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OZET

Alper Kara, Kiiltiir Ortaminda Kemik Rejenerasyonu Deneysel Modelinde
Mezenkimal Kok Hiicre Tedavisine Borik Asitin Etkisi ve Kemik Dokusunun
Katkasi, izmir Katip Celebi Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, A§1z Dis ve
Cene Cerrahisi Doktora Programi, Doktora Tezi, Izmir, 2020
Giris-Amag: Oral ve Maksillofasiyal Cerrahide kemik kayiplarinin rekontriiksiyonu
icin gerekli olan ogmentasyon islemleri siklikla uygulanmaktadir. Sert doku
greflemesi uygulamalarinin basarisini arttirmak amaciyla yapilan calismalar son
yillarda belirgin bir artis gostermistir. Bu c¢alismada kemik rejenerasyonu
uygulamalarindaki osteojenik ve osteoindiiktif etkinin arttirilmast amaciyla,
mezenkimal kok hiicre (MKH) ve borik asit kombinasyonunun, kiiltiir ortamindaki
kemik defekti modeli {izerindeki etkileri incelendi ve kemik dokusunun iyilesmeye

olan katkis1 degerlendirildi.

Materyal-Metod: Calismada 30 adet Wistar-albino erkek sigan kullanildi. Sicanlarin
kafatasindan dis ¢apt 9 mm, i¢ ¢apt 5 mm olan iki kemik halkas1 ¢ikarildi, kritik
boyuttaki kemik defekti modeli taklit edildi. Toplam 60 adet kemik halkasi; Grup I
(n=15) kontrol grubu normal ortam, Grup II (n=15) borik asit iceren ortam, Grup III
(n=15) MKH igeren ortam ve Grup IV (n=15) MKH ve borik asit iceren ortam olmak
izere 4 gruba ayrildi. Kiiltlir ortamina yerlestirilen kemik halkalar1 4 hafta siire ile
incelendi, MKH+borik asit kombinasyonun deneysel model iizerinde kemik
rejenerasyonu ve hiicre farklilagsmasi tizerine etkileri arastirildi bununla birlikte kemik
dokusunun rejenerasyona katkisi degerlendirildi. Osteojenik farklilagmanin
belirtecleri olarak Osteonektin, Osteokalsin, Alkalen Fosfataz ve RANKL protein
ekspresyonu immunohistokimyasi, kemiksi adacik olusumu igin ise Alizarin Kirmizist
ve Von Kossa histokimyasi1 kullanildi.

Sonug: Calisma sonucunda borik asitin MKH’lerin osteojenik farklilasmasi {izerine
bilinen etkilerine ek olarak, kemik halkasi etkilesimi sayesinde bilinmeyen veriler
ortaya cikarildi. MKH’lerin kemikten gelen progenitor sinyaller sayesinde farklilasma

yoluna gittigi ve borik asitin bu etkiyi ¢ok daha fazla arttirdig1 gortildii.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, Borik asit, Kiiltiir, Kemik halkasi




ABSTRACT

Alper Kara, The Effect of Boric Acid on Mesenchymal Stem Cell Therapy in
Bone Regeneration Experimental Model in Culture Medium and Contribution
of Bone Tissue, izmir Katip Celebi University Institute of Health Science, Oral

and Maxillofacial Surgery Doctoral Program, Doctoral Thesis, Izmir, 2020
Aim: Augmentation procedures, which are necessary for the reconstruction of bone
loss, are frequently applied in Oral and Maxillofacial Surgery. The number of studies
performed to increase the success of hard tissue grafting applications has increased
significantly in recent years. In this study, in order to increase the osteogenic and
osteoinductive effect in bone regeneration applications, the effects of the mesenchymal
stem cell (MCS) and boric acid combination on the bone defect model in the culture
medium were investigated and the contribution of bone tissue to healing was
evaluated.

Material-Method: 30 Wistar-albino male rats were used in the study. Two bone rings

with an outer diameter of 9 mm and an inner diameter of 5 mm were removed from
the skulls of the rats, and the critical size bone defect model was imitated. A total of
60 bone rings divided into 4 groups; Group I (n=15) control group normal
environment, Group II (n=15) boric acid containing medium, Group III (n=15) MSC
containing medium and Group IV (n=15) MSC and boric acid containing medium.
Bone rings placed in the culture medium were examined for 4 weeks, the effects of
MCS+boric acid combination on bone regeneration and cell differentiation on the
experimental model were investigated and the contribution of bone tissue to
regeneration was evaluated. Osteoectin, Osteocalcin, Alkaline Phosphatase and
RANKL protein expression immunohistochemistry, Alizarin Red and Von Kossa
histochemistry were used as markers of osteogenic differentiation.

Conclusion: In addition to the known effects of boric acid on the osteogenic
differentiation of MCS’s, unknown data were revealed by the bone ring interaction. It
was seen that MCS’s differentiated with the progenitor signals coming from the bone

and boric acid increased this effect much more.

Keywords: Mesenchymal stem cell, Boric acid, Culture, Bone ring
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GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde saglik sektoriiniin gelismesi, insan Omriiniin uzamasi, gelir
diizeylerinin ve erisilebilirligin artmasi ile insanlarin hayat standartlar1 ve beklentileri
yiikselmistir. insan hayatmin her alaninda oldugu gibi saglik alaninda da bireyler en
giincel ve uzun omiirlii tedavi segeneklerini tercih etmektedirler. Gelisen teknikler ve
artan hasta beklentileri sonucu ogmentasyon uygulamalar1 glinlimiiz ag1z, dis ve ¢ene
cerrahisi pratiginin vazgecilmez tedavi yontemlerinden biri haline gelmistir.

Oral ve sistemik hastaliklar, periodontal hastaliklar, dis ciiriikleri, travma,
konjenital anomaliler, kist ve tiimor cerrahileri, dis kaybma sebep olmakta ve
beraberinde alveoler kemikte defektlere yol a¢maktadir (1). Olusan kemik
defektlerinin ogmentasyonu hasta konforu ve ilerde yapilacak tedavi agisindan
onemlidir. Alveolar kemik defektlerinin ogmentasyon ile onarilmasinda
yonlendirilmis kemik rejenerayonu (YKR), distraksiyon osteogenezi (DO) onlay
kemik greftleri ve interpozisyonel greftleme gibi rekonstriiktif cerrahi teknikler
kullanilmaktadir (2).

Alveoler kemik defetkelerinin onariminda kullanilan tekniklerden distraksiyon
osteogenezisi ve interpozisyonel greflemenin teknik ac¢idan zor, maliyetli ve daha az
ongoriilebilir sonuglara sahip prosediirler olmalar1 ve daha uygulanabilir teknikler
gelistirilmesi bu tekniklerin giinlimiizde popiilerligini kaybetmelerine sebep olmustur.
Cerrahi prosediirdeki uygulama kolayligi, diger ogmentasyon yontemlerine gore
teknik hassasiyetin daha az olusu, bio-materyallerin temininin kolaylagmasi ve
maliyetlerinin azalmasi ve Ongoriilebilir sonuclarin elde edilmesi yonlendirilmis
kemik rejenerasyonu uygulamalarinin popiilerliginin artmasina sebep olmustur.
Yonlendirilmis kemik rejenerasyonu uygulamalarinda, altin standart otojen
greftlerinin kullanimi olmasina ragmen, donor saha yetersizligi, morbidite ve
hastalarin otojen kemik elde edilmesi sirasinda olusacak ek cerrahi alan1 istememeleri
sebebiyle farkl greft kaynaklarina yonlenilmistir.

Altin standart olan otojen greftlerin yani sira allogreftler (ayni tiirdeki farkl: bir
bireyden elde edilen doku), ksenogreftler (farkl: tiirden bir canlidan elde edilen doku)
ve alloplastik greft materyalleri (sentetik, insana 6zgli olmayan malzemeden olusur)

yonlendirilmis kemik ve doku rejenerasyonu uygulamalarinda siklikla



kullanilmaktadir. Osteokondiiktif potansiyellerine ragmen, otolog bir greftin yerine
kullanilan greft materyalleri diisiik seviyede osteoindiiktif veya osteojenik potansiyel
gostermektedir. Otolog olmayan greft materyallerinin kullanilmasi, ogmentasyon
bolgesinde hiicresel agiga sebep olmakta ve osteojenik potansiyeli diigiirmektedir (3).

Mezenkimal kok hiicre (MKH)’lerin etkinligi temel ve klinik deneylerde
yogun bir sekilde arastirilmistir. MHK ler; plastik yapida, yapisan, osteoblastlara,
kondroblastlara ve adipositlere farklilasabilen stromal hiicrelerdir (4). Bu hiicreler ilk
olarak kemik iliginde bulunmus ve yaklasik 20 yil boyunca kemik iyilesmesini tesvik
etmek amaciyla kullanilmistir (5). Daha sonra yag dokusu ve damarlarda da
MKH’lerin bulundugu ve indiiklenmis pluripotent hiicrelerden elde edilebilecekleri
anlasilmistir. Kaynaklarina veya 6zelliklerine gore, MKH'ler, kemik iligi MKH'lerine
(KMKH'ler), adipoz tirevli MKH'lere (YKH'ler), perivaskiiler kok hiicrelere
(PKH'ler), indiiklenmis pluripotent kok hiicrelere (iPKH'ler) ve genetigi degistirilmis
MKH'lere ayrilabilir. Bununla birlikte, farkli MKH popiilasyonlarinin kemik
rejenerasyonu lizerine goreceli avantajlar1 heniiz saptanmamastir (6).

Kemik doku miihendisligi alveoler kemik defetklerinin onariminda
ogmentasyon prosediirlerinin bagar1 oranmi arttirmak amaciyla giiniimiiz klinik
pratiginde kendine yer bulmaya baslamigtir. Kok hiicrelerin ve c¢esitli biiylime
faktorlerinin greft materyalleri ile birlikte kullanimi1 kemik rejenerasyon hizini ve
kalitesini arttirmakta ve daha ongoriilebilir sonuglar elde edilmesini saglamaktadir
(7,8).

Kemik rejenerasyonunu arttirmada da etkili olan bor, 1923 yilinda tim
vaskiiler bitkiler i¢in temel bir besin maddesi olarak kabul edilmistir (9). Bor
mineralinin hayvanlar ve insanlar tarafindan gerekli olabilecegine dair kanitlar ortaya
cikmistir (10). Borun ¢esitli metabolik faaliyetleri de etkiledigi bilinmektedir. Kemik
metabolizmasi i¢in 6nemli olan kalsiyum, D vitamini ve magnezyum ile etkilesime
girerek tiiketilen bor miktarina bagli olarak kemikte birikir (11). Bor, dogada borik asit
ve borat olarak bulunur, meyve, sebze ve baklagillerin tiikketilmesiyle viicuda alinir
(12).

Giincel literatiir incelendiginde, yapilmis ¢aligmalar borik asit veya MHK nin
lokal uygulamalarinin kemik rejenerasyonunu hizlandirdigini gostermektedir. Son

caligmalar borun kemik biiylimesine ve onarimina yardimci oldugunu, osteoblast ve



osteoklastlarin aktivitelerini de etkiledigini gostermistir (13). Borik asit lokal ve
sistemik yollarla uygulandiginda kemik kiriklarinin iyilesmesi ve yonlendirilmis
kemik rejenerasyonu iizerinde olumlu etkilere sahip oldugu; kemik iyilesme siirecinin
erken doneminde yeni kemik olusumunu hizlandirdig: bildirilmistir (14,15).

Giincel literatiire bakildiginda borik asitin MKH iizerindeki etkilerini
arastirmig az sayidaki in vitro ¢alisma borik asitin hiicrelerin osteojenik kabiliyetini
arttirdigini, kemik matriks mineralizasyonunun erken indiiksiyonuna neden oldugunu
ve osteojenik farklilagsmaya dahil olan faktorlerin (6rnegin, enerji liretimine katilan
genler, proteinler ve metabolik enzimler gibi) normalde olmasi gerekenden daha erken
ifade edilmesini saglayabildigini gostermistir (16).

Literatiirde mevcut ¢aligmalar bulunmasina ragmen iki materyalin kombine
edilerek kullamldigi calisma sayisi ¢ok azdir. Iki materyalin kombine edilerek
kullaniminin kemik dokusu iizerindeki direkt etkilerini gosteren bir ¢alisma ise
literatiirde bulunmamaktadir. Calismamizda sican kafatasindan c¢ikarilan kemik
halkalar1 ile olusturulan yara modelinde, MKH ve borik asitin erken donem kemik
iyilesmesi tizerine etkileri aragtirildi.

Bu tez calismasi 4 adet amag tizerinde yogunlasti;
Yeni bir “Kemik Rejenerasyonu Deneysel Modeli” olusturmak.
Borik asitin kemik iyilesmesi lizerindeki etkilerini in vitro olarak incelemek.

Borik asitin MKH tizerindeki etkilerini in vitro olarak incelemek.

W bdb =

Borik asit ve MKH kombinasyonunun kemik iyilesmesi modeli tizerindeki

etkilerini incelemek ve kemik dokusunun bu duruma katkisini1 degerlendirmek.



GENEL BIiLGILER

2.1. Canh Bir Doku Olarak Kemik

Kemik dokusu, sinerjistik sekilde hareket eden ve bir¢ok fonksiyona hizmet
eden karmagik bir organdir. Kemik dokusunun igerigi; dokunun yiike karsi direng
gdstermesine, kraniyal ve torasik kavitelerdeki hassas hayati organlarin dig kuvvetlere
kars1 korumasina, kan hiicrelerinin olustugu kemik iligini barindirmasina ve viicudun
sistemik homeostazisine katkida bulunan bir hiicre ve mineral deposu olmasina olanak
saglar. Kemik kalsiyum, fosfat ve diger 6nemli iyonlar1 depolar ve bu 6nemli iyonlarin
viicut sivilarindaki sabit konsantrasyonlarii korumak amaciyla kontrollii bir sekilde
salinim yapabilen 6nemli bir depo gorevi goriir. Bunlara ek olarak kemik, iskelet kas1
kasilmalar1 sirasinda olusan kuvvetleri ¢ogaltan ve bunlar1 viicut hareketlerine
doniistiiren bir kaldirag sistemi olusturur. Bu sayede iskelete mekanik ve metabolik
islevler verir. Kemik metabolizmasinda biyokimyasal, hormonal, hiicresel ve
biyomekanik faktorler etkilidir ve bu faktdrler kemigin 6zelliklerini ve kalitesini
belirlemede 6nemli rol oynar (17-19).

Kemik oOzellesmis bir bag dokusudur, kalsifiye edilmis hiicreler arasi
materyalden, kemik matriksinden ve ii¢ farkli hiicre tipinden olusur (20):

e Osteositler: Kemik matriksi tabakasi (lamelleri) arasindaki bosluklarda
bulunur.

e Osteoblastlar: Matriksin organik bilesenlerini sentezler.

e Osteoklastlar: Kemik dokusunun rezorpsiyon ve remodelinginde goérev alan
cok cekirdekli dev hiicreler.

Tiim kemikler hem i¢ hem de dis ylizeylerinde osteojenik hiicreler iceren bag
dokusu katmanlar: ile kaplanir; i¢ yiizeyde endosteum ve dig yiizeyde periosteum
bulunur (20,21).

2.1.1. Kemik Hiicreleri

Kemik ic¢inde, farkli hiicresel bilesenler barindirmaktadir. Farkli hiicre
poplilasyonlarint yani osteojenik Oncii hiicreleri, osteoblastlari, osteoklastlari,
osteositleri ve kemik iliginin hematopoetik elementlerini igerir. Bu hiicrelerden {i¢

tanesi, kemik homeostazisinde 6nemli rol oynar.



Osteoblastlar

Osteoblastlar kemik olusumundan sorumlu birincil hiicrelerdir; organik hiicre
dis1 matriks bilesenlerini sentezler ve matriksin minerallesmesini kontrol ederler.
Osteoblastlar, tip 1 kolajen, proteoglikanlar ve osteonektin dahil ¢esitli
glikoproteinlerden olusan kemik matriksinin organik bilesenlerinin sentezinden
sorumludur. Kemigin inorganik bilesenlerinin birikmesi de canli osteoblastlara
baglidir. Osteoblastlar aktif matriks birikimi sergileyen kemik ylizeylerinde, genellikle
yan yana, basit bir epiteli andiran bir tabaka halinde bulunur ve iki farkl: hiicre tipine
farklilasabilir: kemik oOrtii hiicreleri ve osteositler (22).

Kemik ortii hiicreleri, kemik dokusu yiizeyini kaplayan ve sentetik aktivite
gostermeyen uzun hiicrelerdir. Osteoblastlar tamamen farklilagsmig hiicrelerdir, go¢ ve
proliferasyon kapasitesinden yoksundurlar. Boylece belirli bir bdlgedeki kemik
olusumu i¢in, 6nce Indian Hedgehog (IHH) olarak bilinen bir genin sonra runt ile ilgili
transkripsiyon faktori 2 (RUNX2) geninin ekspresyonu ile, farklilasmamis
mezenkimal progenitdr hiicreler ve osteoprogenitdr hiicreler bolgeye goc eder ve
osteoblastlar olmak iizere ¢ogalir (23).

Belirlenen osteoprogenitor hiicreler kemik iliginde, endosteumda ve kemik
ylizeyini kaplayan periosteumda bulunur. Bu tiir hiicreler, ¢ogalmaya ve osteoblastlara
farklilasmaya yonelik yapisal bir kapasiteye sahiptir. Osteoblastlarin osteoprogenitor
hiicrelerden farklilagmas1 ve gelismesi, kemik morfogenetik protein (BMP)’leri,
insiilin benzeri biiylime faktorii, trombosit kaynakli biliylime faktorii ve fibroblast
bliylime faktorii gibi osteoindiiktif veya osteopromotif biiylime faktorlerinin
salinmasina baglidir. Aktif olarak matriks sentezi ile mesgul olduklarinda,
osteoblastlar siitun veya kiibik sekildedir ve bazofilik sitoplazmaya sahiptirler.
Sentezleme aktiviteleri diistiigiinde diizlesirler ve sitoplazmik bazofili azalir.
Osteoblast aktivitesi paratiroid hormonu (PTH) ile uyarilir. Matriks sentezi sirasinda,
osteoblastlar, aktif olarak protein sentezleyen hiicrelerin yapisina sahiptirler (24,25).

Osteoblastlar polarize hiicrelerdir: matriks bilesenleri, daha eski kemik
matriksi ile temas halinde olan hiicre yiizeyinden salgilanir ve osteoblast katmani ile
daha onceden olusan eski kemik arasinda osteoid adi verilen yeni (ancak heniiz
kalsifiye olmamis) bir immatiir doku tabakasi olustururlar. Bu kemik apozisyonel

biliylime siireci, yeni olusturulan matrikse daha sonra kalsiyum tuzlariin birikimi ile



tamamlanmaktadir. Osteoblastlar tarafindan salgilanan kolajen olmayan proteinler
arasinda one ¢ikan, K vitamini bagiml kiiclik polipeptit osteokalsin olup, ¢esitli
glikoproteinlerle birlikte Ca** iyonlarini baglar ve konsantrasyonlarini lokal olarak
yiikseltir. Osteoblastlar ayrica, alkalen fosfataz ve faaliyetleri PO4™ iyonlarinin lokal
konsantrasyonunu yiikselten diger enzimlerce zengin, membran kapli vezikiilleri
serbest birakir. Her iki iyonun yiiksek konsantrasyonlariyla bu matriks vezikiilleri
kalsifikasyonda ilk goériinen adim olan hidroksiapatit [Caio(PO4)s(OH)] kristallerinin
olusumu i¢in odak gorevi goriir. Bu kristaller daha fazla mineralin birikimiyle hizla
biiyiir ve sonunda kolajen fibrilleri ve proteoglikanlari i¢ine alan bir birlesmis kalsifiye
madde kiitlesi olusturur (26-28).

Kemik Astar Hiicreleri

Kemik astar hiicreleri dogrudan kemik matriksi iizerinde bulunur. Kemik
matriksine niifuz eden uzun veya diizlesmis bir formdadir ve sitoplazmik uzantilara
sahiptir. Osteositlerin sitoplazmik uzantilariyla temas halindedir. Bazen istirahat
halindeki osteoblastlar veya yiizey osteositleri olarak da adlandirilirlar. Hem astar
hiicreleri hem de osteositler, aktif osteoblastlardan daha az sitoplazmaya ve daha az
organele sahiptir. PTH’a maruz kaldiginda, astar hiicreleri kontrakte olur ve mineralize
matriksi kaplayan ince osteoid tabakasini ortadan kaldiran enzimleri salgilar. Bu
eylemler, osteoklastlarin kemigin ylizeyine yapismasina ve kemik rezorpsiyonunun
baslamasina izin veren ilk adimlar gibi goriinmektedir. Bu eylemler ve muhtemelen
digerleri yoluyla, astar hiicreleri osteoklastlar1 belirli bolgelere ¢ekmede ve kemik
rezorpsiyonunu tesvik etmede rol oynar (28,29).

