyle beraber lokal D vitamini
uygulamasi yapilmistir. Arastirmacilar ¢aligma sonucunda bos birakilan kontrol grubu
defektinde kemik iyilesmesi goziikmezken, en iyi kemik iyilesmesinin Ca ve D vitamini

eklenmis greftli kavitelerde oldugunu bildirmislerdir (Gogolewski ve ark. 2006).

Kawakami, deneysel olarak dis hareketi olusturulan ratlarda, dis ¢evresine lokal
olarak uyguladigt D vitamini sonucunda, D vitamini uygulanmayan gruba goére dis
hareketinden sonra dis c¢evresindeki kemik olusumunun daha hizli ve daha fazla

oldugunu bildirmistir (Kawakami M. 2004).

Liu ve ark., ratlarda actiklari mandibular defektlerde D vitamininin kemik
yapimindaki lokal etkisini arastirmayr hedeflemislerdir. Bunun i¢in dort gruba
ayirdiklart defektlerden ilkini bos birakmislar, ikincisine yalnizca kollajen membran
koymuslar, {i¢iinciisiine polidopamin kapli kollajen membran koymuslar ve
sonuncusuna D vitamini inkiibe edilmis polidopamin kapli kollajen membran
koymuslardir. Calismanin sonucunda D vitamini inkiibe edilen membranin diger
gruplardan Once, yaklasik 2 hafta icinde rezorbe olarak yerini yeni kemige ve kemik

iligine biraktig1 gézlenmistir (Liu ve ark. 2015).

Bizim ¢aliymamizda da D vitamini inkiibe edilmis greft gruplarinin, D vitamini
inkiibasyonu yapilmamis olan greft gruplarina gore 48 ve 72. saatlerde ALP
diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. ALP
degerlerindeki bu artis biyoseramik greftlerin D vitamini ile birlikte kullanildiklarinda,
yalmz greft kullanimina gore osteoblast farklilagmasini arttirdigini, osteojenik
kapasiteyi yiikselttigini gostermektedir. Sonug¢ olarak literatiirlere paralel sekilde
osteoblastlar lizerinde, greft materyalleri D vitamini inkiibasyonu altindayken daha
etkili olmusglardir. D vitaminin osteoblastlar {izerindeki differansiyasyonu ve osteojenik
kapasiteyi arttirma etkisinin bu sonucu ortaya ¢ikardigini diistinmekteyiz. 48. saatten 72.
saate gecerken ALP diizeylerinde bir miktar diisiis oldugu saptanmistir. ALP
diizeyindeki bu diismenin sebebi olarak D vitamininin hiicreler tarafindan
kullanilmasina bagl olarak, 72. saate dogru kiiltiir ortaminda miktarinin azalmasindan

kaynaklanmis olabilecegi diigtiniilmiistiir.
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D vitamini inkiibasyonu altinda bulunan greft gruplarindan biiyiik partikiilli ve
kiiglik partikiillii greft gruplarimi karsilastiracak olursak, biiytik partikiillii greftlerin D
vitamini inkiibasyonu altindayken de sayisal olarak daha yiiksek ALP sonuglar1 verdigi
gdzlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli farklihk bulunmasa da biiyiik partikiillii
greftlerin kiiglik partikiillii greftlere gore osteojenik kapasiteyi daha da arttirdig:
sonucuna ulasilmistir. Bunun sebebi olarak biiylik partikiillii greftlerin biiylik yiizey
alanlarinin farklilasmaya olumlu etkisinin ve D vitamininin osteojenik kapasiteyi

arttirma etkisinin bilegkesi oldugunu diigsiinmekteyiz.

Literatiirde D vitamininin greft i¢in tasiyict olarak kullanilmasi konusunda
yeterli in vitro ve in vivo c¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizin sonucglar1 D
vitamininin  tasiyict  olarak kullanilmasinin, kemik rejenerasyonunu arttirdigi
yoniindedir. Literatiirde bildirilen D vitamininin osteoblastlar tizerindeki pozitif etkisi
ve calismadan elde ettigimiz sonuglar bu konuda daha genis kapsamli calismalar

yapilmasinin klinik uygulamalara daha fazla katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

1) D vitamini grubunun, 24. 48. ve 72. saat ALP degerleri, diger gruplarin
ALP degerlerinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Buna gore
D vitamini, osteoblast hiicrelerinin differansiyasyon yeteneklerini ve osteojenik

kapasitelerini arttirmaktadir.

2) D vitamini grubunun, 72. saatteki ALP degerleri 24. saatteki ALP
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Bu sonuca gore
zaman gectikge D vitamininin osteoblast hiicreleri {iizerindeki differansiyasyon

yeteneklerini ve osteojenik kapasitelerini gelistirme etkisi artmaktadir.