Osteositler

Osteoblastlar zamanla kendi salgilar1 ile g¢evrelenir ve mineralize kemik
matriksi i¢inde kapal1 kalirlar. Gomiilii kaldiklari lakuna olarak bilinen alanlarda yildiz
sekilli hiicreler olan osteositler haline gelirler. Osteoblastlardan osteositlere doniisiim
sirasinda hiicreler, kalsifiye matriks tarafindan sarilan, bir¢cok sitoplazmik uzanti
meydana getirir. Osteositlerin sitoplazmik uzantilar1 dendritler olarak bilinmektedir ve
genellikle kanalikiili olarak adlandirilan silindirik kapali bélmeler boyunca uzanirlar
(30).

Dendritler farkli bolgelere uzanirlar, kan damarlarina ve diger osteositlere

temas ederler. Her bir osteosit ve onun uzantilar1 bir lakunay1 ve onu gevreleyen



kanalikulileri isgal eder. Komsu hiicrelerin uzantilar1 gap junction yoluyla temas eder
ve molekiiller bu yapilar yoluyla hiicreden hiicreye gecirilir. Gap junction yoluyla
degisim, yaklasik on hiicreli bir zincir i¢in besin saglayabilir. Osteositler ve kan
damarlar1 arasindaki molekiiler degisim, osteositler ve kemik matriksi arasinda
bulunan az miktarda hiicre dis1 sividan da meydana gelir. Osteosit ag1 bu yiizden
mekanik uyaran ve kemik deformasyonu sebebiyle kanalikuli boslugu icerisindeki sivi
akis1 sonucu meydana gelen kayma gerilimine membran diizeyinde hassas bir hiicre
dis1 ve hiicre ic¢i iletisim kanalidir. Osteositler, mekanik sinyalleri kemik ic¢indeki
anabolik ve katabolik olaylarin diizenlenmesine yardimci olacak biyokimyasal
mediyatorlere cevirir. Bu diizenleme osteositlerin kan kalsiyum homeostazinin
diizenlenmesine katilmasina ve mekanik yiiklenmeyi hissetmesine izin verir daha
sonra bu bilgiyi osteoblast ve osteoklast fonksiyonunu diizenlemek i¢in kemik i¢indeki
diger hiicrelere iletmesini saglar (32,33).

Osteoblastlarla karsilastirildiginda, yassi, badem sekilli osteositler, dnemli
olgiide azalmig bir graniillii endoplazmik retikulum ve golgi cisimcigi fakat daha fazla
yogunlagtirilmis niikleer kromatin sergiler. Bu hiicreler kemik matriksin
devamliliginin saglanmasinda rol oynar ve dliimlerini bu matriksin rezorpsiyonu takip
eder. Farkli kemik hastaliklar1 ve bozukluklari, osteosit lakuno-kanalikiiler sisteminin
diizenlenmesini etkiler ve bu énemli hiicresel agda dnemli degisikliklere neden olur
(30).

Osteoklastlar

Kemik olusum aktivitesi, osteoklastlar tarafindan baglatilan ve siirdiiriilen
kemik rezorpsiyonuna siirekli olacak sekilde baglidir. Osteoklastlar, ¢ok biiyiik
boyutlarda, hareketli ve ¢cok cekirdekli hiicrelerdir. Osteoklastlarin biiyilik boyutlu ve
cok cekirdekli olma durumlari, kemik iligi kaynakli hiicrelerin fiizyonundan,
monosit/makrofaj  hematopoetik  hiicre = soyundan  koken  almalarindan
kaynaklanmaktadir. Bu hiicreler, kemik matriksini gelistirme ve buna tutunma, kemik
ve kalsifiye kikirdaklarin mineral ve organik bilesenlerini bozan ve pargalayan asit ve
litik enzimleri salgilama kapasitesine sahiptir. Matriks rezorpsiyonu siiregelen kemik
bolgelerinde osteoklastlar matriksteki enzim aktivitesi sonucu olusan c¢okiintiiler

olarak bilinen resorpsiyon bolmeleri (Howship lakunasi) i¢inde bulunur (28,31).



Osteoklastlarin farklilasma siiregleri ilk olarak PU-1 transkripsiyon faktoriiniin
ifadesiyle baglar. Makrofaj koloni uyarict faktor osteoklastlar1 farklilagma yoluna
baglar, NF-kappa B ligandinin reseptor aktivatorii (RANKL) ekspresyonunu  ve
osteoklastlarin ¢ogalmasini tesvik eder. Bu asamada, RANKL eksprese eden stromal
hiicreler, pre-osteoklastlarla etkilesime girerek, osteoklast soylar1 boyunca
farklilagsmalarin1 saglar. Aktif osteoklastlarda, kemik matriksine doniik olan hiicre
yiizeyi diizensiz yapiya sahip bir sinir olusturan girinti ve ¢ikintilar seklinde katlanir.
Kivrimli sinirlarin olusumu osteoklastlarin aktivitesi ile ilgilidir. Kivrimli kenarlarin
cevresi, aktin filamentleri bakimindan zengin, kemik matriksine yapisma yeri olan
acik bir sitoplazmik bolgedir. Bu c¢evresel yapigsma bolgesi, osteoklast ve kemik
rezorpsiyonunun meydana geldigi matriks arasinda bir mikro-ortam yaratir. Osteoklast
olusturdugu hiicre alt1 cebin i¢ine kolajenaz ve diger enzimleri salgilar ve protonlari
pompalar, hidroksiapatitin ¢oziilmesi ve lokalize kolajenin parcalanmasi i¢in bolgesel
bir asidik ortam olusturur (23,34,35).

Osteoklast aktivitesi yerel sinyal faktorleri ve hormonlarla kontrol edilir.
Osteoklastlarda tiroid hormonu olan kalsitonin i¢in reseptorler bulunur, ancak PTH
icin reseptorler yoktur. PTH ile aktive olan osteoblastlar, osteoklast uyarici faktor adi
verilen bir sitokin iiretir. Bu nedenle, bu iki hiicrenin aktivitesi koordine edilmistir ve
her ikisi de kemik remodelinginde esastir (23,25).

2.1.2. Kemik Matriksi

Kemik dokusu, mineralize olan organik ve inorganik elementlerden olusan ve
yapisini diizenleyen yiiksek oranda farklilagmis hiicreler tarafindan doldurulan 6zel bir
bag dokudur. Kemik matriksinin organik boliimii, toplam kemik agirliginin yaklagik
%30-35'ini olusturur ve %90°1 tip I kolajenden, %10’u ise kolajen olmayan proteinler,
proteoglikanlar, glikoproteinler, karbonhidratlar ve lipitlerden olusur (22).

Organik matriks osteoblastlar tarafindan sentezlenir ve mineralize olmamis
matriks osteoid olarak bilinir. Osteoid icerisinde mineral ¢ekirdeklenmesinin
baslamasi tipik olarak kalsiyum ve fosfat iyonlarinin birakilmasindan birkag giin sonra
meydana gelir, ancak olgunlagsma hidroksiapatit kristallerinin birka¢ ay boyunca
cogalmasiyla ve yeni matriks sentezlendiginde tamamlanir. Kolajen lifleri arasinda,
kalsiyum ve fosfat iyonlar1 ¢okelerek ortaya ¢iktikga mineral ¢ekirdeklenme meydana

gelir ve sonugta hidroksiapatit kristalleri olusur. Kolajen liflerinin yiizeyi boyunca



kolajen olmayan proteinler, minerallerin yayilmasina ve matriksin tamamen
mineralizasyonuna yardimct olur. Osteoitin mineralizasyonu kemige yiike direng
gosterme Ozelligini kazandirmasi, ¢ok hassas organlari korumak icin dayaniklilik ve
saglamlik vermesinin yani sira, sistemik homeostaza katkida bulunan minerallerin
depolanmasi i¢in ortam hazirlar (22,36).

Inorganik malzeme, kemik matriksinin kuru agirhiginm yaklasik %350'sini
temsil eder. En fazla miktarda bulunan hidratlanmis kalsiyum ve fosfat formundaki
hidroksiapatit kristalleri, ossed6z matriksin baglica inorganik bilesenidir, ancak
bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum da bulunur. Olgun kemik
icerisinde farkl1 derecelerde minerallesme goriiliir. Onemli miktarlarda amorf (kristalli
olmayan) CaPOs da mevcuttur. Hidroksiapatitin ylizey iyonlart hidratlanir, bunun
sonucu kristalin ¢evresinde bir su ve iyon tabakasi olusur. Bu katman, hidrasyon
kabugu, kristal ve viicut sivilar arasindaki iyon degisimini kolaylastirir (22,25,36).

Kalsifiye matriks i¢ine gomiilii organik madde, proteoglikan agregatlari ve
osteonektin dahil olmak {izere bircok spesifik multiadeziv glikoprotein igeren tip I
kolajen ve ogiitiilmiis maddedir. Kalsiyum baglayict glikoproteinler, o6zellikle
osteokalsin ve matriks vezikiillerinde osteoblastlar tarafindan salinan fosfatazlar,
matriksin kalsifikasyonunu tesvik eder. Tip I kolajen iceren diger dokular bu
glikoproteinleri veya matriks vezikiillerini igermezler ve dolayisiyla kalsifiye olmazlar
(37.,38).

Yiiksek kolajen igerigi nedeniyle, dekalsifiye kemik matriksi genellikle
asidofiliktir. Minerallerin kolajen lifleri ile birlesmesi kemik dokusunun sertliginden
ve direncinden sorumludur. Bir kemik dekalsifiye olduktan sonra seklini korur, fakat
bir tendon kadar esnek olur. Matriksin organik kisimlarinin, 6zellikle kolajen
olanlarin, ¢ikarilmasit durumunda kemik orijinal seklini korur; fakat ele alindiginda
kolayca kirilabilecek ve pargalanacak hale gelir.

2.1.3. Periosteum & Endosteum

Kemigin dis ve i¢ yiizeyleri, periosteum ve endosteum adi verilen, kemik
olusturan hiicre katmanlar1 ve vaskiilarize bag dokusu ile kaplidir. Periosteum uzun
kemiklerin saftinin (diyafiz) dis yiizeyini kaplayan, ancak eklemli yiizeyleri
kaplamayan, lifli bir kiliftir. Endosteum ise tiim kemiklerin i¢ ylizeyini Orter.

Kemikteki biiyiik i¢ ilik bosluklar1 endosteumla kaplidir. Periosteum ve endosteumun



temel islevleri, kemik dokusunun beslenmesi, onarim1 ve biiyiimesi i¢in gerekli olan
stirekli osteoblast tedariginin saglanmasidir (21,39).

Periost yogun, lifli, vaskiiler bir dis tabakaya (fibréz tabaka) ve daha gevsek
diizenlenmis, bag dokusu iceren i¢ tabakaya (osteojenik tabaka veya kambiyum
tabakas1) boliinmistiir. Dis ylizeyde bulunan fibréz tabakanin sinirler ve
mikrovaskiiler aglar ile birlikte fibroblastlar, kolajen ve elastinden olustugu
bilinmektedir. Bu bilesenler periosteuma mekanik stabilite saglar. I¢ yiizeyde bulunan
kambiyum tabakasi ise oldukca hiicreseldir, kemik olusumunu ve kemik onarimini
etkileyen hiicreleri barindirir. Kambiyum tabakasi eriskin mezenkimal iskelet
progenitdr hiicrelerine, osteoblastlara, daha kiicik ve daha fazla izodimetrik
fibroblastlara ve sempatik sinirlere sahiptir (39).

Osteoprogenitor hiicreler kemik biiyiimesinde ve onariminda 6nemli bir rol
oynar. Kemik dokusunun aksine, periosteum nosiseptif sinir ug¢larina sahiptir ve
manipiilasyona karsi ¢ok hassastir. Osteojenik tabakadan tiiretilen osteoblastlar, uzun
kemiklerin genisligini ve diger tiim kemik tiplerinin genel hacmini arttirmaktan
sorumludur. Kirik olustugunda, periosteumdaki progenitér hiicreler, yaranin
stabilizasyonu icin gerekli olan osteoblastlara ve kondroblastlara farklilagir. Bu
ozellikler periostun rejeneratif kapasiteye sahip bir yapi1 olarak kabul edilmesini saglar
(21,39).

Kemik yagslandik¢a, osteoblast sayisindaki azalma, kambiyum tabakasinin
atrofisine ve incelmesine yol acar. Kambiyum tabakasi fetusta en kalin halinde
bulunur ve yasla birlikte gittik¢e incelir. Yetigkinlerde dylesine incelir ki, tistteki lifli
tabakadan ayirt edilemez. Bu atrofi ile osteoblastik potansiyelde bir azalma olur.
Kambiyum, fetiiste kemik biiylimesi i¢in son derece onemlidir, ancak c¢ocukluk
doneminde osteoblastik potansiyelinin ¢cogunu kaybeder. Damar yogunlugu ve periost
fibroblast sayis1 da yasla birlikte azalir, bdylece eriskinlerde periosteum sadece
kemiksi yapilar1 saran ¢ok ince bir doku olarak bulunur (39).

Yiiksek vaskiilaritesi nedeniyle periosteumda ¢ok sayida endotelyal perisit de
vardir. Perisitler, kilcal endotelyal hiicreler ile fiziksel temas halinde olan hiicrelerdir.
Spesifik kiiltiir kosullar1 altinda, bu hiicreler osteoblastlar dahil olmak iizere gesitli
hiicre tiplerine farklilagabilir. Bu nedenle, perisitler periosteum i¢inde tamamlayici bir

osteoprogenitor hiicre kaynagi olarak diisiiniilebilir (40,41).
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Periosteum, dis cevresel ve interstisyel lamellere uzanan, Sharpey’in lifleri
olarak da adlandirilan osteojenik katmandaki giiclii kolajen lifler araciligiyla tendon
ve ligamentleri kemige baglar. Ayrica, lenfatiklerin ve kan damarlarinin kemige girip
cikarak kemigi beslemesini saglar (39).

Endosteum, diizlesmis osteoprogenitdr hiicreler ve osteoblastlar1 barindiran,
kemigin i¢ boslugunu dolduran bdliimiindeki kiiclik spikiilleri ve trabekiilleri
kaplayan, tek par¢a ¢ok ince yapida bir bag dokusu tabakasidir. Endosteum bu nedenle
periosteumdan oldukga incedir (39).

2.1.4. Kemik Iligi

Kemik iligi, vaskiiler siniislerle ¢evrili, trabekiiler kemigin ags1 yapist i¢inde
daginik halde bulunan hematopoetik doku adaciklari, stromal hiicreler ve yag
hiicrelerinden meydana gelir. Kemik iligi, ana hematopoetik organdir, birincil lenfoid
dokudur (eritrosit, graniilosit, monosit, lenfosit ve trombosit liretiminden sorumludur)
ve Onemli bir kok hiicre kaynagidir (42,43).

Iki tiir kemik iligi vardir: Esas olarak hematopoetik dokudan olusan kirmizi
kemik iligi ve esas olarak yag hiicrelerinden olusan sar1 kemik iligi. Eritrositler,
16kositler ve trombositler kirmizi kemik iliginde koken alir. Her iki kemik iligi tiirii de
cok sayida kan damari ve kilcal damar igerir. Dogum sirasinda, viicuttaki tiim kemik
iligi kirmizidir. Yas ilerledikge, kirmizi kemik iligi azalarak sar1 kemik iligine
dontiglir; yetiskin kemik iliginin sadece yarisi kirmizidir. Siddetli kan kaybi
durumunda, viicut kan hiicresi iiretimini artirmak icin sart iligi kirmizi ilige
dontistiirebilir (42,43).

Kemik iliginin stromasi, hematopoezin primer islevine dogrudan dahil degildir.
Bununla birlikte, ideal hematopoetik mikro ortami dolayli yoldan saglayarak dolayli
bir rol oynar. Ornegin, hematopoez iizerinde 6nemli bir etkisi olan koloni uyarici
faktorler tretir. Fibroblastlar, makrofajlar, adipositler, osteoblastlar, osteoklastlar ve
endotel hiicreleri kemik iligi stromasini olusturan hiicrelerdir (42).

Kemik iligi stromasi, kemik iligi stromal hiicreleri olarak da adlandirilan
MKH'ler igerir. Bunlar, ¢esitli hiicre tiplerine farklilasabilen multipotent kok
hiicrelerdir. MKH'lerin in vitro veya in vivo olarak osteoblastlara, kondrositlere,
miyositlere, adipositlere ve beta-pankreatik adacik hiicrelerine farklilastigi

gosterilmistir. MKH'ler ayrica ndronal hiicrelere transdiferansiye olabilir. Ek olarak
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kemik iligi, kan dolasiminda bulunan ii¢ kan hiicresi sinift olan hiicrelere (I6kositler,
eritrositler ve trombositlere) koken olan hematopoetik kok hiicreler icerir (42,43).

2.1.5. Kemik Tipleri

Kemigin enine kesitte makro oOlclide gozlemlenmesi, genellikle kompakt
kemige karsilik gelen bosluklari olmayan ve trabekiiler (slingerimsi) kemige karsilik
gelen ¢ok sayida birbirine bagli boslugu olan yogun alanlar1 gosterir. Bununla birlikte,
mikroskop altinda hem kompakt kemik hem de siingerimsi kemigin bosluklarini ayiran
trabekiiller ayn1 temel histolojik yapiya sahiptir (22,44).

Uzun kemiklerde, epifizler olarak adlandirilan bombeli uglar, ince bir kompakt
kemik tabakastyla kapli siingerimsi kemikten olusur. Silindirik kisim, diyafiz,
neredeyse tamamen kompakt kemikten olusur, i¢ yiizeyinde kemik iligi boglugunun
etrafin1 saran ince bir siingerimsi kemik vardir. Kisa kemikler genellikle tamamen
kompakt kemikle g¢evrili trabekiiler kemikten meydana gelir. Kalvaryumu olusturan
diiz kemiklerin, plakalar ad1 verilen iki kompakt kemik tabakas1 vardir, bunlar diploe
adi1 verilen daha kalin bir siingerimsi kemik tabakasi ile birbirinden ayrilir (22,44,45).

Kemigin mikroskobik incelemesi iki tip kemik oldugunu ortaya cikarir:
Olgunlasmamis primer kemik ve olgun sekonder kemik.

Primer Kemik Dokusu

Primer kemik, embriyonik gelisimde ve kirik onariminda ortaya c¢ikan ilk
kemik dokusudur. Ince kolajen liflerinin rastgele yerlesimi ile karakterizedir ve bu
nedenle siklikla woven (dokuma) kemik olarak adlandirilir. Primer kemik dokusu
genellikle viicuttaki birka¢ yer disinda (6rn., Kalvaryanin siitiirlerinin yakininda,
alveoler soketlerde ve bazi tendonlarin baglanti noktalarinda) gegicidir ve
yetiskinlerde sekonder kemik dokusu ile degistirilir. Diizensiz kolajen lif dizisine ek
olarak, primer kemik dokusunun diger karakteristik 6zellikleri daha diigiik bir mineral
icerigidir (x-1s1nlar1 tarafindan daha kolay niifuz edilir) ve sekonder kemiklerden daha
yiiksek bir osteosit oranina sahiptir (46,47).

Sekonder Kemik Dokusu

Sekonder kemik dokusu genellikle yetiskinlerde bulunan tiptir. Karakteristik
olarak birden fazla kalsifiye matriks tabakasi (her biri 3-7 um kalinliginda) gosterir ve
genellikle lameller kemik olarak adlandirilir. Lameller, birbirine paralel veya vaskiiler

bir kanal ¢evresinde es merkezli olarak oldukca organizedir. Kan damarlari, sinirler ve
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gevsek bag dokusu igeren kiigiik bir kanali ¢evreleyen her bir konsantrik (i¢ ice
geemis) kemik lameli kompleksine osteon (eski adiyla bir havers sistemi olarak bilinir)
denir. Osteosit iceren lakunalar kanalikiiller ile birbirine bagli lameller arasinda
bulunur. Kanalikiiller tim hiicrelerin osteon kanali i¢indeki besin ve oksijen kaynagi
ile temas etmesini saglar. Her bir osteonun dis sinir1 sement hatt1 ad1 verilen, kolajen
acisindan daha zengin, bir katmandir (22,27,44,47).

Her tabakada, tip I kolajen lifleri paralel olarak hizalanir ve sarmal bir yol izler.
Bununla birlikte, sarmalin aralig1 farkli lameller i¢in degiskendir, boylece herhangi bir
noktada bitigik lamellerden gelen lifler yaklasik olarak dogru agilarda kesisir. Her bir
osteonun ardisik lamellerindeki kolajen liflerinin spesifik organizasyonu, sekonder
kemigin yapisal giicii i¢in son derece dnemlidir (22,48).

Lameller, kompakt kemikte osteonlar olusturmanin yani sira birden fazla dig
cevresel lamel ve genellikle bazi i¢ ¢evresel lamellerden olusan tipik organizasyonlar
sergiler. I¢ cevresel lameller kemik iligi boslugunun etrafinda bulunur ve dis gevresel
lameller periosteumun hemen altinda bulunur (22,48).

Her bir osteon, genellikle diyafizin uzun eksenine paralel olan uzun, genellikle
catalli bir silindirdir. Osteon 4-10 esmerkezli lamel ile ¢evrili merkezi bir kanaldan
olusur. Her bir endosteum kapli kanal, kan damarlari, sinirler ve gevsek bag dokusu
icerir. Merkezi kanallar kemik iligi boslugu, periosteum ve birbirleriyle enine ya da
egik delikli kanallar (eski adiyla Volkmann'in kanallar1 olarak bilinir) vasitasiyla
iletisim kurar. Enine kanallarda esmerkezli lameller yoktur; bunun yerine lamelleri
perfore ederler. Kemik dokusundaki tiim osteonik ve delici kanallar matriks 6nceden
var olan kan damarlarinin etrafina yerlestiginde ortaya ¢ikar (22,27,29).

Iki cevresel sistem arasindaki osteonlar arasinda, interstisyel lameller adi
verilen ¢ok sayida diizensiz sekilli paralel lamel grubu vardir. Bu yapilar, kemigin
bliylimesi ve remodelingi sirasinda osteoklastlar tarafindan kismen tahrip edilen
osteonlardan kalan lamellerdir (27,48).

Kemik remodelingi yasam boyunca siireklidir. Kemik sentezi ve
rezorpsiyonunun bir kombinasyonunu igerir. Kompakt kemikte remodeling sirasinda,
eski osteonlarin pargalari rezorbe olur ve yenileri iretilir. Rezorpsiyon, yeni
osteoronlarin yaklasik ¢apina sahip tiinel benzeri bosluklardaki eski kemigi ¢ikarmak

icin genellikle gruplar halinde ¢alisan osteoklastlarin etkilerini icerir. Bu tiineller,
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endosteum veya periosteumdan tiiretilen bircok osteoprojenitor hiicre ve filizlenen
kilcal damarlar tarafindan hizla isgal edilir. Osteoblastlar gelisir, tiinellerin duvarini
kaplar ve osteoidleri dongiisel bir sekilde salgilamaya baslar ve i¢inde sikismis
osteositlerle konsantirik kemik tabakasini olustururlar. Saglikli yetiskinlerde kemigin
%5-10"a yillik olarak degisir. Remodeling aktivitesindeki degisiklikler, osteonlarin,
osteonik kanallarin ve interstisyel lamellerin boyutlarinda biiyiik degiskenlik
olusturur. Osteonlar, periferden ice dogru hareket ederek, lamellerin ardisik olarak
birikmesiyle meydana gelirken, gen¢ osteonlar genellikle daha biiylik kanallara
sahiptir. Olgun osteonlarda en son olusan lamel merkezi kanala en yakin olanidir
(29,44,49,50).

2.1.6. Osteogenez

Kemik baslangicta iki yoldan biriyle olusturulabilir:

* Osteoblastlarin dogrudan mezenkimden ayrildigi ve osteoid salgilamaya

basladig1 intramembrandz kemiklesme

* Onceden var olan hiyalin kikirdag: matriksinin asindig1 ve yerini osteoid

iireten osteoblastlarin aldig1 endokondral kemiklesme.

Her iki islemde de ilk ortaya ¢ikan kemik dokusu primer veya woven kemiktir.
Primer kemik gecicidir ve kisa zamanda sekonder lamellar kemik ile yer degistirir.
Kemik gelisimi sirasinda, primer kemigin biiyiime alanlari, rezorpsiyon alanlar1 ve
sekonder kemik alanlarinin hepsi yan yana goriiniir (51).

Intramembranéz Kemiklesme

Cogu diiz kemigin olusumunu saglayan intramembrandz kemiklesme
(ossifikasyon), embriyonik mezenkimal dokunun yogunlagmasi yoluyla gergeklestigi
icin bu ismi alir. Kafatasinin frontal ve parietal kemikleri, oksipital ve temporal
kemiklerin pargalar1, maksilla ve mandibula intramembrandz kemiklesme ile olusur
(52).

Mezenkimal kondensasyon tabakasinda veya membranda kemik olusumunun
baslangi¢ noktasina kemiklesme merkezi denir. Siireg, mezenkimal hiicre gruplari
osteoblastlara farklilagtiginda baslar. Osteoblastlar osteoid matriksi liretirler ve
ardindan kalsifikasyon gerceklesir bu durum bazi osteoblastlarin enkapsiilasyonuna
yol acarak, osteositleri meydana getirir. Gelismekte olan bu kemik adaciklari, kilcal

damarlar, kemik iligi hiicreleri ve farklilasmamis hiicreler iceren uzun bosluklara ¢ati

14



hazirlayan duvarlar olusturur. Bu tiir birka¢ grup, kemiklesme merkezinde neredeyse
eszamanli ortaya ¢ikar ve duvarlar arasindaki fiizyonlar1 kemige silingerimsi bir
goriiniim verir. Kemik duvarlari arasinda kalan bag dokusuna, biiyiiyen kan damarlari
ve farklilasmamis mezenkimal hiicreler tarafindan niifuz edilerek kemik iligi
olusumuna zemin hazirlanir. Bir kemigin kemiklesme merkezleri radyal olarak biiyiir
ve son olarak orijinal bag dokusuyla yer degistirerek kaynasir (53,54).

Kranial diiz kemiklerde, hem i¢ hem de dis yiizeylerde, kemik olusumunun
kemik rezorpsiyonuna kars1 belirgin bir baskis1 vardir. Boylece, iki tabaka kompakt
kemik (i¢ ve dis plakalar) ortaya ¢ikar ve i¢ kisim (diploe) siingerimsi dogasini korur.
Yeni dogan bebeklerin kafalarindaki fontaneller (bingildaklar) veya yumusak noktalar
kafatasindaki bag dokusunun heniiz kemiklesmemis kisimlarina karsilik gelen
bolgelerdir. Bag dokusu tabakasinin ossifikasyona girmeyen kisimlari, yeni kemigin
endosteumuna ve periostuna kdken olusturur (53,54).

Endokondral Kemiklesme

Endokondral ossifikasyon, sekli olusacak kemigin kii¢lik bir versiyonuna veya
modeline benzeyen bir hiyalin kikirdak parcasi icinde gergeklesir. Bu tip kemiklesme
esas olarak kisa ve uzun kemiklerin olusumundan sorumludur (52).

Baslangicta, ilk kemik dokusu kikirdak modelinin diyafizini ¢evreleyen bir
halka olarak ortaya ¢ikar. Bu kemik halkasi, ¢evredeki perikondrium i¢indeki lokal
osteoblast aktivitesi ile tretilir. Halka oksijen ve besin maddelerinin altta yatan
kikirdaga difilizyonunu engeller ve orada dejeneratif degisiklikleri tesvik eder.
Kondrositler alkalen fosfataz iiretmeye baslayarak ve siserek (hipertrofi) lakunalarini
genisletirler. Bu degisiklikler hem matriksi daha dar trabekiillere sikistirir hem de bu
yapilarda kalsifikasyona yol acar. Kondrositlerin 6liimii, kalsifiye kikirdak matriksinin
kalintilar1 tarafindan olusturulan gézenekli ii¢ boyutlu bir yapi ile sonuglanir. Eski
perikondrium, simdiki periosteumdan gelen kan damarlari daha 6nce osteoklastlar
tarafindan delinmis kemik halkasindan igeri girerek osteoprogenitor hiicreleri
gozenekli merkezi bolgeye getirir. Daha sonra, osteoblastlar kalsifiye kikirdak
matriksine tutunur ve kikirdak matriks kalintilarim1 ¢evreleyen primer kemik
katmanlarin tiretir. Bu asamada, kalsifiye kikirdak bazofilik goriiniir ve primer kemik

eozinofiliktir (52,55).
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Diyafizdeki bu siire¢ primer kemiklesme merkezini olusturur. Sekonder
kemiklesme merkezleri kikirdak modelinin epifizlerinde daha sonra ortaya cikar ve
benzer sekilde gelisir. Genisleme ve remodeling sirasinda, primer ve sekonder
kemiklesme merkezleri, yavas yavas kemik iligi ile doldurulmusg bosluklar iiretir (55).

Sekonder kemiklesme merkezlerinde kikirdak iki bolgede kalir: Yetiskin
yasam1 boyunca kalict olan ve kemik biiylimesine uzunluk bakimindan katkida
bulunmayan “artikiiler kikirdak” ve her epifizi ve diyafizi baglayan “epifizyal
kikirdak™ (epifiz plagi veya biiylime plagi olarak da adlandirilir). Epifizyal kikirdak
kemik uzunlugundaki biiyimeden sorumludur ve yetigkinlerde kaybolur, bu nedenle
yetiskinlikte kemik biiylimesi durur. Epifiz plaklarimin kaybolmasi (epifizyal
kapanma) farkli kemiklerle farkli zamanlarda meydana gelir ve tiim kemiklerde
yaklagik yirmi yasia kadar tamamlanir. Biiyiiyen iskeletin X-151n1 muayenesi ile,
hangi epifizlerin agik ve kapali oldugunu anlayarak, gen¢ bir insanin kemik yasini
belirlemek miimkiindiir. Epifizler kapandiktan sonra, kemik genislemesi meydana
gelebilse de, kemik uzunlugunda biiylime imkansiz hale gelir (56,57).

Bir epifizyal kikirdak plakasi, kikirdagin epifiz kismindan baslayarak bes
bolgeye ayrilir (52):

1. Dinlenme bolgesi tipik kondrositli hiyalin kikirdaktan olusur.

2. Proliferatif bolgede kondrositler hizla boliinmeye baglar ve kemigin uzun

eksenine paralel olarak y1gilmis hiicre stitunlarini olusturur.

3. Hipertrofik kikirdak bolgesi, sitoplazmasinda glikojen birikmis sismis

kondrositleri igerir. Hipertrofi, matriksi kondrositler arasindaki ince septaya

sikistirir.

4. Kalsifiye kikirdak bolgesinde, apoptoz ile kondrosit kaybina hidroksiapatit

kristallerinin olusumu ile kikirdak matriksinin septasinin kalsifikasyonu eslik

eder.

5. Kemiklesme bolgesinde once kemik dokusu goriiliir. Periosteum kaynakli

kilcal damarlar ve osteoprogenitdr hiicreler kondrositlerin biraktig1 bosluklari

istila eder. Bu bosluklarin ¢ogu birlestirilecek ve kemik iligi boslugu haline
gelecektir. Osteoprojenitor hiicreler, kalsifiye kikirdak matriksinin septast

iizerinde aralikli tabakalar halinde yerlesen osteoblastlara doniisiir.
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Osteoblastlar, kalsifiye kikirdak matriksinin spikiilleri (dikensi yapilar) tizerine

osteoid biriktirir ve woven kemigi olusturur.

Ozet olarak, uzun bir kemigin boyundaki biiyiime, epifize bitisik epifizyal
tabakada kondrositlerin ¢ogalmasiyla meydana gelir. Bu sirada, tabaka biiylimesinin
diyafiz tarafindaki kondrositlerin, matriksleri kalsifiye olur ve hiicreler o6liir.
Osteoblastlar, kalsifiye kikirdak matriksi iizerine bir katman primer kemik tabakasi
birakir. Bu iki karsit olayin (proliferasyon ve yikim) oranlari yaklagik olarak esit
oldugundan, epifizyal tabakanin kalinlig1 degismez. Bunun yerine, diyafizin orta
noktasindan uzaklasir ve kemik uzunlugunun artmasina neden olur.

2.1.7. Kemigin Fonksiyonu

Kemigin ana fonksiyonlar1 viicut hareketi, organlarin korunmasi ve mineral
homeostazini saglamak olarak siralanabilir. Mekanik gerilim, yerel ¢evresel faktorler
ve sistemik hormonlar kemik rezorpsiyonu ve yapimi arasindaki dengeyi etkiler.
Kemigin farkli mekanik ozellikleri, yapisal giiciine ve hareket kabiliyeti saglama
ozelligine katkida bulunur. Bunlara ek olarak, kemik hiicreleri, matriks ve sinyal
molekiilleri arasindaki karmagsik etkilesimler serisi, viicuttaki kalsiyum ve fosfor
dengesini korur ve bu da kemigin mekanik mukavemetine katkida bulunur.

Kemigin Mekanik Ozellikleri

Kemik, fizyolojik ihtiyaglara gére uyum saglama kapasitesi yliksek, oldukca
dinamik bir dokudur. Kemigin mekanik ozellikleri viicut tarafindan metabolik ve
mekanik gereksinimlere gore ayarlanir. Kalsiyum ve fosfor, kalsiyum hidroksiapatit
kristalleri formunda kemigin ana mineral bilesenlerini olusturur. Hidroksiapatit,
kemigin esnekligini, sertligini hem de gerilme mukavemetini diizenler. Iskeletsel
uyum saglama mekanizmasi, kemik remodelingi olarak da bilinen, kemik yapim ve
yikim siireci ile gergeklestirilir. Kemik osteoklastlar tarafindan yikilir ve daha sonra
osteoblastlar tarafindan yeni kemik olusumu saglanir. Kemik remodelingi agisindan
bakildiginda osteoklastlarin mekanik biitiinliigii zayiflamis veya bozulmus bolgeleri
taniyarak buralara tutundugu ve mekanik olarak bilesenleri tam, saglam yeni kemik
iiretimi i¢in kemik remodelingi siirecini baglattig1 diisiiniiliir (58-61).

Kemik dokusu yiikleme modellerine genellikle matriks sentezini arttirarak,
bilesenlerini, organizasyonunu ve mekanik oOzelliklerini degistirerek tepki verir.

Kanitlar, aynt durumun onarim altindaki kemik i¢in de gecerli oldugunu
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gostermektedir. Kemik mekanik yiike maruz kaldiginda, bolgedeki kemigi yenilemek
ve onarmak i¢in kemik doniisiim islemini baslatan osteoklast mekanoreseptorleri
dogrudan uyarilir. Ek olarak, basing makrofaj koloni uyarici faktér ekspresyonunu
artirarak kemik iliginde osteoklast farklilagsmasini arttirir. Ayrica mekanik basinca
yanit olarak prostaglandinleri salgilayan osteoblastlar ve kondrositler yoluyla
osteoklastlar dolayli olarak uyarilir. Hiicre dig1 matriks ayrica sinyalleme yoluyla
kemik doniiglimiinii tesvik edebilir. Kemik matriksinin mekanik deformasyonu,
osteoklastik rezorpsiyonu uyaran elektrik potansiyelini indiikler (62,63).

Kemigin saglamligi, kemigin kalitesinin, miktarinin ve doniislim hizinin
birlesimi sonucu belirlenir. Kemik yogunlugu veya miktarindaki kaybin kemik
kuvvetini azalttigit ve kirik insidansinin artmasina sebep oldugu iyi sekilde

bilinmektedir.
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Pre-osteoklastlar Pre-osteoblastlar
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Sekil 1. Kemik Remodelingi: Kemik remodeling dongiisii, yiikksek oranda diizenlenmis karmasik bir dizi pespese
adim igerir. Remodelingin aktivasyon asamasi, lokal ve sistemik faktorlerin osteoblast soyunun mezenkimal hiicreler izerindeki
etkilerine baglhdir. Bu hiicreler rezorpsiyon fazinda osteoklastlar olusturmak i¢in hematopoetik onciiler ile etkilesime girer.
Daha sonra, kemik yiizeyinde mononiikleer hiicrelerin bulundugu bir tersine g¢evirme asamasi vardir. Rezorpsiyon iglemini
tamamlayabilir ve kemik olusumunu baslatan sinyalleri iiretebilirler. Son olarak, ardisik mezenkimal hiicre dalgalari, olusum
asamasinda matriks birakan fonksiyonel osteoblastlara ayrilir (94).

Kemigin Metabolik Ozellikleri

Kalsiyum homeostazi, saglig1 koruyan bir¢ok fizyolojik siire¢ i¢in biiyiik 6nem
tagimaktadir. Kalsiyum iyonlar1 bir¢ok enzim aktivitesi i¢in gerekli oldugu gibi hiicre
yapismasi, sitoskeletal hareketleri, ekzositoz, membran gecirgenligi ve viicuttaki
hiicrelerdeki diger fonksiyonlara aracilik eden proteinler icin de gereklidir. Iskelet
kalsiyum rezervuar1 olarak hizmet eder ve hidroksiapatit kristallerinde viicudun

toplam kalsiyumunun %99'unu barindirir. Kandaki ve dokulardaki kalsiyum
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konsantrasyonu, kandaki kalsiyum ile kemikteki kalsiyum arasindaki stirekli degisime
bagl olarak genellikle oldukca kararlidir. Osteoblastlar, mineral birikimi ile iiretilen
asidi absorbe etmek icin alkalilestirme ile fosfat ve kalsiyum taginmasini igeren
mekanizmalarla kalsiyum biriktirir; kikirdak kalsiyum mineralizasyonu pasif difiizyon
ve fosfat iiretimi ile gerceklesir. Osteoklastlar tarafindan gergeklestirilen kalsiyum
mobilizasyonu, asit sekresyonu ile dolayli olarak elde edilir. Hem kemik olusturan
hem de kemik rezorbe eden hiicreler, farklilasma ve aktivite diizenleyicileri olarak
kalsiyum sinyallerini kullanir. Hem osteoklast farklilasmasi hem de hareketliligi
kalsiyum tarafindan diizenlenir (64-66).

Kemik, kalsiyumun ana deposu ve kalsiyum homeostazi i¢in 6nemli bir
diizenleyici organ olmasina ragmen, kalsiyum beslenme yoluyla elde edilir. Kemik,
biiyiik 6l¢iide paratiroid bezlerinden ve D vitamini metabolitlerinden gelen kalsiyum
bagiml sinyallere yanit verir, ancak paratiroid regiilasyonu kaybedilirse dogrudan
hiicre dis1 kalsiyuma yanit verir. Serum kalsiyum homeostazi kemik rezorpsiyonunun,
kalsiyumun bagirsaklardan emilimi ve sekresyonu arasindaki dengenin ve bdbrekler
tarafindan kalsiyumun yeniden emilim ve atiliminin, osteotropik hormonlar tarafindan
detayl1 bir sekilde diizenlendigi, karmasik bir diizenleyici siire¢ sonucunda elde edilir.
Serum iyonize kalsiyum kan konsantrasyonlarinin dengesi, PTH, D vitamini ve
kalsitonin arasindaki karmasik etkilesimden kaynaklanir. Kemik metabolizmasini
etkileyen diger osteotrofik (kemige baglanan) endokrin hormonlar arasinda tiroid
hormonlari, seks hormonlari ve retinoik asitler yer alir. Diyetten ve kemiklerden elde
edilen kalsiyumun, gastrointestinal sistem ve idrar yoluyla atilimi sonucu kalsiyum
homeostazi korunur (63,66,67).

D vitamini kalsiyum emiliminde rol oynar, PTH kemikten kalsiyum salinimin
uyarir, bobrekten atilmasini azaltir ve D vitamininin biyolojik olarak aktif formuna
(1,25-dihidroksikolekalsiferol) doniistiiriilmesine yardimer olur. Kalsiyum ve D
vitamini aliminin azalmasi ve Ostrojen eksikligi de kalsiyum eksikligine katkida
bulunabilir. Retinoidler, tiroid ve steroid hormonlar1 gibi hormonal faktérler biyolojik
zarlardan gecebilir ve kemik rezorpsiyon hizi iizerinde biiyiik bir etkiye sahip olmak
icin hiicre ici reseptorlerle etkilesime girebilir. Ostrojen eksikligi kemik
rezorpsiyonunu arttirir ve yeni kemik olusumunu azaltir. Ostrojen eksikligi olan

durumlarda osteosit apoptozunun gerceklestigi de belgelenmistir. Ostrojene ek olarak,
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kalsiyum metabolizmasi kemik dongiisiinde 6énemli bir rol oynar ve kalsiyum ve D
vitamini eksikligi kemik birikiminin bozulmasina yol agar (65,67,68).