3) D vitamini grubunun, 48. ve 72. saatteki MTT degerleri kontrol, biiyiik
partikiilliit greft, kiigiik partikiillii greft gruplarinin 48. ve 72. saatteki MTT
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. Bu sonuca gore

D vitamini osteoblast proliferasyonu iizerine olumsuz etki yapmaktadir.

4) Kiiciik partikiillii ve biiyiik partikiillii greft grubunun, 24. saatteki ALP
degerleri kontrol grubundan yiiksek iken, 48. ve 72. saatteki ALP degerleri kontrol
grubundan daha diistiktiir. Bunun sebebinin, erken donemde greft-hiicre etkilesimi
azken 24. saatten sonra bu etkilesimin artmast ve biyoseramik greftin ortama saldigi
fosfat iyonlarinin hiicrelerin differansiyasyon yeteneklerini azaltmasina bagl oldugunu

diisiinmekteyiz.

5) Kiiclik partikiillii greft grubunun 72. saat MTT degerleri, biiyiik
partikiillii greft grubunun 72. saat MTT degerinden istatistiksel olarak olmasa da sayisal
olarak daha biyiik bulunmustur. Buna gore kiigiik partikiillii greftler, osteoblast
proliferasyonunu biiyiik partikiillii greftlere oranla arttirmaktadir. Biiylik partikiil
boyutlu greftlerin daha fazla fosfat iyonu salmasi ve fosfat iyonunun hiicre

proliferasyonunu azaltmasi nedeniyle bu sonucun ortaya ¢iktigini diigiinmekteyiz.

6) Biiytik partikiillii greft grubunun 72. saat ALP degerleri, kiiciik partikiillii
greft grubunun 72. saat ALP degerinden istatistiksel olarak olmasa da sayisal olarak
daha biiyiik bulunmustur. Buna gore bliyiik partikiillii greftler, osteoblast hiicrelerinin

differansiyasyon yeteneklerini ve osteojenik kapasitelerini arttirmaktadir. Biiyiik
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partikiillii greftlerin yiizey alanlarinin daha biiyiik olmasinin osteoblast farklilasmasi

i¢in elverisli ortam saglamasi nedeniyle bu sonucun ortaya ¢iktigini diisiinmekteyiz.

7) D vitamini ile inkiibe edilmis greft gruplarnin, 48. ve 72. saat ALP
degerleri, yalnizca greft uygulanmis gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Buna gore D vitamini inkiibe edilmis greft materyalleri, greftlerin
tek baslarina uygulanmasina nazaran osteoblast farklilagmasini arttirmaktadir. D
vitaminin osteoblastlar {izerindeki differansiyasyonu ve osteojenik kapasiteyi arttirma

etkisinin bu sonucu ortaya ¢ikardigini diistinmekteyiz.

8) D vitamini ile inkiibe edilmis greft gruplarinin, ALP degerleri 72. saatte
48. saate gore bir miktar azalma gostermektedir. Bunun sebebi olarak, osteoblast
hiicrelerinin D vitaminini kullanimina bagl olarak 72. saate dogru D vitamininin

ortamdan uzaklagmasi oldugunu diistinmekteyiz.

9) D vitamini ile inkiibe edilmis greft gruplarinin, 48. ve 72. saat MTT
degerlerinin, yalnizca greft uygulanmis gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiik bulunmustur. Buna gore D vitamini inkiibe edilmis greft materyalleri,
greftlerin  tek baslarima uygulanmasima nazaran osteoblast —proliferasyonunu
azaltmaktadir. D vitaminin osteoblastlar izerindeki proliferasyonu azaltma etkisinin bu

sonucu ortaya ¢ikardigini diisiinmekteyiz.

10) D vitamini inkiibe edilmis greft gruplarim1 kendi aralarinda
karsilastirdigimizda, D vitamini inkiibe edilmis biiyiik partikiillii greft gruplarinin, D
vitamini inkiibe edilmis kiigiik partikiillii greft gruplarina goére ALP degerlerinin 24., 48.
ve 72. saatte daha yliksek oldugu bulunmustur. Buna goére D vitamini inkiibasyonu
altindayken, biiylik partikiillii greftler kiiclik partikiillii greftlere oranla hiicre
differansiyasyonunu ve osteojenik kapasiteyi daha fazla arttirmaktadir. Bunun
nedeninin bliylik partikiillii greftlerin yiizey alanlarmin daha genis olmasi ile birlikte D

vitamininin osteojenik kapasiteyi arttirmasina bagl oldugunu diisiinmekteyiz.
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