Kan kalsiyum diizeylerini yiikseltmek icin islev géren temel mekanizma,
hidroksiapatit kristallerinden interstisyel siviya iyonlarin mobilizasyonudur. Bu temel
olarak trabekiiler (siingerimsi) kemikte gerceklesir. Yetigkinlerin kemik yapisinda bile
var olan daha geng¢, daha az kalsifiye lameller (siirekli remodeling nedeniyle)
kalsiyumu daha kolay alir ve kaybeder. Geng¢ lameller, kandaki kalsiyum
konsantrasyonunun korunmasi yoniinden, asil iglevi destek ve korunma olan yasli,
daha yogun kalsifiye lamellerden daha 6nemlidir (69,70).

Iki anahtar hormonun kemikteki hiicreler iizerindeki etkisi, hidroksiapatitten
kalsiyum mobilizasyonu siirecini diizenler. Paratiroid bezlerinden salgilanan PTH
diisiik kan kalsiyum seviyelerini yiikseltir. Dolasgimdaki PTH serum kalsiyumunu
diizenler ve hipokalsemi durumunda salinir. PTH osteoblast reseptdrlerine baglanir,
RANKL ekspresyonunu arttirir ve RANKL'in osteoklastlar {izerindeki RANK'a
baglanmasini arttirir. Bu sinyal, kemikten kalsiyum salinimini tesvik etmek amaciyla
osteoklastlar1 aktive ederek kemik remodelingini uyarir. PTH'nin bir diger islevi,
bobrekten kalsiyum emilimini arttirmaktir. Diisiik, boliinmiis dozlarda terapdtik olarak
uygulandiginda, PTH kemik olusumunu tesvik etmek icin bir anabolik ajan olarak
hareket edebilir (70,71).

T hiicreleri, oncelikli fizyolojik islevi kemik rezorpsiyonunun baskilanmasi
olan 32 amino asitten olusan bir peptid olan kalsitonini iiretir. Kalsitonin reseptorleri
osteoklastlar ve osteoklast Onciileri lizerinde ¢ok sayida bulunur. Boylece kalsitonin,
mononiikleer pre-osteoklastlarin flizyonunu dnleyerek, farklilasmay1 inhibe ederek ve
olgun osteoklastlar tarafindan rezorpsiyonu dnleyerek kemik rezorpsiyonunu azaltmak
icin gelisimlerinin tiim asamalarinda dogrudan osteoklast hiicreleri lizerinde hareket
edebilir. Kalsitonin reseptorlerinin konsantrasyonu ve fosforilasyonu kalsitonin
varliginda azalir. Sonug olarak, kalsitoninin osteoklastlar iizerindeki etkisi ge¢icidir ve
bu nedenle klinik terapdtik uygulamalar i¢in kullanilmaz. Bdylece kalsitonin
gelisiminin herhangi bir evresinde olan osteoklastlara direkt etki etmek vasitasiyla
mononiikleer pre-osteoklastlarin flizyonunu engelleyerek, farklilagmay1 inhibe ederek
ve olgun osteoklastlar tarafindan gergeklestirilen rezorpsiyonu onleyerek kemik

rezorpsiyonunu azaltir (63,71).
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Sekil 2. Kalsiyum ve kemik metabolizmasi: Kalsiyum homeostazi sagligi koruyan birgok
fizyolojik siire¢ igin biiyiik 6nem tagimaktadir. Serum iyonize kalsiyum kan konsantrasyonlarinin
dengesi PTH, D vitamini ve kalsitonin arasindaki karmasik etkilesimden kaynaklanir. Sekil diyetten
ve kemiklerden elde edilen kalsiyumun ve gastrointestinal sistem ve idrar yoluyla atilimimin
homeostazi nasil korudugunu yansitir. D vitamini kalsiyum emiliminde rol oynar, PTH kemikten
kalsiyum salinimini uyarir, bobrekten atilimini azaltir ve D vitamininin biyolojik olarak aktif formuna
(1,25-dihidroksikolekalsiferol) doniistiiriilmesine yardimei olur. Kalsiyum ve D vitamini aliminin
azalmasi ve Ostrojen eksikligi de kalsiyum eksikligine katkida bulunabilir (94).

2.1.8. Kemik Iyilesmesi

Yarali bir dokunun iyilesmesi genellikle orijinal dokudan farkli morfolojide ve
islev bakimindan yetersiz olan bir doku olusumuna yol acar. Bu tip iyilesme doku
tamiri olarak adlandirilir. Doku rejenerasyonu ise, morfoloji ve fonksiyonun tamamen
restorasyonuna yol acan bir iyilesmeyi tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Kemik
dokusunun iyilesmesi, yaralanmanin dogasina bagli olarak hem rejenerasyon hem de
onarim fenomenlerini igerir.

Kemik dokusundaki travma, tekrarlanan stresler veya tek ve siddetli bir

travmatik olay sonucu, biiyiik oranda kirik ile sonuclanir. Kemik hasar gordiigiinde,
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onarimi kolaylastirmak i¢in aninda karmasik ve c¢ok asamali bir iyilesme siireci
baslatilir. Doku ve hiicre proliferasyonuna biiylime faktorleri, inflamatuar sitokinler
ve sinyal molekiilleri farkli asamalarda aracilik eder. Siirekli bir siire¢ olmasina
ragmen, kemik onarimi kabaca {i¢ asamaya ayrilabilir: Inflamatuar faz, onarici faz ve
yeniden modelleme fazi. Enflamasyon fazi doku hasarindan hemen sonra baslar ve
yaklagik 2 hafta siirer. Onarmm siirecindeki ilk adim kan pihtist olugmasidir. Hasarli
hiicrelerden gerceklesen sitokin salinimi, enflamatuar hiicreleri bdlgeye toplar ve
makrofajlar araciligiyla hasarli doku ve hiicrelerin fagositozunu baslatir. Osteoklastlar
hasarli kemigin rezoprsiyonu islemini baglatarak mineral bilesenleri geri doniistiiriir.
Ek olarak, miyeloid ve mezenkimal hiicre soylarindan gelen hiicreler, osteoblastlara
ve kondroblastlara farklilagmaya bagladiklar1 bolgeye toplanir. Bu noktada, RANKL-
osteoprotegerin (OPG) orani azalir (62,72).

Onaric1 faz, yeni kemik matriksi ve kikirdak iskelenin olusmaya basladigi
yumusak kallus olusumu ile karakterizedir. Osteoblastlar ve kondroblastlar, kallusu
olusturmak i¢in proteinden olusan bir iskele olustururlar, daha sonra bu iskele yavasca
mineralize olarak sert kallusu meydana getirir. Sert kallus olgunlagsmamis woven
kemikten olusur. Kikirdak ve periostal woven kemik olusumunun baslamasina
interlokin 6 (IL-6), OPG, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve BMP'lerin
erken yukar1 regiilasyonu aracilik eder. Yumusak kallustan sert kallusa gecis siireci,
kirik olusum zamanindan yaklasik 6-12 hafta sonra gergeklesir (72).

Kemik onariminin son agsamasi olarak da bilinen remodeling fazinda, kemik
matriksi ve kikirdak olgun kemige doniistiiriiliir. Woven kemik nihayetinde osteoblast-
osteoklast ikilisinin aracilik ettigi normal kemik dongiisii ile olgun lameller kemige
dontigttriiliir. Yeterli D vitamini ve kalsiyum, uygun kemik tamiri i¢in kritik 6neme
sahiptir ve diizeyleri kismen onarim oranina etki edebilir. Remodeling asamasinin
stiresi, bireyin kemik metabolizmasina bagli olarak degisir, ancak genellikle
yaralanma zamanindan sonra aylar gegcmesi gerekir (62).

Uzun Kemiklerde Olusan Kiriklarinin iyilesme Yollan

Uzun kemiklerin kiriklar1 hem intramembranéz hem de endokondral
kemiklesme ile iyilesir. Endokondral kemik olusumu mekanik olarak kararsiz
bolgelerde periost disinda ve kirik bolgesine bitisiktir. Intramembranéz kemik

olusumu kallusun proksimal ve distal kenarlarinda subperiostal olarak olusur ve sert
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kallusu olusturur (73). Sert kallusun kirik boslugu boyunca kopriilenmesi baglangic
stabilizasyonunu saglar ve biyomekanik fonksiyonun restorasyonuna yol acar (74).
Endokondral ossifikasyon uzun kemiklerin kemik olusumu mekanizmasi oldugundan,
ayni zamanda uzun kemiklerin onarrmindan éncelikle sorumlu olan mekanizmadir. i¢
ice gecmis dort fazdan olusan kirik iyilesmesinin evreleri histolojik olarak soyledir
(75):

1. Dogrudan inflamatuar Yanit: Bu durum kirik sonrasi ilk 24 ila 48 saat i¢inde
ortaya ¢ikar ve hematom olusumu, hemostaz, enflamasyon ve MKH’lerin bolgeye
toplamasi ile karakterizedir (76).

2. Erken Endokondral Kemiklesme ve Periost Yaniti ile Kikirdak Olusumu: Bu
donemde MHK’ler kondrositlere farklilagir. Kondrositler daha sonra kolajen ve
proteoglikanlar agisindan zengin bir kikirdak kallus tiretir (77,78). Yumusak kikirdakl
kallus kirigin stabilitesi ile ters orantili olarak biiyiir ve bunu kirik i¢inde asimetrik
olarak yapar. Ornegin, femur kiriklar: daha biiyiik distal kalluslar ve tibial kiriklar daha
biiyiik proksimal kalluslar iiretir, bu da biiylime plaklarina en yakin kalluslar ile
yenilendigini gostermektedir (74,79). Yumusak kallus biiytimesi kirig1 takip eden 7 ila
9 giin arasinda zirve yapar (77). Periosteal yanit erken intramembrandz ossifikasyon
ile sonuglanir ve hiicre proliferasyonu, erken vaskiiler i¢ biiylime ve neoanjiyogenez
ile iliskilidir.

3. Kikirdak Rezorpsiyonu ve Primer Kemik Olusumu: Bu asamada
kondrositler ¢ogalir, olgunlasir, hipertrofik hale gelir ve hiicre dis1 matriks iginde
biriken kolajen sentezini arttirir. Kondrositler daha sonra apoptoza girmeye
basladik¢a, mezenkimal progenitdr hiicreler toplanarak osteoblastlara farklilasir.
Osteoblastlar, yumusak kallusu woven kemigi olusturmak icin bir sablon olarak
kullanir ve kallus mineralizasyonuna yol agarlar. Bu baslangigta kallus ¢evresinde ince
bir kemik kabugu olarak kendini gosterir. Neo-anjiyogenez de bu asamada devam eder
(76).

4. Sekonder Kemik Olusumu ve Remodeling. Bu son asamada kemik kallusu
biliylir ve osteoklastik rezorpsiyon ve osteoblastik kemik olusumu ile yeniden
sekillendirilir, bu da orijinal kortikal ve trabekiiler yapinin kemik iligini de iceren

mediiller boslukla birlikte rejenerasyonuyla sonuglanir (76).
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Kirik iyilesmesinin bu dort evresinin molekiiler fizyolojisi iyi anlagilmistir ve
endokondral kemik gelisimi ile bir¢ok molekiiler benzerligi paylagsmaktadir. Siirece
dahil olan birgok sitokin ve biiyiime faktorii igerisinde, proenflamatuar sitokinler,
doniistiiriicii biiytime faktorii-f (TGF-P) siiper ailesi liyeleri (BMP'ler dahil) ve
anjiyojenik faktorler kemik iyilegsmesinin dort asamasi sirasinda karmasik, iyi
tanimlanmis Ortlisen rollere sahiptir. Kemik iyilesmesinin dort fazindaki spesifik
rolleri iyi tanimlanmamis olmasina ragmen, kayiplari iyilesme yeteneginde dnemli
bozulmalara neden olan sinyal yolaklar1 da yer almaktadir. Bunlar IHH ve Wnt sinyal
yollarini igerir (80-84).

Rijit fiksasyonun yoklugunda, apendikiiler iskeletin kirik iyilesmesi, kemikle
kademeli olarak yer degistiren bir kikirdak iskelesinin olusumu ile meydana gelir. Bu
iyilesme sekli, embriyonik endokondral kemiklesmenin basamaklarina ¢ok
benzemektedir. Mezenkimal Oncililer hem endokondral kemiklesme hem de kirik
iyilesmesi i¢in olusturulacak kemigin seklinde ve yerinde birlesir (85,86). Her iki
islem de mezenkimal hiicre ¢ogalmasini ve kikirdakli veya osteojenik bir yolak
boyunca farklilasma ve hipertrofiyi igerir. Siirecler arasindaki bariz bir fark,
MHK’lerin toplanmasini kolaylastiran kirik iyilesmesinde enflamatuar adimin
varligidir. Bununla birlikte, bu hiicreler siirece dahil olduktan sonra IHH, VEGF ve
MMP (matriks metaloproteinaz) dahil olmak {izere ayni sinyal yollarindan bazilari
dahil olur (87). Belki de bu embriyonik yollarin birgcogunun korunmast, kirik kemigin
diger dokularda oldugu gibi skar olusturmadan, gercekten rejeneratif bir siirecle
iyilesmesine izin verir.

Kraniyofasiyal Iskelet Kiriklarinin Iyilesme Yollari

Rijit fiksasyon yapilmadan gerceklesen ¢ene kemigi kirigi iyilesmesinin uzun
kemik kiriklar1 ile bazi histolojik benzerliklere sahip oldugunu bilinmektedir (88).
Kirik olusumundan 2 hafta sonra hem kondroidleri hem de olgunlagsmamis osteoidleri
iceren biiyiik bir subperiosteal kallus gelisir. Takip eden 2 hafta i¢inde bu kallus yavas
yavas trabekiiler kemik ile degistirilir ve tamamen yeni neovaskiiler kanallar ve
Haversian sistemleri ile kopriilenir. Fare cene kemigi kirilma modelinde benzer
sekilde, olgunlasmamis kikirdak matriks olusumu, vaskiiler i¢ biiyiime, osteoblast
aktivasyonu, mineralizasyon ve lamellar kemik olusumunun varliginin birlikte

sekonder endokondral kemik iyilesmesine benzedigi gézlemlenmistir. Ara kikirdak
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olusumunun c¢ene kemigi kirilma modellerine katkisinin, sadece kemik
kararsizligindan kaynaklandig ileri siiriilmektedir (89). Gergekten de, uzun kemik
kiriklarinda stabilite eksikliginin varligi, kirtk bolgesinde artmis hareket ile sonuglanir,
bu da primer kemik iyilesme agsamasinda kikirdak kallus olusumunu tesvik eder.

Saglam, diiz, kemik iligi boslugunun olmamasi, intramediiller stabilizasyonun
kullanilmasini engeller. Buna ragmen, klinik deneyim, intramembrandz kemiklesme
ile gelisen kemiklerin, genellikle kikirdakli bir ara {iriin yoluyla degil, aym
mekanizmalarla iyilestigine dair ¢ok biiylik kanitlar saglar. Kafatast kiriklar1 bu
esaslar1 gostermektedir. Kafa derisi, kalvaryal kirik rediiksiyonunu desteklemek icin
sik1 bir yumusak doku zarfi saglarken, kalvaryumun dis biikeyligi, dogal rijit fiksasyon
saglayan saglam bir kilit tagi kemeri olusturur. Yiiz iskeletinin kemiklerinin ¢ogu
benzer sekilde stabilize edici bir periosteuma ve yumusak doku zarfina sahiptir ve
tekrarlanan kuvvetlere maruz kalmaz. Bunlarin aksine, mandibula ¢igneme ile iligkili
dongiisel mekanik yliklemelere maruz kalir. Bununla birlikte, immobilizasyon veya
rijit yiik tasiyict veya yiik paylasimli fiksasyon ile dogrudan kemiklesme ile iyilesir
(76).

Membranoz kemik iyilesmesinde kondrogenezin roliine karsi deneysel kanitlar
sunulmustur (90). Uzun kemiklerin kirik hematomlar1 iginde bir multipotent
mezenkimal progenitdr hiicre belirlenmis ve in vitro osteositler, adipositler ve
kondrositlere farklilasma yetenekleri gosterilmistir. Insan mandibula kirig1 hematom
hiicreleri kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmis ve bu hiicrelerin benzer mezenkimal hiicre
yiizeyi ekspresyon profiline sahip olmalarma ve iyi osteojenik ve adipojenik
potansiyele sahip olmalarina ragmen, uzun kemik kirig1 hematomlarindan izole edilen
progenitorlere kiyasla kondrositlere farklilagma kabiliyetlerinin belirgin derecede az
oldugu kesfedilmistir (91).

Uzun kemik kiriklar1 ile karsilagtirildiginda, kraniyofasiyal kiriklarin
iyilesmesinin molekiiler fizyolojisi hakkindaki bilgilerimiz olduk¢a kisithdir.
Mandibula kirig1 iyilesme modelindeki bir sican deneyi, TGF-B1, BMP-2, 4 ve 7 dahil
olmak iizere TGF-13 siiper aile iiyelerinin osteoblast gogii, farklilagsmasi ve

proliferasyonu ile iligkili oldugunu gostermektedir (92,93).
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2.2. Bor

Bor minerali, gilincel arastirmalarla diinya {izerindeki canli evrimini de
etkiledigi diisiiniilen, bitki, hayvan ve insan metabolizmasi iizerinde, ¢esitli ve hayati
derecede Oneme sahip bir mikro besindir. Kemik gelisimi ve rejenerasyonu, yara
iyilesmesi, cinsiyet hormonlari, D vitamini liretimi ve metabolizmasi ile kalsiyum ve
magnezyumun emilimi ve kullanimi dahil olmak iizere insan saglig1 iizerindeki bircok
durumla yakindan iliskilidir (95).

Borun ¢esitli metabolik eylemleri etkiledigi bilinmektedir. Kemik
metabolizmasinda 6nemli olan kalsiyum, D vitamini ve magnezyum ile etkilesime
girer. Tiiketilen bor miktarina bagl konsantrasyonlarda kemikte birikir (11). Dogada
borik asit ve borat olarak bol miktarda bulunur ve meyveler, sebzeler ve baklagiller
tilketilerek diyetle elde edilebilir (12). Esas olarak okyanuslarda ve toprakta inorganik
borat bilesikleri seklinde olusur ve DNA'dan once kendiliginden olusan molekiil
RNA'sinin ana bir bileseni olan ribozu stabilize eder (96,97). Borun fizyolojik
miktarlar, biiyiime ve gelismeyle ilgili cesitli maddelerin metabolizmasin1 ve
tiikketimini degistirebilir (98).

Ek olarak bor, artriti hafifletmeye ve beyin fonksiyonunu iyilestirmeye
yardimci olabilecek anti-enflamatuar etkilere sahiptir ve borlanmis bilesikler, su anda
cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmaktadir (95).

2.2.1. Borun Tarihcesi

Borun tarihgesi ¢ok eskilere dayanir, 4000 yil dnce altin iiretiminde Babiller
tarafindan kullanilmistir. Eski Misirlilar mumyalama, metalurji ve tibbi amaglarla bor
kullanim ile taninirlar. Bu ¢ok eski kanitlar dogrulanmamustir fakat eski ¢aglarda bor
kullaniminin kesin kanit1 sekizinci yiizyilda Arap tiiccarlar tarafindan Cin'den Mekke
ve Medine'ye borat ticareti olmustur. On ikinci ylizyilda Avrupali kuyumcular
tarafindan altin1 eritme islemlerinde kullanilmustir. {lk bilinen borat kaynag: olarak
Tibet golleri kabul edilir ve Himalayalar bolgesinden Hindistan'a taginmistir (99).
Tiirkiye'deki borat iiretimi 1865 yilinda kalsiyum borat madenciligi ile baslamigtir.
Benzer bir ddnemde Nevada ve Kaliforniya'daki Oliim Vadisi’nde bazi borat rezervleri
kesfedilmistir (100). 1960 yilinda Kirka ve Anadolu'da sodyum boratlar bulunmustur.
Tiirkiye, Avrupali borik asit iireticilerine uzun yillar borat ithal etmistir. Tiirkiye bugiin

diinyanin en biiyiik bor iiriinleri tedarikgisi olarak bilinir (101).
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2.2.2. Borun Kimyasal Ozellikleri

Bor atom sayis1 5 ve molekiil agirligi 10.81 g/mol olan metaloid ailesine ait bir
elementtir. 10B ve 11B olmak iizere iki izotopu vardir. Dogada element formunda
ortaya ¢ikmaz, kimyasi karmagiktir ve diger elementlerle bilesikler (boratlar) olusturur
(102).

Periyodik Tablodaki besinci element olan Bor, IIIA grubu elementleri
icerisinde metal olmayan tek elementtir, fakat metal ve ametal 6zelliklerinin ikisini de
barindirir. D1g kabugunda {i¢ elektron bulunan kii¢iik bir atom olan bor, dis kabugunu
doldurmak i¢in kovalent bag kullanir. Bor atomu protonlar1 baglayamaz, ancak
hidroksil iyonlarini kabul ederek Lewis asidi gérevi goriir (103).

Oksijene kars1 gilicli bir afinitesi vardir. Bor dort oksijen atomuna
baglandiginda ortaya cikan bilesik borat anyonudur (B(OH)s-). Bor ii¢ oksijen
atomuna baglandiginda ¢ikan bilesik ortoborik asittir (B(OH)3). Bor bitisik hidroksil
gruplaria sahip organik molekiiller ile kompleksler olusturma egilimindedir. Bor,
polisakkaritler, piridoksin, riboflavin, dehidroaskorbik asit ve piridin niikleotitler dahil
olmak iizere 6nemli biyolojik maddelerle etkilesime girebilir (104). Borun essiz
kimyasi, diger bir¢ok metabolit ve enzimle reaksiyona girmesine izin verir ve boylece

insanlarda ve hayvanlarda mineral ve enerji metabolizmasini degistirebilir (105).

T—O

Sekil 3. Borik asitin
molekiiler yapist.
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2.2.3. Dogada Bor

Bor dogada yaygin olarak bulunur ve dogal olarak borat bilesikleri seklinde
olusur (107). Diinyanin biiylik boliimlerinde daha az bor bulunurken, ABD'nin
batisinda, Tiirkiye, Brezilya, Rusya ve Cin'de de yiliksek miktarda bor rezervleri

bulunmaktadir (108).

. Toplam Rezerv Diinya toplamindaki
ULKE
(milyon ton) yiizdesi (%)

Arjantin 09 01
Bolivya 19 02

Sili 41 05

Cin 36 04
Kazakistan 15 02

Peru 22 02
Rusya 100 11
Tiirkiye 563 64
Amerika Birlesik Devletleri 80 09

Tablo 1. Diinya genelinde bor rezervleri (106).

Bor tortul kayaglar, deniz suyu, komiir ve toprakta yiiksek konsantrasyonlarda
olusur. Deniz suyunun kiiresel ortalama konsantrasyonunun yaklasik 4.6 mg/I oldugu
tahmin edilmektedir (109). Tatl1 sudaki bor araligi 0.01 ila 1.5 ppm arasinda degisir,
toprakta yliksek konsantrasyonlara sahip alanlarda daha fazla bor bulunmaktadir (99).

Bor ticari kullanimdan, okyanuslardan, kayalarin hava kosullar1 sebebiyle
asinmast sonucu, volkanlardan, komiirliin yakilmasi sonucu ve orman yanginlari
araciligiyla atmosfere salinir (107). Cam, seramik, deterjan ve giibre endiistrileri ticari
uygulamalar i¢in bor kullanir ve bu da borun ¢evreye genis bir dlgekte salinmasina
neden olur (110).

Topraklardaki mevcut bor miktar1 toprak tiiriine, kullanilan giibrelere, pH ve
sicakliga gore degisir. Siiper fosfat ve potasyum giibrelerinin uygulanmasi borun
emilimini engeller. Sicak, nemli toprakta mikrofloranin aktivitesi nedeniyle yiiksek
oranda bor bulunur (96). Atmosferdeki borun %65-85'1 okyanuslardan ve bor igeren

sulama suyu ve giibreleri igeren biiyiik antropojenik kaynaklardan, %7-181 komiirle
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calisan enerji santrallerinden salinan bor igeren ugucu kiillerden ve atik su aritma
tesislerinden ¢ikmaktadir (107). Atmosfere her yil yaklasik 1.8 ila 5.3 milyar kg bor

salinimi olmaktadir (110).

Bilesik Renk Bor yiizdesi Suda coziinebilirlik
Anhidroz boraks Beyaz 21.49 2.5556 g/100 g 25 °C
Boraks Renksiz 11.34 5.92 g/100 g 25 °C
Boraks pentahidrat Beyaz 14.85 3.6 g/100 g 20 °C
Borik asit Beyaz 17.48 63.5 g/L 30 °C
Bor oksit Renksiz 31.06 Az ¢Ozliniir
Kolemanit Beyaz 15.78 Az ¢Oziiniir
Sodyum perborat monohidrat ~ Beyaz 10.83 15 g/L 20 °C
Sodyum perborat tetrahidrat Beyaz 7.03 23 g/L 20 °C
Uleksit Beyaz 13.33 Az ¢Ozliniir

Tablo 2. Diinya genelinde en ¢ok kullanilan bor igerikli bilesikler (106).

2.2.4. Bor I¢eren Gida Kaynaklar

Borun birincil kaynaklart meyve ve sebzelerdir (111). Ayrica, tiim ana besin
maddelerinde, ¢inko ve bakir gibi temel eser minerallerin miktarina denk diisen 6nemli
miktarda bor bulundugu da agiktir (112). Turunggiller, bogiirtlen benzeri meyveler ve
ananas disinda ¢ogu meyve, kuru meyveler ve sert kabuklu yemisler, tohum ve bitki
saplar1 yiiksek bor konsantrasyonlarina sahiptir (111). Ayrica yaprakli bitkiler, ytliksek
miktarda bor igerir. Sebzelerden, yaprakli yesillikler, 6zellikle kimyasal giibreler
olmadan yetistirildiginde en yiiksek bor miktarina sahiptir (96). Ayrica meyveler,
sebzeler, kok sebzeler ve baklagiller, tahillardan (musir, piring ve bugday) ¢ok daha
fazla bor igerir (105,113). Diger 6nemli bor kaynaklari igme suyu ve ticari giibrelerdir.
Sudaki bor miktari, bolgesel olarak degismektedir ve ihmal edilebilir seviyeden ¢ok

yiiksek miktarlara kadar degiskenlik gosterebilir (111).
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Kaynak Bor icerigi (mg)/100g Kaynak Bor icerigi (mg)/100g

Badem 2.82 Uziim 2.72
Elma 2.73 Findik 2.77
Kayisi 2.11 Bal 0.72
Avokado 1.66 Mercimek 0.74
Muz 2.06 Stit 0.23
Fasiilye 1.56 Sogan 0.20
Ekmek 0.48 Portakal 0.25
Brokoli 2.19 Seftali 0.52
Havug 1.39 Fistik 1.92
Kaju fistig1 1.15 Armut 0.32
Ketcap 1.39 Patates 0.18
Kereviz 2.47 Kuru erik 1.18
Peynir 0.19 Kuru tiziim 4.51
Kiraz 1.47 Soya 2.80
Nohut 0.71 Domates 2.72
Hurma 1.08 Ceviz 1.63
Yumurta 0.37 Bugday 2.41
Un 0.28

Tablo 3. Gidalarda bulunan bor igerigi (106).

2.2.5. Borun Emilimi ve Viicuttan Atilmasi

Bor tiim bitki ve hayvanlar i¢in ulasilabilir bir kaynaktir. Bor, insanlarda ve
hayvanlarda gastrointestinal epitelden, agiz, gozler, vajina ve aniis gibi mukoza
zarlarindan kolayca emilebilir (113). Insanlarin ve hayvanlarin, ilave inorganik borun
yaklasik %100%iniin emilimini gerceklestirdigi bildirilmistir. Borun bazi organik
formlar1 hayvanlar icin erisilemezdir, ¢linkii bitkiler sadece mineralizasyon sonrasi
toprakta olusan organik bor formlarin1 emebilir (114).

Bor diski yoluyla yaklasik %2 oraninda olmakla birlikte, esas olarak idrarla
viicuttan atilir. Safra, ter ve nefes araciligiyla daha az miktarda kaybedilir (109,115).

Doku bor konsantrasyonlar1 genellikle renal atilim yoluyla iligskili homeostatik bir
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mekanizma ile sabit tutulur ve daha yiiksek seviyede bor alimlar1 plazma seviyelerini
onemli dlgiide arttirmaz (12).

2.2.6. Giinliik Bor Alim Miktar:

Bor insan diyetinin bir pargasidir, ancak giinliik alim diyetteki ¢esitli gida
maddelerinin oranlarina ve topraktaki bor konsantrasyonlarina bagli olarak biiyiik
Olciide degisir (105). Bor aliminin degerlendirilmesi zordur ¢iinkii gidalarda ve kisisel
bakim {iriinlerindeki bor miktarlari i¢in ulusal bir veri tabani yoktur (116). Giinliik bor
alimi bireysel gida segimine, kisisel bakim iirlinlerinden elde edilen miktara ve icme
suyundaki bor miktarina gore degisir (111).

Ortalama toplam bor alimi i¢in bildirilen degerler degisir; Amerika Birlesik
Devletleri'nde 1,7-7,0 mg/giin; Meksika'da 1,75-2,12 mg/giin; Avrupa Birligi'nde 0.8-
1.9 mg/gilin; Avustralya'da 2,16-2,28 mg/giin; ve Kore'de yaklagik 0.93 mg/giin
(117,118). Farkliliklar topraktaki bolgesel degisikliklerle, lif ve protein agisindan
zengin bitkisel gidalarin tiiketimi ile iliskilidir. Cesitlilik iceren, bitkisel gida agisindan
zengin bir diyetin giinde yaklagik 1.5 ila 3 mg bor sagladigi tahmin edilmektedir
(117,119).

Bitkisel kaynakli gidalar, 6zellikle meyveler, yaprakli sebzeler, findik ve
baklagiller, bitkisel kaynakli fermente igecekler bor acisindan zengindir. Ancak et,
balik ve siit tirlinleri zayif kaynaklardir. Fistik ve fistik ezmesi, diger sert kabuklu
yemigler, kuru {iziim ve avokado da bor alimina en c¢ok katkida bulunanlardir
(117,120).

Bor i¢in Onerilen giinliik tiikketim degeri belirlenememesine ragmen giinde 20
mg maksimum alim degeri bildirilmistir (121). Insanlarm giinliik en az 0.2 mg bor
ihtiyac1 oldugu ve giinlilk diyetin yaklasik 1-2 mg bor igermesi gerektigi One
stiriilmiigtiir. Giinlik bor alimi1 3 mg’dan diisiik oldugunda borun kemik, cinsiyet
hormonlar1 ve D vitamini {izerindeki olumlu etkilerinden faydalanilamadig:
bildirilmistir (122-124). Diinyanin bor bakimindan zengin bdlgelerinde yasayan
bireyler lizerinde yapilan aragtirmalar giinde 3 mg bor aliminin ¢ok diisiik bir yan etki
riski ile fayda saglayacak muhafazakar bir miktar oldugunu géstermistir. Ornegin,
Tiirkiye'de borik asit iiretim tesislerinde ¢alisan isciler i¢in giinliik bor alimi1 ortalama

12.6 mg olup higbir olumsuz etkisi gdzlenmemistir (125).
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2.2.7. insan Dokularinda Bor Seviyeleri

Yiiksek ¢oziinebilirlikleri sebebiyle hayvanlarda ve bitki dokularinda boratlar
bulunur fakat bitkilerde hayvan dokularindaki miktarlarindan daha konsantre halde
olurlar. Konsantrasyonlar1 hayvan karacigerlerinde ortalama 0.07 mg/kg’dan az
olabilirken, belirli deniz yosunlarinda 248 mg/kg'a kadar yiikselebilir. Bitki ve hayvan
dokularindaki ortalama bor miktarinin 30 ila 50 ppm arasinda degistigi tahmin
edilmektedir (110).

Bor viicut dokularinda ve sivilarda ¢ogunlukla borik asit (H3BO3) olarak
bulunur. Bor insan kaninda %98.4 oraninda borik asit formunda bulunurken, %1.6
oraninda borat anyonu (B(OH);) formunda bulunmaktadir. Kandaki toplam bor
konsantrasyonlar1 15.3-79.5 ng/g arasindadir (12,115). Bor konsantrasyonu viicudun
cesitli organlar1 arasinda farklilik gostermektedir, bu da borun her bir organda belirli
islevleri yerine getirdigini gdsterir (126). Insan viicudundaki toplam bor miktarinin 3-
20 mg arasinda degistigi ve en yiiksek bor konsantrasyonlarinin kemik, tirnaklar ve
saclarda (4.3-17.9ppm) bulundugu tahmin edilmektedir (127).

50 saglikli insanda yapilan bir arastirma kan, serum ve idrardaki ortalama bor
konsantrasyonlariin sirastyla 0.06, 0.02 ve 0.75 ppm oldugunu gostermistir (128).
Bunlara ek olarak bor igerigi artritli ve saglikli kemikte farklilik gostermektedir.
Artritli kemiklerde yaklasik 3 ppm bor bulunurken, saglikli kemiklerde 56 ppm bor
bulunmaktadir. Bor kemikte birikir ancak yumusak dokularda birikmez (126). Yiiksek
bor igerikli diyet (9000 ppm/giin) uygulanan si¢anlarla yapilan ¢aligmalar, yumusak

doku bor konsantrasyonunun yaklasik 15 ppm'de sabit kaldigini, kemiklerde ise

duraklama evresine ulagsmadan 47 ppm'e kadar ytikseldigini gostermistir (127).
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Organ Bor konsantrasyonu (ppm) Analiz metodu

Kalp 28 Atomik abzorspiyon spektrometre
Kaburga 10.2 Kiilte spektrometresi
Karaciger 2.31 Emisyon spektrometresi
Dalak 2.57 Emisyon spektrometresi
Akciger 0.6 Kiilte spektrometresi
Bobrek 0.6 Kiilte spektrometresi

Kas 0.1 Kiilte spektrometresi
Beyin 0.06 Kiilte spektrometresi

Tablo 4. Organlardaki bor konsantrasyonu (96).

2.2.8. Bor Toksisitesi

Borik asit sadece asir1 miktarda tiiketildiginde toksiktir, ¢iinkii hayvanlar ve
insanlar fazla boru viicuttan digar1 atar. Yetigkinlerde 18 ila 20 mg borun 6limciil
oldugu gosterilmis olsa da bor toksisitesinden 6liim olagandisidir ve bazi bireylerde
80 ila 297 mg arasinda bor miktarinin tolere edildigi goriilmiistiir. Tek seferde yiiksek
miktarda bor aliminin 6liimciil olmas1 muhtemel degildir; bununla birlikte birka¢ giin
sonra bobrek hasari, dolagim ¢okmesi veya sok sebebiyle 6liim meydana gelebilir.
Borun 6liime neden oldugu siire¢ belirsizligini siirdiirmektedir (129,130).

Bor, borik asit ve bor oksit maruz kalma kosullar1 altinda primer tahrise sebep
olurlar. Bor toksisitesinin klinik semptomlari pellagra semptomlarina benzer.
Toksisitenin biyokimyasal semptomlari, dehidrojenaz enzimlerinin inhibisyonu ile
birlikte riboflaviniiri ve riboflavin eksikligini igerir. Toksik dozda bor alimi mide
bulantisi, kusma ve ishale neden olabilir. Kusmuk ve digki mavi-yesil renkte
goriinebilir ve bobrek hasari, hipotermi, eritem, huzursuzluk ve yorgunluk
semptomlar1 olusabilir. Kronik bor toksisitesi istahsizlik, mide bulantisi, kilo kayb1 ve
azalan seminal hacim ve cinsel aktivite ile sonuclanir. 2 y1l boyunca 1170-2000 ppm
borla beslenen kdpekler ve sicanlar, bodur biiyiime, daha az verimli gida kullanimu,
deri dokiintiileri ve gonadal bozulma gostermistir. Kronik maruziyetler bebeklerde ve

cocuklarda yiiksek 6liim oranina yol agabilmektedir (129,130).
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2.2.9. Hayvanlarda ve Insanlardaki Rolii

Borun, ¢esitli reaksiyonlarin sentezinde ve metabolizmasinda rol oynayan
hidroksilasyon reaksiyonlarina katildig: diistiniilmektedir (131). Bor, artrit i¢in etkili
bir tedavi se¢enegidir, kemik, eklem ve kikirdaga kalsiyum entegrasyonunu etkili bir
sekilde arttirarak, vakalarin %95'inde kemik iyilesmesinde kayda deger gelismelere
sebep olmustur. Ayrica testosteron ve Ostrojen dahil bir¢ok hormonu etkiler (96).
Borik asitin meme kanseri hiicrelerinde etkili oldugu in vitro ¢alismalar da mevcuttur
(132).

Borun viicuttaki bazi kan pihtilagma faktorlerini  etkileyebilecegi
diistiniilmektedir. Bor, konjestif kalp yetmezligi durumlarinin irettigi sorunlar
belirgin sekilde hafifletebilir. Lipit birikimini azaltmaya yardimci olur ve kolesteroliin
cesitli yollarla atilimina izin verir, bdylece kan pihtilar1 ve ateroskleroz gibi
durumlarin gelisme risklerini en aza indirir ve viicudu kalp krizi ve felglere kars1 korur
(133).

Karmagik yapi1 ve baglanma Ozellikleri nedeniyle, boratlar aldehit
dehidrojenaz, nitrik oksit sentaz, peptidaz, ksantin oksidaz ve proteazlar gibi enzimler
iizerinde inhibe edici etki gostermektedir (134). Bor, testosteron, dstrojen, glikoz ve
insiilinin metabolizmasin etkiler. Glikoproteinler, glikolipidler ve hidroksil grubuna
sahip diger molekiiller borik asit ile bilesik olusturabilir ve membran biitiinliigiinii
degistirebilir (135).

Boratlar ayrica kanser, yara iyilesmesi, hastaliklarin kontrolii, genotoksisitenin
azaltilmast ve mitokondriyal membran aktivitesinin modiile edilmesinde
antienflamatuar ve antioksidan bir ajan olarak goérev almaktadirlar (136-138). Ek
olarak borik asit, pestisitler tarafindan bastirilan asetilkolinesterazin isini revize eder
ve ayrica viicudu CCL4 ve diger ajanlar tarafindan indiiklenen oksidatif strese karsi
korur (139-142).

Gerekli bor miktarlar tiire 6zgiidiir ve ayn1 zamanda oldukca degiskendir.
Insanlar da dahil olmak {izere ¢ogu tiir icin gerekli olan bor miktar1 heniiz
belirlenememistir.

2.2.10. Enzimatik Faaliyet Uzerindeki Etkileri

Borun hayvan, bitki, kiiltiir ve kimyasal reaksiyon sistemlerinde goriilen en az

26 farkli enzimin aktivitesini etkiledigini bildirilmistir. Bor, enerji substrat
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metabolizmasinda, insiilin saliniminda ve bagisiklik sisteminde yer alan yollardaki
enzimatik aktivitenin diizenlenmesinde rol oynar. Bordan yoksun (<0.3 mg/g)
diyetlerin yaklasik 2 pg/g ile takviye edilmesinin, hayvan ve insan fizyolojisinin ¢esitli
yonlerini degistirmek icin yeterli oldugu goriilmektedir. Enzimlere veya NAD+ gibi
kofaktorlere baglandigi mekanizmalar su anda bilinmemektedir ve daha fazla
arastirilmalidir (114). Bir hipotez, borun substrat bilesiklerine baglanarak metabolik
reaksiyonlar1 degistirmesidir (103).

Bor, serin proteazlar veya oksidorediiktazlar kullanan bazi yollar1 kontrol
etmek icin gerekli olabilir. Bu enzimler piridin veya flavin niikleotitleri (NAD+,
NADP veya FAD) gerektirir ve bor, gecis durumu analoglari olusturarak ve NAD veya
FAD icin rekabet ederek aktivitelerini geri dontisiimlii olarak inhibe eder. Trombin
gibi serin proteazlar kan ve pihtilasma sistemlerini diizenlemede islev goriir.
Fosfoglukomutaz, k-glutamil transpeptidaz ve gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz gibi
diger enzimler de bor tarafindan inhibe edilir (114).

Bor in vitro glikolitik enzim aktivitesini inhibe eder ve enerji substrat
kullanimini kontrol edebilir. NADPH metabolizmasini degistirerek insiilin salinimini
degistirir. NADPH metabolizmasindaki degisiklikler hiicre zari1 dinamiklerinde
degisikliklere neden olarak insiilin sekresyonuna yol acar. Bor, pentoz fosfat yolunda
iki anahtar enzim olan glikoz-6-fosfat dehidrojenaz ve gliseraldehid-3-fosfat
dehidrojenazin aktivitesini inhibe eder. Pentoz fosfat yolunun artan aktivitesi
nedeniyle bor eksikligi kosullar1 sirasinda insiilin salinimi arttirilir, bu da borun hiicre
zar1 boyunca iyon taginmasini degistirdigini gostermektedir (114).

NADPH seviyesi, borun pentoz fosfat yolundaki enzimler {izerindeki
engelleyici etkisi nedeniyle modifiye edilebilir ve oksijen ihtiyacini azaltir. Bor ayrica
NADPH iiretimini ve k-glutamil transpeptidaz aktivitesini azaltarak gerceklestirilen
oksidatif hasar seviyesini de diisiirebilir. Bu eylem, viicuttaki glutatyon miktarin
artirabilir, bu da hiicrelerin toksik oksijen radikallerinden korunmasinda rol oynar.
(114).

2.2.11. Kemik Biiyiimesi ve Devamlihgi Uzerindeki Etkileri

Bor osteogenezde dnemli bir role sahiptir ve eksikliginin kemik gelisimini ve
rejenerasyonunu olumsuz etkiledigi gosterilmistir (135). Bor, kalsiyum kaybinin ve

kemik demineralizasyonunun dnlenmesinde yer alan steroid hormonlarinin tiretimini
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ve aktivitesini etkiler. Bor takviyesinin hem kalsiyum hem de magnezyumun idrar
atilmin1 O6nemli Olgiide azalttigi ve kalsiyum emilim seviyelerini arttirdig:
gosterilmistir (143,144). Bor ayrica D vitamini kullanimini olumlu bir sekilde etkiler.
Bor takviyesi D vitamini eksikligi olan hayvanlarda kemik biiylimesini uyarir ve D
vitamini eksikliginin karakteristik 6zelligi olan mineral metabolizmasindaki islev
bozukluklarini azaltir (145).

Borun doku mineralizasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonunu ve kemik
biliylimesi ve dongilisiinde yer alan kilit hormonlarin (17p-estradiol [E2], testosteron ve
D vitamini) eylemlerini diizenleyerek osteoblastlarin mineralizasyonunu indiikledigi
belirlenmigtir. Borun doku mineralizasyonu indiiksiyonu, borun yara iyilesmesi
iizerindeki yararli etkilerinin de temelini olusturmaktadir (146).

2.2.12. Yara lyilesmesi Uzerine Etkileri

Derin yaralara %3 liik borik asit ¢ozeltisinin uygulanmasi yogun bakimda
gereken siireyi ligte iki oraninda azaltmaktadir (95). 2000 yilinda insan fibroblastlar
kullanilarak yapilan in vitro arastirmalar borik asit ¢ozeltisinin hiicre dis1 matriks
izerindeki etki yoluyla yara iyilesmesini gelistirdigini gostermistir (147). 2002 yilinda
yayinlanan diger in vitro g¢alismalar, borun bu yararli etkilerinin fibroblastlarda
bulunan spesifik enzimler olan elastaz, tripsin benzeri enzimler, kolajenaz ve alkalen
fosfataz lizerindeki dogrudan etkilere baglh oldugunu ortaya koymustur. Hayvan bag
dokusundaki en yaygin hiicreler olan fibroblastlar, hiicre dis1 matriksi ve kolajeni
sentezler ve yara iyilesmesinde kritik bir rol oynar. Bor, bu anahtar enzimlerin
fibroblastlardaki aktivitesini kolaylastirir, boylece hiicre dis1 matriks devir hizini artirir
(148).

2.2.13. Hiicre Dis1 Matriks Proteinlerinin Ifadesine Etkisi

Borun etki mekanizmalarindan yara onarmmina dahil olanlar disinda aym
zamanda mineralize doku ile iligkili proteinler olan kolajen tip 1 (COL1), osteopontin
(OPN), kemik sialoprotein (BSP) ve osteokalsin (OCN) gibi ¢ok ¢esitli hiicre dist
matriks proteinlerinin mRNA ekspresyonunu diizenledigi de gosterilmistir. Bu
proteinlerin birlesik etkileri kemik hiicrelerinin mineralizasyonunun yani sira
osteoblast hiicresi canliligini, proliferasyonunu ve morfolojisini de arttirir (146).

Insan kemik iligi stromal hiicreleri iizerinde yapilan daha fazla arastirma, borun

osteojenik farklilagmay1 arttirdigt kesfini dogrulamis ve listeye yenilerini eklemeye
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devam ettimistir. Borun ayrica alkalen fosfataz ve kemik morfogenetik proteinlerinin
(BMP'ler) mRNA ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Borun temel BMP'lerin
(BMP-4, BMP-6 ve BMP-7) protein seviyelerini ve ayrica RUNX2’nin mRNA
ekspresyonunu diizenledigi dogrulanmistir (149).

BMP'ler, TGF-B siiper familyasina ait ¢ok islevli biiyiime faktorleridir ve
bazilar1 yeni kikirdak ve kemigin olusumuna neden olur. Bugiine kadar tanimlanmis
ve karakterize edilmis 20 BMP ailesi iiyesinden BMP-2, BMP-4, BMP-6 ve BMP-
7’nin bor tarafindan diizenlenen transkripsiyon ve aktiviteyi gosterdigi, primer insan
MKH’lerinde osteoblastik farklilagmay1 indiiklemek icin gerekli oldugu bulunmustur
(150-153).

Borun ayrica ¢ekirdek baglayici faktor alt birimi a-1 olarak da bilinen RUNX2
iiretimini diizenledigi belirlenmistir. RUNX2 osteoblastik farklilasma, kemik olusumu
ve kemik devamliliginin saglanmasi icin gereklidir. RUNX2, osteoblast gen
ekspresyonunu ve MKH’lerin osteoblastlara farklilasmasini uyarmak icin BMP'lerle
birlikte ¢aligan bir transkripsiyon faktoriidiir ve olgun osteoblastlarda aktif kalir. Aktif
RUNX2 seviyeleri disiiriildiigiinde kemik sialoprotein, osteokalsin, osteopontin ve
kolajen tip 1 dahil olmak lizere ana kemik matriks proteinlerini kodlayan genlerin
ekspresyonu azalir (154-157).

2.2.14. D Vitamini Eksikliginin Onlenmesi Uzerine Etkisi

Borun hayvan caligsmalarinda 25-hidroksivitamin D3 (25[OH]D3) ve insan
caligmalarinda D vitamini eksikligi olan bireylerin serum diizeylerini arttirdig:
gosterilmistir (124,158). Orta yasgh erkeklere ve kadinlara (n=15) diisiik borlu bir
diyetin (0.23 mg B/2000 kcal) uygulandig1 63 giinliik bir klinik ¢aligmada, 63 giin
sonunda bor takviyesine baglanmis (3 mg/giin sodyum borat) ve 25(OH)Ds seviyeleri
49 giin sonunda belirgin bir sekilde ylikselmistir. 25(OH)Ds seviyeleri 63 giinliik bor
yoksunlugundan sonra ortalama 44.9 nM iken 49 giinliik bor replesyonundan sonra
%39 artisla 62.4 nM'ye yiikselmistir (159).

Benzer sonuglar, D vitamini eksikligi (serum 25(OH)D3<12 ng/mL) olan orta
yaslt bireylerin (n=13) bulundugu bir pilot ¢alismada da goriilmiistiir. 25(OH)Ds
seviyeleri, meyvelerde dogal olarak bulunan, bor igerikli bir kompleks olan kalsiyum
fruktoborat (Ca ([CsH100s] 2B)2-4H>0) takviyesi kullanilarak 60 giin siireyle 6 mg/giin

bor takviyesi uygulanarak incelenmistir (124). Baska bir calisma D vitamini
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durumunun koétiilesecegi bir zaman dilimi olan sonbahar-kis gegisi sirasinda
gerceklestirilmistir. Bununla birlikte, bor takviyesi ile 25(OH)D; seviyeleri 6nemli
Ol¢iide artmig ve ortalama %20 artis gdstermistir. Bor hormonal etkilerini estradiol E>
ve D vitamininin biyolojik yarilanma Omriinii ve biyoyararlanimini arttirarak
gostermektedir (160).

2.2.15. Magnezyum Emilimi Uzerine Etkisi

Bor, magnezyumun emilimini ve kemikte depolanmasini 6nemli 6l¢iide arttirir
ancak borun bir bagka yararl etkisi 17f-estradiol bozunmasini inhibe etmesidir. Bu
nedenle bor magnezyumun ¢ok sayida faydali etkisinde bir faktordiir. Magnezyumun
onemi bor yetmezliginin yaygin etkilerini gdstermektedir. Insan viicudunda kalsiyum
metabolizmasin1 diizenleyen kilit enzimler i¢in bir kofaktdr olan magnezyumun
yaklasik %601 kemiklerde bulunur. Kemikteki magnezyumun ¢ogu apatit kristalinin
yapisinin ayrilmaz bir pargast olan kortikal kemik iizerinde bulunur (161).

Apeatit kristallerindeki yapisal roliiniin yani sira osteoblastlar, osteoklastlar ve
canli biitiin hiicreler i¢in magnezyum gerekli bir mineraldir. Magnezyum adenozin
trifosfat (ATP) liretimi i¢in gereklidir ve lipit, protein ve niikleik asit sentezinde gorev
alan 300'den fazla enzimin kofaktorii konumundadir. Pozitif yiikii nedeniyle
magnezyum hiicre zarlarini stabilize eder, kalsiyumun hareketlerini dengeler ve bir
sinyal dontistiiriicii olarak iglev goriir (162).

2.2.16. Antienflamatuar Etkileri

Bazi makaleler borun inflamatuar biyobelirte¢ diizeylerini azalttigin
gostermistir. Saglikli erkek goniilliileri (n=8) igeren yeni bir insan ¢aligmasinda 11.6
mg bor ile takviye edildikten 6 saat sonra plazma bor konsantrasyonlarinda 6nemli bir
artis ve yliksek duyarlikli C-reaktif protein (hs-CRP) ve tlimor nekroz faktorii-o (TNF-
a) seviyelerinde dnemli disiisler meydana geldigi goriilmiistiir. Bir hafta boyunca
giinde 10 mg bor takviyesi sonrast, TNF-a 'nin plazma konsantrasyonunda %20 ve hs-
CRP'nin plazma konsantrasyonunda yaklasik %50 azalma goriilmiistiir (123).

Yiiksek hs-CRP'min meme kanseri (163), cocuklarda obezite ve metabolik
sendrom (164), ateroskleroz, kararsiz angina, insiilin direnci, tip 2 diyabet (165),
alkolsliz yagl karaciger hastaligi (166), metastatik prostat kanseri (167), akciger
kanseri (168), eriskin depresyonu, ¢ocuklukta depresyon ve geng eriskin yagaminda

psikoz (169), koroner kalp hastalig1 ve inme (170) ile iligkili oldugu bilinmektedir.
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Osteoartritte Antienflamatuar Etkiler

Epidemiyolojik kanitlar, vaka raporlari, kontrollii hayvan ve insan ¢alismalar1
osteoartrit icin borun giivenli ve etkili bir tedavi olarak kullanilmasina kanit
saglamistir (171-173). Bor uygulamasi ve diinya c¢apinda osteoartrit prevalansi
arasindaki iliskiyi inceleyen arastirmacilar bor aliminin giinde 1 mg’a esit veya daha
fazla oldugu alanlarda artrit insidansinin %20-70 arasinda degistigini kesfetmistir.
Buna karsilik bor aliminin genellikle giinde 3-10 mg oldugu bolgelerde, artrit insidansi
%0-10 arasinda degistigi rapor edilmistir (174). Bor konsantrasyonunun osteoartritli
hastalarin femur baglarinda, kemiklerinde ve sinovyal sivilarinda osteoartritsiz
bireylere gore daha diisiik seviyede oldugu bulunmustur (175).

Borun osteoartrit hastalarinin tedavisinde kullanimina iliskin ytiriitiilen ¢ift-kor
plasibo-kontrollii bir klinik ¢alismada deneklere giinde 6 mg bor (sodyum tetraborat
dekahidrat) takviyesi verilmis ve osteoartrit olan 20 kiside kayda deger sonuglar
goriilmiistiir; ilave bor alan deneklerin %50'si, plasebo alanlarin sadece %10'u
iyilesme kaydetmistir (176).

In vitro calismalar, kalsiyum fruktoboratin (dogal olarak olusan, bitki bazli,
bor-karbonhidrat kompleksi) antienflamatuar etkilerini hiicre kiiltiirii iizerinde
gostermistir (177). Baska bir pilot calisma kalsiyum fruktoboratin osteoartrit
semptomlar1 iizerine olduk¢a olumlu etkilere sahip oldugunu bulmustur (124).

Hayvan c¢aligmalarinin  sonuglarina  dayanarak arastirmacilar  borun
antienflamatuar  etkilerinin  I6kositlerin  oksidatif patlamasinin  inhibisyonu,
ndtrofillerin asir1 aktivitesi ve dolasim sistemi disindaki istilacilardan kaynaklandigi
hipotezine varmislardir. Bor ayrica kan ve hiicrelerdeki siiperoksit dismutaz, katalaz
ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin seviyelerini yiikselterek serbest
radikal temizligini arttirir (177).

2.2.17. Beyin Aktivasyonu ve Psikolojik Fonksiyonu

Hem hayvanlarda hem de insanlarda beyin elektriksel aktivitesinin
degerlendirilmesi bor yoksunlugunun (diyette borik asit olarak 0.12 pg/g) beyin
elektriksel aktivitesinde azalmaya neden oldugunu gostermistir. Eriskin si¢ganlarda bor
yoksunlugu azalmis yiiksek frekans ve artmig diisiik frekansli beyin elektriksel
aktivitesi ile iligkilidir, bu da borun hayvanlarda beyin aktivasyonunun korunmasinda

onemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Insanlarda bor yoksunlugu (<0.3
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mg/glin) motor hizi, el becerisi, dikkat ve kisa siireli hafizada yaziflama ile
sonuglanmistir. Saglikli yash erkeklerde ve kadinlarda yapilan bir dizi deney 42-73
giin arasinda degisen siireyle sinirli bor alimmin beyin fonksiyonunu ve bilissel
performanst olumsuz etkiledigini bulmustur. Diisiikk bor alimimin bulgular: yetersiz
beslenme ve agir metal toksisitesi sonucu gozlenen bulgular ile ayni etkidedir ve
elektroensefalografi (EEG)’de diisiik frekans aktivitesinin artmasi bulgusunu verir.
Diisiik frekans aktivitesinin artmasi zihinsel uyanikligin azalmasi durumlarinin
karakteristigidir, psikomotor goérevleri yerine getirme yeteneginin azalmasiyla ve
hafiza performansinin bozulmasi ile iliskilendirilmistir (178).

2.2.18. Antikanser Etkileri

Giderek artan calismalar borun antikarsinojenik 6zelliklere sahip oldugunu
gostermistir. Bor bakimindan zengin diyetler, toprak ve suyun bor agisindan zengin
oldugu boélgeler, prostat, meme, servikal ve akciger kanserleri de dahil olmak iizere
cesitli kanser tiirlerinin diisiik riskleri ile iligkilidir. Borla zenginlestirilmis diyetlerin
prostat ve serviks kanseri riskinde 6nemli derecede azalmalara sebep oldugu ve sigara
icen kadinlarda akciger kanseri riskini azalttig1 bulunmustur. Son yillarda antikanser
ajanlar olarak dogal ve sentetik bor iceren bilesiklerin kullanimi 6zellikle ameliyat
edilemeyen ve yiliksek malignitesi bulunan kanser olgularinda artmistir. Bor igeren
bilesikler serin proteazlarin inhibisyonu, NAD-dehidrojenazlar, mRNA birlestirme ve
hiicre boliinmesi, reseptor baglanma taklidi ve apoptozun indiiksiyonu dahil olmak
izere ¢esitli mekanizmalar yoluyla kanser hiicrelerinin fizyolojisine ve ¢ogalmasina

miidahale eder (179).
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2.3. Kok Hiicre Kavramm

Kok hiicre terimi, bilimsel literatiire Ernst Haeckel tarafindan 1868 yilinda
yapilmis bir yayin ile giris yapmistir. Bununla birlikte, hematopoetik sistemde kok
hiicrelerin varligiin kesin kanit1 1961°de James Till ve Ernest McCulloch’un fare
kemik iliginden tiiretilen tek hiicrelerin ¢ogalabilecegini ve ¢ok sayida farkli kan
hiicresi tiiriine doniisebilecegini gosterdikleri deneyler sonrasinda saglanmistir. Bu
seckin ¢aligmaya dayanarak kok hiicrelerin iki altin standart 6zelligi ortaya atilmistir;
bir kok hiicre uzun donemde kendi kendini yenileme kapasitesine ve farkli soylara
farklilasma yetenegine sahiptir. Viicudumuzda bulunan kok hiicreler doku
homeostazinin korunmasindan sorumludur (180).

Kok hiicreler sinirsiz ¢ogalabilme, kendilerini uzun siire yenileyebilme, farkli
hiicre soylarina farklilagma, hasarli dokular1 onarabilme ve rejenere etme kapasitesine
sahip 6zel hiicrelerdir. Organizmanin yasam siireci boyunca yenilenebilme ve farkli
soylara ayrilabilme yeteneklerini kaybetmeyen bu hiicreler farklilasmalari igin
gereken biyolojik sinyallerle karsilagsmadiklari siirece islev gérmezler. Kok hiicrelerin
temel ve essiz Ozelligi boliindiiklerinde biri kok hiicre olarak kalan digeri ise
farklilasan iki hiicre iiretmeleridir (181).

2.3.1. Kok Hiicre Hiyerarsisi

Kok hiicreler kendilerini ¢ogaltma (kopyalama) ve ebeveyn hiicrenin
karakterini koruduklar: halde farkli hiicre tiplerine farklilasma 6zellikleri gosteren
hiicrelerdir. Kok hiicrelerin 6zellesmis hiicre tiplerine farklilagma yetenegine potensi
ad1 verilir. Hiicre potensi spektrumunda herhangi bir embriyonik hiicre tipine ve ayrica
ekstraembriyonik hiicrelere boliinebilen ve farklilagabilen hiicreler totipotent olarak
adlandirilir. Insan gelisimi modelinde totipotent hiicreler tek totipotent hiicre olan
zigot aracilifiyla ortaya cikar. Zigot dollenmeyi takip eden giinlerde boliindiikge ayni
yavru hiicreler blastosistin olusumuna kadar totipotent kalir. Bu asamada i¢ hiicre
kiitlesi farklilasmaya baslar ve hiicreler daha sonra pluripotent olarak kabul edilir
(182).

Pluripotent hiicreler ii¢c germ katmanindan (endoderm, mezoderm, ektoderm)
herhangi birine ait hiicrelere koken olabilir ancak ekstraembriyonik hiicrelere
farklilagsma yeteneginden yoksundurlar. Daha fazla olgunlagsma ve farklilagma iizerine

kok hiicreler pluripotentten multipotent'e farklilasir. Multipotent hiicreler hala az
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sayida farkli hiicre tipine farklilasabilseler de bunlar birbiriyle iligkili hiicre tipleriyle
(6rn. noral kok hiicreler, mezenkimal kok hiicreler) sinirlidir (183).

In vivo olarak kék hiicreler kokenlerine gére embriyonik, fetal ve yetiskin kok
hiicreler (aralarinda MKH'ler de bulunur)olmak iizere ii¢ tiire ayrilabilir. Embriyonik
kok hiicreler, dollenme sonrasi blastosist olarak bilinen, implantasyon Oncesi
embriyodaki i¢ hiicre kiitlesinden tiiretilir. Blastosistin i¢ hiicre kiitlesinde bulunan bu
pluripotent hiicreler organizmay1 olusturan farkli hiicre tiplerine farklilasir ve ¢ogalir.
Fetal kok hiicreler, fetal dokularda yer alan multipotent hiicrelerdir. Uretebildikleri
dokulara bagli olarak hematopoetik (kan, karaciger ve kemik iligi ile iligkili hiicre
tiplerine koken olur), mezenkimal (kan, karaciger, kemik iligi, akciger, bobrek, ve
pankreatik hiicreler), endotel (kemik iligi ve plasental hiicrelere farklilagabilen), epitel
(karaciger ve pankreas hiicrelerine farklilasan) ve néral kok hiicrelerine (beyin ve
omurilik dokularma farklilasan) farklilagabilirler. Yetiskin kok hiicreleri viicuttaki
cesitli dokularda bulunan multipotent hiicrelerdir. Yetigkin kok hiicreleri somatik kok
hiicreler olarak da adlandirilirlar. Embriyonik ve fetal kok hiicrelerin aksine hem
cocuklarda hem de yetiskin hayvanlarda ve insanlarda bulunurlar. Yetigskin kok
hiicreler viicuttaki ¢ogu dokuda bulunabilse de insanlarda en sik kullanilan otolog
yetiskin kok hiicre kaynaklar1 kemik iligi ve yag dokusudur. Yetiskin kok hiicreleri
farklilasma potansiyeli bakimindan soy smirlamali (multipotent) olma egilimindedir
ve fetal kok hiicreler gibi tipik olarak koken dokular1 (6rn., Mezenkimal kok hiicreler,
hematopoetik kok hiicreler, ndral kok hiicreler) ile ifade edilir (183).

Insanlardaki bir bagka zengin kok hiicre kaynagi gobek kordon kanidir.
Multipotent kok hiicreler hem kordon kaninda hem de kordon dokusunda (Wharton’un
jolesi) bulunabilir ve fetal kok hiicrelerle birlikte perinatal kok hiicreler olarak
adlandirilir. Kok hiicre platformunun terapotik potansiyeli goz oOniine alindiginda
kordon kani bankaciligt bir kisinin hayatinda daha sonra ortaya g¢ikabilecek
bozukluklar1 tedavi etmek i¢in giderek daha uygun bir segenek olarak lanse
edilmektedir. Ayrica kordon kani insan I0kosit antijeninin uyumsuzlugunun
iistesinden gelmek icin transplantasyonda da kullanilmaktadir (184).

Multipotent erigkin kok hiicrelerin farklilagsma kabiliyetleri sinirh olsa da, bu
engellerin iistesinden gelmek igin ydntemler gelistirilmistir. indiiklenmis pluripotent

kok hiicreler (IPKH'ler) embriyonik kok hiicreler gibi davranacak sekilde yapay olarak
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yeniden programlanabilen yetiskin hiicrelerdir. Belirli bir dizi transkripsiyon faktorii
(Oct3/4, Sox2, KlIf4 ve c-Myc) eklenerek somatik hiicrelere puliripotent 6zellikleri
geri kazandirilabilir ve boylece muazzam terapdtik potansiyel elde edilebilmektedir

(184).

Kok Hiicre Hiyerarsisi

()= Totipotent kok hiicre
O = Pluripotent kok hiicre

= Multipotent kok hiicre

' = Farklilagsmus hiicreler

<« <«

‘ Pluripotensi Yoniinde Hiicre
Yeniden Programlama

¥

Farklilasmis Hiicreler

Sekil 4. Kok hiicre farklilasmasinin asamalar1 (184).

2.3.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Rejenerasyon Potansiyeli

Stirekli kendini yenileyen ve ektoderm, mezoderm ve endoderm germ
tabakalaria dogru farklilagabilen pluripotent embriyonik kok hiicrelerin kesfinden
sonra etik ve teknik kaygilarin yani sira teratom olusumu potansiyeli oldugu
bulunmustur. Bu durum yetiskin kaynaklardan alternatif multipotent kok hiicreleri
arastirmaya olan ilginin artmasina neden olmustur. Hematopoetik kok hiicreler ve
mezenkimal/stromal kdk hiicreler gibi ¢ok potansiyelli insan erigkin kok hiicrelerinin
emriyonik kok hiicrelere kiyasla ahlaki, etik veya giivenlik ikilemleri olusturma
olasilig1 daha diisiiktiir. Hematopoetik kok hiicreler, tiim kan ve bagisiklik soylarina
farklilagabilir, 16semi ve kan bozukluklarini tedavi etmek i¢in kullanilmistir.
MKH'lerin ¢ok c¢esitli yetiskin kaynaklarindan izolasyonuna ve bu hiicrelerin
adipojenik, kondrojenik, osteojenik ve norojenik hiicreler gibi cesitli soylara

ayrildigina dair raporlara ragmen MKH'lerin terapdtik kullanimi bir dizi engelle
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karsilagmistir. Birincisi MKH'lerin yetigkin kaynaklarindan izolasyonunun olasi dondr
bolge morbiditesi ile invaziv ve siklikla agrili prosediirleri igermesidir. Ikincisi in vitro
geciste daha da azaltilacak olan degisken ¢ogaltma ve farklilasma yeteneklerine sahip
olmalaridir.  Ugiinciisii ise MKH'lerin kendini yenileme ve farklilasma
potansiyellerinin dondr yasi, genetik ve cevresel strese maruziyetten ciddi sekilde
etkilenmesidir (185).

Alternatif kaynaklar aragtirmaya g¢alismak MKH'lerin daha arzu edilen
kaynaklar olarak kabul edilen gobek kordon kani, gébek kordonu ve plasenta gibi
perinatal kaynaklardan ve ayrica fetal doku ve amniyotik siv1 gibi fetal kaynaklardan
izole edilmesine yol agmistir. Bu dokulardan tiiretilen hiicrelerin adipojenik,
kondrojenik, osteojenik ve norojenik hiicre soylarma dogru farklilagtigi bulunmustur.
Bununla birlikte erigkin kaynaklara benzer sekilde perinatal ve fetal kaynaklardan
tiiretilen MKH'ler de kendini yenileme ve farklilagsma potansiyelinde farklilik gosterir.
Son zamanlarda insan gobek kordonu ve plasentanin farkli nislerinden izole hiicreler
elde edilmistir. Nisden bagimsiz olarak izole edilen hiicrelerin tiimii Uluslararasi
Hiicresel Terapi Derneginin Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre Komitesi tarafindan
belirlenen kriterlere gore MKH olarak tanimlanmistir. MHK ler, yapiskan 6zellik
gosterir ve fibroblastoid morfolojisi sergilerler, MKH'ye 6zgii farklilagma (CD)
belirtecleri kiimesi (CD73, CD90 ve CD105) sergilerle ve CD14, CD19, CD34 ve
CD45 belirteclerini bulundurmazlar. Ayrica in vitro ortamda adipojenik, kondrojenik
ve osteojenik  soylara dogru farklilagabilirler. Ek olarak  MKH'ler
immiinomodiilasyonun yani sira anti-apoptotik ve anti-oksidatif etkileri destekleyen,
ndromiiskiiler agrilarin ve diger bircok hastaligin tedavisinde yardimcei olabilecek bir
parakrin etkisine sahiptir. MKH'ler ayrica Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi,
Amyotrofik Lateral Skleroz, Multipl Skleroz, Dejeneratif Disk Hastaligi, Retinal
Dejeneratif Hastalik, Miyokardiyal Enfarktiis ve Tip 1 Diyabet gibi dejeneratif
hastaliklar1 ve bozukluklar1 tedavi etmek icin terapdtik potansiyelleri agisindan
arastirilmaktadir. MKH'lerden tiiretilen kemokinlerin ve sitokinlerin kullaniminin

otoimmiin hastalik i¢in tedavi etkinligini arttirdig1 da gosterilmistir (185).
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Sekil 5. Mezenkimal kok hiicre kaynaklar1 ve ¢esitli soylara farklilasma
potansiyelleri (185).

Ortak morfolojik ozelliklerin varligi ve hiicre ylizeyi belirteglerinin
ekspresyonu ile bile izole edilmis hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilasma kapasitesindeki
farkliliklar MKH olarak adlandirilma gerekgelerinin sorgulanmasia yol agmustir.
MKH’ler osteojenik kok hiicreler, iskelet kok/progenitor hiicreleri, mezodermal kok
hiicreler, mezenkimal progenitor hiicreler, mezenkimal stromal hiicreler, tibbi sinyal
hiicreleri, multipotent stromal hiicreler ve perisit MHK’ler gibi cesitli adlarla
antlmiglardir. Bu adlar genellikle kolaylik saglamak veya aragtirilan faaliyetlerin
tiiriini belirtmek i¢in kullanilmistir. Cesitli kaynaklardan izole edilen hiicreler in vitro
ve in vivo ¢ogalma ve farklilasma potansiyellerinde bir farklilik gdsterir. Bu nedenle
MKH'ler 800'den fazla klinik ¢alismada kullanilmis olmalarina ragmen sonuglari

karsilagtirmak ¢ogu zaman miimkiin degildir (185).
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2.3.3. Yag Dokusu Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicreler (YKH) ve Alt

Popiilasyonlar:

MKH'ler arasinda YKH'ler doku miihendisligi uygulamalar1 icin bazi
avantajlar sunar. YKH'ler az dondr alan morbiditesi ile daha biiyiik miktarlarda
kolayca toplanabildikleri i¢in tanimlanan en umut verici kok hiicre
popiilasyonlarindan biri haline gelmistir. Subkiitan yag dokusu ¢esitli yag doku tipleri
arasinda klinik olarak en 6nemli YKH kaynagidir. YKH’ler karin, uyluk ve kolun
subkiitan6z yag dokusundan izole edilebilir. Yag dokusu insan viicudunda nispeten
bol oldugu icin YKH'ler daha fazla sayida elde edilebilir. YKH'lerin ¢oklu soy
kapasitesi hiicre terapisi ve doku miihendisligi potansiyeli sunmaktadir (186,187).

Yag dokusunun toplanmasi kolaydir ve kemik dokusundan 2.500 kat daha fazla
sayida staminal Oncli icerir (188). Bununla birlikte YKH'ler diger MKH’lerle
Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi'nin bir pozisyon ifadesi ile tanimlanan cesitli
ozellikleri paylasir. U¢ minimal kriter kiiltiirlenmis MKH'leri tanimlar: (I) standart
kiiltiir kosullarinda plastik yapisma; (II) CD105, CD73 ve CD90 ekspresyonu igin
pozitiflik ve CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR yiizey
molekiilleri i¢in negatiflik; ve (III) li¢ soya farklilasma (adipojenik, kondrojenik ve
osteojenik) potansiyeli (4). Bununla birlikte YKH'ler arasinda farkli alt
popiilasyonlarin tanimlanabilecegi zamanla ortaya ¢ikmistir. YKH'ler perivaskiiler
nigin bir pargasidir ancak CD31'in ekspresyonunun eksikligi onlar1 endotelyal
hiicrelerden ayirir (189).

Perivaskiiler YKH'ler arasinda CD146, CD34 ve CD31 gibi farkli ylizey
isaretleyicilerinin birlesik analizi kullanilarak iki farkli alt popiilasyon tanimlanabilir:
(I) CD146+, CD34-, CD31- olan (ayn1 zamanda perisitler olarak tanimlanan) hiicreler
ve (II) CD146-, CD34+, CD31- olan (ayn1 zamanda adventisyal hiicreler olarak da
tanimlanan) hiicreler. Adventisyal hiicreler supra-adventuar yagin bir dis tabakasinda
bulunurken perisitler mikrovaskiilatiir ile yakindan iligkilidir (190). Endotel hiicreleri
ile siki iliskileri vardir ve etkilesimlerinin anjiyogenezin diizenlenmesinde 6nemli bir
rolii vardir (191). Baz1 hipotezler perisitleri iceriden disartya dogru bir farklilagsma
stirecinden gegen daha staminal bir form olarak kabul etmektedir (192). Her iki hiicre
tipi de biiylime, morfoloji, ylizey belirtegleri ve klonal ¢ok hatli farklilagma potansiyeli

gibi MKH 6zellikleri barindirmaktadir (193). Rad ve ark. (194) gore bukkal yag pedi,
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abdominal ve kalca yagiyla karsilagtirildiginda, en yiliksek miktarda CD146-pozitif
hiicre, daha yiiksek proliferasyon orani ve osteojenik ve anjiyojenik belirteclerin
ekspresyonunu gostermistir.

Bir¢ok yazar yag dokusundan siralanmis CD146+, CD34-, CD31- perisitlerin
osteojenik kapasitesini arastirmis ve kemik dokusu miihendisligi i¢in olast
kullanimlarini degerlendirmistir. James ve ark. ilk kez hem in vitro hem de in vivo
eslesen ayristirilmamis YKH'lere kiyasla insan lipoaspiratindan siralanmis perisitlerin
daha yiiksek osteojenik kapasitesini gostermistir (195). Perisitler in vitro osteojenik
kosullar altinda iglenmemis hiicrelere kiyasla daha iyi bir ossedz farklilasma
gostermistir. CD146+ hiicreler, onceden farklilasma yapilmasa bile in vivo
ayrigtirllmamis hiicrelerden daha fazla kemik olusumu saglamistir. Perisitler
stingerimsi kemik iskelesi iizerine ekildikleri kritik boyuttaki bir kalvaryal defekt
modelinde test edildiginde yiiksek bir osteojenik kapasite gostermisglerdir (196). Sican
omurga fiizyon modelinde, insan perisitleri hem intramembran6z hem de endokondral
kemik olusumunu indiikleyebildiler. Perisitler ile tedavi edilen tiim si¢anlarda tam bir
lumber segment flizyonu elde edilmis ve doza bagimli bir sekilde kemiklesme, kemik
birikimi ve kemik kuvveti artmistir (197).

2.3.4. Yag Kaynakh Kok Hiicrelerin Tanimlanmasi

YKH'ler homojen bir popiilasyon degildir. Birgok yazar, akim sitometri analizi
ile YKH'leri karakterize etmek icin benzersiz tek bir yilizey markeri kullanma
girisiminde bulunmus fakat basarisiz olmuslardir (198). 2006 yilinda Uluslararasi
Hiicresel Terapi Dernegi hiicreleri YKH olarak tanimlamak i¢in minimum bir dizi
kriter 6nermistir: plastige tutunabilme; CD73, CD90 ve CD105'in ekspresyonu ancak
CD45, CD34, CD14 veya CDI1b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR yiizey
molekiillerinin ekspresyonunun eksikligi; ve pre-adipositlere, kondrositlere ve
osteoblastlara farklilasma potansiyeli (4). 2013'te Uluslararas1 Hiicresel Terapi
Dernegi YKH'lerin yiizeyinde CD13, CD29 ve CD44 ylizey belirteclerinin %80'den
fazla ifade edilmesi gerektigini ve birincil negatif belirtecler olan CD31, CD45 ve
CD235a’nin %2'den az olarak ifade edilmesi gerektigini belirtmistir (199). Li ve ark.
(200) YKH'lerin alt popiilasyonlarin1 kategorize etmislerdir; en ¢ok bulunan alt
poptilasyon pre-adipositlerdir (CD31-/CD34+; %67.6), ikinci sirada erken endotelyal
hiicre popiilasyonu yer almaktadir (CD31+CD34+; %5.2) ve geri kalan iki alt
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poptilasyon ise perisitler (CD146+/CD31-/CD34-) ve olgun endotelyal hiicrelerdir
(CD31+/CD34-; her biri %1'den az). Tiim hiicre tipleri arasinda pre-adipositler en
biiyiik proliferasyonu ve en yiiksek adipojenik farklilasmay1 gdstermistir. Yag dokusu
icinde YKH'lerin lokalizasyonunu belirlemek amaciyla bir¢ok ¢aligma yapilmistir,
ancak kesin lokalizasyonlar1 belirsizligini korumaktadir (201).

2.3.5. Yag Kaynakh Kok Hiicrelerin Izolasyonu

Farkli anatomik boélgelerden toplanan YKH'ler farkli ozellikler gosterir.
Ornegin, yiizeysel karin bolgelerinden toplanan YKH'ler iist kol, medial uyluk,
trokanterik veya ylizeysel derin karin depolarindan hasat edilen YKH'lere gore 6nemli
ol¢iide daha az apoptoz gecirir. Farkli yerlerden, hiicre tiplerinden ve tiirlerden izole
edilen YKH'ler farkli yogunluklara sahiptir (202) ve farkl prosediirler YKH kalitesini,
islevselligini ve plastisiteyi etkileyebilir (203). Beyaz adipoz doku ve kahverengi
adipoz doku iki ana yag dokusu tipidir. Beyaz adipoz doku fonksiyonu esas olarak
fazla enerjiyi trigliserit seklinde depolamak olan subkutan ve viseral yag dokularinda
bulunur. Viseral yag ile karsilagtirildiginda subkutan depolarda YKH verimleri daha
fazladir. En yliksek YKH konsantrasyonlar1 kol adipoz dokusu depolarinda ve en
biiylik plastisite ise beyaz adipoz doku formundaki inguinal adipoz doku depolarinda
bulunur (204). Kahverengi adipoz doku beyaz adipoz dokudan c¢ok daha azdir ve
yenidoganlarda mediasten, boyun ve interskapular alanlarda bulunabilir; ana islevi
termogenezdir. Ayrica kahverengi yag dokusu depolarinda YKH'ler de vardir ancak
bu YKH'lerin beyaz yag dokusundan izole edilenlerden farkli 6zellikleri vardir ve daha
kolay iskeletsel miyojenik farklilasma gegirirler (205).

Zuk ve ark. tarafindan bildirilen protokol hala YKH izolasyonu i¢in en yaygin
kullanilan yontemdir. Bu yonteme gore YKH'ler beyaz yag dokusundan izole edilir.
Yag dokusu esit hacimde fosfat tamponlu salin (PBS) ile birkag kez yikanir ve %0.075
kolajenaz tip II ile 30 dakika boyunca 37° C' de enzimatik sindirimden once kiigiik
pargalara kiyilir. Sindirimden sonra, elde edilen pelet bir¢ok hiicre tipinde heterojen
bir popiilasyon verir ve stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) olarak adlandirilir. SVF
YKH'ler, pre-adipositler, endotel hiicreleri, fibroblastlar, endotel progenitor hiicreleri,
yerlesik monositler/makrofajlar, perisitler, vaskiiler diiz kas hiicreleri, 16kositler,
lenfositler ve eritrositler igerir. SVF'de yaklagtk 2 ila 6 milyon hiicre, 1 ml

lipoaspirattan elde edilebilir. %10 fetal sigir serumu (FBS) iceren Dulbecco’nun
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modifiye edilmis Eagle’s (DMEM) enzim aktivitesini notralize etmek igin
eklenir. Hiicre slispansiyonu, yiiksek yogunluklu bir SVF elde etmek iizere 10 dakika
boyunca 1200xG'de santrifiijlenir. Siipernatant atilir ve SVF peleti NH4CI i¢inde
yeniden siispansiyon haline getirilir ve eritrositleri uzaklastirmak icin oda sicakliginda
10 dakika inkiibe edilir. SVF santrifiij yoluyla toplanir ve daha sonra sindirilmemis
doku fragmanlarini ¢ikarmak i¢in 100 um'lik bir agdan siiziiliir ve gece boyunca %5
CO? igeren ortamda 37° C' de kontrol medyumu (DMEM, %10 FBS, 500 IU penisilin
ve 500 pg streptomisin) ile inkiibe edilir. YKH'ler gece boyunca kiiltiirlendikten sonra
plastik-yapiskan bir popiilasyon olarak elde edilir (206).

2017 yilinda Li ve ark. (207) NH4CI veya NaCl hipotonik ¢ozeltileri ile eritrosit
giderimi i¢in iki yontemi karsilagtirmis ve lipoaspirat tiirevi YKH'lerin fonksiyonu
izerindeki etkilerini degerlendirmistir. Sonuglar1 hipotonik NaCl ¢ozeltisinin YKH
saflagtirma agisindan NH4Cl ¢o6zeltisinden daha etkili oldugunu ve iyi iretim
uygulamalari/iyi  klinik uygulama kilavuzlarinin = standartlarini  karsiladigini
gostermistir.

Palumbo ve ark. SVF'nin verimini ve YKH sayisini, plastik yapisma
kabiliyetini ve YKH'lerin farklilasma potansiyelini analiz etmislerdir. Sonuglari
sunlar1 gostermistir: birincisi 20 veya 30 dakikada kendiliginden tabakalanan YKH'ler,
90 veya 400 xg' de 3 dakika boyunca santrifiijlemeden sonra elde edilenlerle
karsilagtirilabilir ¢iinkli YKH'ler adipojenik, osteojenik ve kondrojenik soylara basarili
bir sekilde ayrilir ve bu YKH'lerin farklilasma kabiliyetinin hi¢bir isleme yonteminden
etkilenmedigini diisiindiiriir; ve ikincisi 20 dakikada spontan tabakalagsmadan ya da
400 xg'de santrifiijlemeden sonra, lipoaspirat numunelerinden elde edilen orta tabaka
yeterli YKH saglayabilir ve adiposit biitiinliigiinii koruyarak iki yaklagimin da etkili
oldugunu gosterir (208).

2.3.6. Yag Kaynakh Kok Hiicrelerin Farklilasma Yetenegi

YKH'lerin hem in vitro hem de in vivo ¢oklu soylara farklilagsabilecegine dair
cok sayida kaynak vardir. YKH'lerin mezodermal orijinli olmalarina ragmen,
ektodermal, endodermal ve mezodermal kaynakli hiicrelere farklilagabildikleri
gosterilmistir (209). YKH'ler mezodermal orijinleri nedeniyle adipojenik, osteojenik,
kondrojenik, miyojenik, anjiyojenik, kardiyomiyojenik, tendonojenik ve

periodontojenik soylara farklilasabilecegi yaygin olarak kabul edilmektedir. In vitro

49



YKH farklilagmasi koken spesifik indiiksiyon faktorleri iceren segici ortam tarafindan
indiiklenir (210).

2.3.7. Yag Kaynakh Kok Hiicrelerin in Vitro Osteojenik Farkhlasmasi

YKH'lerin osteoblastlara ayrilmasi i¢in, kiiltiir ortam1 DMEM (%10 FBS ile),
10 mM B-gliserol fosfat, 40 pg/ml gentamisin, 8 M deksametazon, 2 mM L-glutamin,
8 M dihidroksivitamin D3 ve askorbik asit icermelidir (211). Osteojenik ortam her 3
giinde bir degistirilir. Yaklasik 14 giin boyunca hiicreler osteoblast benzeri hiicrelere
indiiklenir. %10 formalin i¢inde fiksasyondan sonra, osteoblast benzeri hiicreler
tarafindan {iretilen hiicre dist maktriks i¢indeki kalsiyum fosfat 40 mM Alizarin
Kirmizis1 veya von Kossa (pH 4.1) kullanilarak degerlendirilebilir. Bu siire zarfinda
Runx-1, BMP-2, BMP-4, tip I kolajen, osteoponin, alkalen fosfataz, osteokalsin,
kemik sialoprotein ve PTH reseptorii igeren genlerin ekspresyonu artar (212).

2.3.8. Yag Kaynakh Kok Hiicrelerin Klinik Uygulamalari

YKH'lerin klinik tipta pratik avantajlar1 vardir ve aragtirmalar uygulamalarini
daha pratik hale getirmistir (213). YHK'ler yara iyilesmesi i¢in kritik olan ¢ok sayida
biiytime faktorii ve sitokin salgilayabilir. Ayrica gelismis doku graniilasyonu, artmis
makrofaj gbécli ve YKH'ler tarafindan saglanan artmis vaskiilarizasyon, YKH
uygulamalarini etkili yara tedavileri haline getirmektedir (214,215). Rigotti ve ark.
(215) 31 ay boyunca 20 hastaya YKH igeren lipoaspirat ornekleri vermislerdir.
Hastalarda yeni damar olusumu ile ultrastriiktiiel doku ozelliklerinde diizelmeler
oldugu goriilmiis ve bu da 6nemli klinik iyilesmeler oldugunu gostermistir. YKH'lerin
diyabet veya Tromboanjitis Obliterans hastalarinda iskemi ile komplike olan yaralarin
tedavisinde de faydali oldugu kanitlanmistir. Bu bulgular YHK'lerin atrofi, fibroz,
retraksiyon ve radyasyon tedavisi ile ortaya ¢ikan {ilser gibi siddetli semptomlarin da
tedavisinde etkili olabilecegini diisiindlirmektedir. Ayrica YKH'lerin anormal skar
olusumu gibi patolojik yara iyilesmesinin tedavisinde yararli oldugu gosterilmistir.
Hayvan modellerinde YKH enjekte edilen yara izleri kontrol grubundakilere kiyasla
ylizey alaninda bir azalma, renk ve esneklikte ise iyilesmeler gostermistir
(214,216,217). Baz1 yazarlar YKH'lerle tedavinin skar olusumu ile iligkili inflamatuar
stiregleri hedefleyebilecegi sonucuna varmislardir. Ciinkii YKH'lerin immiinsiipresif
ve antienflamatuar etkilere sahip oldugu kamitlanmustir. iki calismada allojenik

YKH'lerin intravendz inflizyonunun, kronik grafi versus host hastaligi, idiyopatik
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trombositopenik purpura ve refrakter eritrositer aplazi gibi hematolojik ve
immiinolojik bozukluklarin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir. Bu da YHK'lerin
immiinomodiilatér olabilecegini isaret etmektedir (218-220). YKH'lerin hasarli
dokulara ve tiimor bolgelerine yonelimi onlar1 tiimorlere ve metastatik nislere
terapotik uygulama i¢in umut verici bir vektor yapar (221).

Plastik cerrahi YKH'lerin wuygulanmasi icin benzersiz bir sekilde
konumlandirilmis biiyliyen bir alandir. Yag grefti uygulamalart YKH'lerin klinik
rejeneratif potansiyelini gostermektedir (222). Yag grefti uygulamalar1 igin
lipoaspirat1 yercekimi yoluyla ayirma ve filtrasyon veya santrifiijleme (safsizliklari
gidermek ve YKH kaynagi olarak yiiksek kaliteli SVF igeren nispeten saf numuneler
elde etmek) gibi basit prosediirlere dayanan cesitli standart protokoller mevcuttur.
Hiicre destekli lipotransfer (CAL) 2006 yilinda Matsumoto ve ark. tarafindan ortaya
atilmistir. Aspire edilen yagin enzimatik izolasyondan sonra elde edilen SVF ile
zenginlestirilmesi uzun donemde hacim stabilitesini arttirmig buda daha az yag
rezorpisyonuyla nakledilen yagin sag kalim oranini anlamli derecede arttirmis ve yag
enjeksiyonunun yan etkileri olan kist olusumu ve fibroziste belirgin azalmaya sebep
olmustur (223,224). Yag greftinin meme dokusunda yag nekrozu ve kalsifikasyon
nedeniyle meme goriintilemeyi ve meme kanseri degerlendirmelerini
zorlagtirabilecegi bildirilmistir. 2008 yilinda Yoshimura ve ark. 40 hastada kozmetik
gogiis biiylitme icin CAL uygulamistir. Hicbir major komplikasyon gozlenmemis ve
estetik sonuglar elde edilmistir (225). Daha sonra CAL gogiis biiyiitme, yliz germe ve
yiiz sekillendirme ameliyatlarinda yiiz lipoatrofisi ve yiiz biiylitme icin diger
uygulamalarin yaninda yaygin olarak kullanilmistir (226,227). YKH'lerin meme
biliylitme i¢in CAL formunda kullanilmasinin meme kanseri tedavisinden sonra
kullanilip kullanilamayacagi belirsizligini korumaktadir. Birka¢ ¢aligma YKH'lerin
meme kanseri hiicrelerinin kendileriyle karistirilip yeniden implante edildiginde
metastatik potansiyeli artirabildigini gostermistir. Ancak YKH'ler ile kanser hiicreleri
arasindaki etkilesim tam olarak anlagilamamistir (228,229).

YKH'lerin osteoblastlara ve kondroblastlara farklilasabildikleri iyi
bilinmektedir ve kemik rejenerasyonu i¢in mevcut klinik kok hiicre tedavileri heyecan
verici ve umut verici sonuglar gostermektedir (230). 2004 yilinda Lendeckel ve ark.

bir olgu sunumunda YKH'lerin ilk klinik kullanimin1 tarif etmiglerdir. Siddetli kafa
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travmas1 sonrasi ¢ok pargali kalvaryal kiriklarla yaygin kalvaryal defekti olan 7
yasindaki bir kiz ¢ocugunda SVF uygun yerlere yerlestirilmis ve rekonstriiksiyondan
3 ay sonra bilgisayarli tomografi taramalarinda yeni kemik olusumu gdzlenmistir.
Kemik iligi kaynakli MKH'lere kiyasla YKH'lerin 6zellikle pediatrik hastalar igin
hiicre verimi acisindan daha avantajli oldugu kaydedilmistir (231). Calismalar
YKH'lerin yeni kemik olusturabildigini ve biiylik kalvaryal defektlerin yani sira
maksilla ve mandibulay1 i¢eren defektleri onarabildigini géstermistir (232). Kikirdak
defektlerinin klinik rekonstriiksiyonu zorlu olmaya devam etmektedir ¢ilinkii kendi
kendine onarim i¢in dokunun i¢ kapasitesi sinirlidir (233). Hayvan calismalart umut
verici sonuglar vermesine ragmen kikirdak kusurlarimi tedavi etmek icin YKH'lerin
kullanimu ile ilgili klinik ¢aligma yapilmamistir. Hayvan ¢aligmalarinda YKH'ler
patellofemoral eklemlerdeki ve kulak kepgesi defektlerindeki hiyalin kikirdak hasarini
tamamen onarmistir. Bu bulgular gelecekteki klinik uygulamalar i¢in umut vericidir
(234,235). Periferal sinir yaralanmalari iizerine yapilan ¢aligmalarin ¢ogu Schwann
hiicresi gibi konakg1 destek hiicrelerinin degistirilmesine odaklanmistir. Ciinkii bunlar
yenilenen aksonlar i¢in besleyici, yapisal ve yonlii destek saglamak i¢in ¢ok onemlidir
(236,237). YKH'lerin néron benzeri soylara farklilasarak nérojenezi destekleyebildigi
bildirilmistir (238). Choi ve ark. (239) terapdtik genleri eksprese eden klinik olarak
uygulanabilir YKH'ler gelistirmis ve farelerde beyin sap1 gliomasi igin terapotik
etkinliklerini aragtirmislardir. Beyin sap1 gliomlar1 i¢in klinik olarak uygulanabilir
giivenli ve etkili bir kok hiicre bazli gen terapisi olusturmuslardir. YKH'ler ve SFRP4
proteininin sartlanmis medyumundan tiiretilmis faktorler, kanonik Wnt sinyalinin
inhibisyonu yoluyla gelismis apoptotik aktivite ile birlikte MCF-7 hiicrelerinde timor
hiicresi canliligin1 ve migrasyon oranlarini 6nemli 6l¢lide azaltmistir (240).
YKH'lerin bollugu, elde edilme kolayligi, ¢coklu soylara farklilasma ve gesitli
sitokinleri salgilama yetenekleri ve bunlarin immiinomodiilator etkileri, YKH'lerin
doku rejenerasyonunda belirgin bir rol oynayabilecegi anlamina gelir. Yukarida da
bahsedildigi gibi YKH'lerin biyolojisini belirlemek i¢in ¢ok sayida ¢aligsma yapilmis
ve YKH'lerin rejeneratif tip acisindan uygulanabilirligini daha iyi anlamak amaciyla
klinik Oncesi ¢aligmalar yapilmistir. Ayrica YKH'lerin etkinligini belirlemek i¢in

bir¢ok klinik ¢aligma da yapilmistir ancak ¢ok az faz III klinik ¢aligma bildirilmistir.
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YKH'lerin uzun vadeli giivenligini, kesin etki mekanizmalarin1 ve deneysel bulgulari

klinige doniistiirme yetenegini arastirmak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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GEREC VE YONTEM

Bu calismanin deney asamasi Manisa Celal Bayar Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde (DEHAM) yapildi. Calismada
kontrolleri veteriner hekimler tarafindan yapilan ve saglikli olduklart belirlenen, 30
adet 12 haftalik eriskin erkek Wistar albino sican kullanildi.

Calismada siganlarin kafataslarindan, dis ¢capt 9 mm i¢ ¢apt 5 mm olan, 4 mm
kalinliginda kemik halkalar1 ¢ikartildi ve bu sekilde sigan kafatasi i¢in kritik boyutta
kemik defekti modeli olusturulmasi hedeflendi. Sicanlarin kafataslarindan 2 adet
kemik halkasi ¢ikartildi ve toplam 60 adet kemik halkasi elde edildi. Kemik halkalar1
her grupta 15 adet olmak iizere 4 gruba ayrild1 ve kiiltiir kuyucuklaria yerlestirildi.
Birinci grup, kemik halkasi ile osteojenik besi yeri iceren kontrol grubudur. Ikinci grup
kemik halkasi, osteojenik besi yeri ve borik asit soliisyonu iceren gruptur. Ugiincii grup
kemik halkasi, osteojenik besi yeri ve sican karin yagi kaynakli MKH icermektedir.
Dérdiincii grup kemik halkasi, osteojenik besi yeri, sigan karin yagi kaynakli MKH ve
borik asit sollisyonu icermektedir.

Ornekler 28 giin siireyle kiiltiir ortaminda incelendi, borik asitin MKH {izerine
etkileri ve kemik dokusunun bu duruma katkis1 degerlendirildi. 28. giinde histolojik
inceleme amaciyla drneklerin bir boliimii i¢in deney sonlandirildi. Kalan 6rneklerde
yara modeli olusturularak iki hafta daha iyilesme siireci gézlendi. 6. hafta sonunda
deney sonlandirildi.

3.1. Gerec¢

3.1.1. Deney Hayvanlan

Calismada kullanilan 150-200 gr agirligindaki erkek Wistar siganlar Manisa
Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
(DEHAM) temin edildi. Kemik halkalarinin ¢ikartilmasi sirasinda deney hayvanlarina
etik kurallara uygun olarak islem yapildi. Deney islemleri 6ncesinde Manisa Celal
Bayar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (77.637.435) onay
almmistir (Ek-1).
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3.1.2. Calismada Kullanilan Soliisyonlar

Osteojenik Besi Ortami:

Osteojenik Besi Ortami1: Siganlardan elde edilen kemik halkalar1 i¢in o-MEM
(M4526, Sigma, A.B.D) + %15 FCS (S0113, Biochrom, Almanya) + %0,4 penisilin
(A2213, Biochrom, Almanya) + %0,4 streptomisin (A2213, Biochrom, Almanya) +
%0,1 amfoterisin B (A2612, Biochrom, Almanya) ve %1 gentamisin (A2612,
Biochrom, Almanya) + 50 pg/ml askorbik asit (A8960, Sigma, A.B.D), 10 mM B-
gliserofosfat (G9891, Sigma, A.B.D) + 10-8M deksametazon (D2915, Sigma, A.B.D)

iceren osteojenik besi ortami1 hazirlandi.

MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi:

MTT soliisyonu: 0,5 mg/ml olacak sekilde MTT (M5655, Sigma, A.B.D) stok

sollisyonu hazirlandi. Bu stok soliisyon, hiicre kiiltiir besiyeri ile 1/9 oraninda

seyreltilerek kullanma soliisyonu olusturuldu.

Von Kossa Boyamasi Soliisyonlar:

%10’luk noétral formalin tampon soliisyonu:
1.
2.
3.
4.

Formalin/formaldehid ~ 100mL
NaHPO4 l6g
NaH>PO4.H,0O 4g
Distile su 1L

Taze Substrat Soliisyonu:

1. Naphthol AS MX-PO4

2. N,N-Dimethylformamide (DMF)
3.
4
5

Tris-HCI MW=157.6 pH 8.3 0.2M

. Red Violet LB salt

. Distile su

%2,5’luk Giimiis Nitrat Soliisyonu:

1.

2.

AgNOs 2.5¢
Almanya)
Distile su 100mL

(1.04002.2500, Merck, Almanya)
(0306, J. T. Baker, Hollanda)
(5266437, Merck, Almanya)

(N5000, Sigma, A.B.D)
(D4551, Sigma, A.B.D)

(A2264.010, Applichem, Alm.)
(F1625, Sigma A.B.D)

(31630, Riedel-deHaen,

Sodyum Karbonath Formaldehit Soliisyonu:

1.
2.

Formalin/formaldehid 25mL
Na,COs S5g

(Merck, Almanya)
(Merck, Almanya)
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3. Distile su 100mL

P-Nitrofenil Fosfat (Pnpp, N 4645, Sigma, A.B.D) Soliisyonu:

Bu soliisyon ALP ELISA &l¢iimii icin 150 mM 2-amino-2-metil-1-propanol
buffer (A9199, Sigma, A.B.D) i¢inde hazirland.

Alizarin Kirmizis1 Boyamasi Soliisyonu:

%1°1ik stok AK’s1 (05600, Fluka Sigma, Steinheim) soliisyonu distile su ile
hazirlandi. Stok soliisyon 1/10 distile su ile diliie edilerek kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. MKH'lerin Cogaltilmasi

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim
Dalinda bulunan, daha o6nceden elde edilmis ve -80° C’de dondurulmus durumda
saklanan sican karin yag dokusu kokenli MKH’ler ¢ozdiiriilerek kiiltiir kaplarinda
kiiltiire edildi ve bu hiicrelerin segici olarak plastik yiizeylere yapigma 6zelliginden
yararlanildi.

MKH’ler 2,5cm?’lik hiicre kiiltiir kabinda %15 FBS (S0113, Biochrom, Berlin,
Almanya), 50 pgr/ml Gentamisin (A2712, Biochrom, Berlin, Almanya), 100 Ul/ml
Penisilin ve 100 Ul/ml Streptomisin (A2213, Biochrom, Berlin, Almanya), 100 Ul/ml
Amfoterisin (A2612, Biochrom, Berlin, Almanya) ve 200 mM L-glutamin (K0282,
Biochrom, Berlin, Almanya) iceren a-MEM (F0915, Biochrom, Berlin, Almanya)

kiiltiir kabinda 37°C’de ve %5 CO,’li ortamdaki inkiibatorde ¢ogalmaya birakildu.
Boylece, MKH’lerin yiizeye tutunma Ozellikleri ile silispanse olarak {ireyen
hematopoetik kok hiicrelerin ayrilmalar1 saglandi. Hematopoetik hiicreler ise PBS
(fosfat tamponlu salin) ile yikamalar sonrasi ortamdan uzaklastirildi. MKH’lerin 1/3
pasaj oraninda yaklasik olarak 3 giin icerisinde ylizeyi kapladiklar1 gézlendi (Sekil x).

Kiiltiir ortaminda {i¢ giin sonra ylizeye tutunmayan hiicreler besi ortaminin
degistirilmesi sonucu ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra hiicre kiiltiir kabina yapisan
hiicreler kiiltiir kabin1 %70-80 oraninda kaplayincaya kadar besiyeri iki glinde bir
degistirildi. Faz kontrast atagmanli inverted mikroskop (IX71, Olympus, Japonya)
altinda hiicrelerin tiremeleri kontrol edildi ve kiiltiir kabinin taban1 %70-80 oraninda
hiicre ile kaplandiginda (%70-80 konfluente ulasildiginda) alt-kiiltiir (pasaj) islemine
gecildi. Birincil kiiltiir sifirinct pasaj (P0) kabul edilerek, P2 kullanildi (241).
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3.2.2. Hiicre Uremesinin degerlendirilmesi

Hiicre Uremesinin MTT ile Degerlendirilmesi:

Osteoblastlarin mitokondrial fonksiyonlar1 dolayisiyla canli hiicre yogunlugu
kolorimetrik bir test yontemi olan MTT testi ile belirlendi. Bu test sari, suda
cozlinebilen MTT boyasinin aktif mitokondrilerdeki elektron akimi yoluyla mor
formazan iirlinlerine doniismesini 6lgmektedir. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromid) deneylerinde mor renkli formazan iiriinlerinin
azalmasi hiicre canlilifi ve c¢ogalmasinda fikir verir. Hiicreler MTT kullanma
soliisyonu ile 4 saat inkiibe edildi. Daha sonra soliisyon uzaklastirildi. Kiiltiir kabinin
her gozline dimetilsiilfoksit (DMSO, D2650, Sigma, A.B.D) eklendi. Formazan
tuzlart DMSO ile ¢oziildii ve absorbans 570 nm’de spektrofotometre (UNICAM, Uv
visible Spektrofotometre, ingiltere) de dlciildii (241).

Von Kossa (VK) ve Alizarin Kirmizisi (AK) Boyamas: ile Kalsiyum

Iceriginin Belirlenmesi:

Hiicreler 48 gozlii kiiltiir kaplarinda inkiibe edildi. 28. giinde VK boyamalar1
yapilarak ALP aktivitesi ve nodiillii alanlar gozlendi. Kiiltiir kaplarindaki besi ortami
uzaklagtirildi ve soguk PBS (fosfat tamponlu salin) ile yikandi. Daha sonra %10’luk
soguk notral formalin tamponda 15 dk fikse edildi. Siire sonunda tiim tampon
uzaklastirildi ve bir kere distile su ile yikanarak, 15 dk distile suda birakildi. Daha
sonra taze substrat ile kiiltiir kaplar1 45 dk inkiibe edildi ve 4 kez distile su ile yikandi.
Son olarak %2,5’luk giimiis nitrat ile 30 dk boyandi ve biitiin glimiis nitrat
uzaklagtirilarak 3 kez distile su ile yikandi. Giimiis nitrat tamamen uzaklagtirildiktan
sonra mikroskop altinda incelenerek kurumaya birakildi. Tutunan hiicrelerde ALP
(alkalen fosfataz) enzim aktivitesinin oldugu alanlarin kirmizi, mineralize nodiilli
alanlarin kahverengi veya siyah boyandig1 gortildii.

Kalsiyum igeriginin belirlenmesi icin 28. giinde AK boyamasi yapildi. AK’ nin
%1’lik stok soliisyonu distile su ile hazirland1 ve bu soliisyon 1/10 distile su ile diliie
edilerek kullanildi. Kiiltiir kabindaki besi ortami1 dikkatli bir sekilde uzaklastirilarak
hiicreler %70’lik soguk etanol ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda
alkol dikkatlice uzaklagtirilarak 5 dk’lik stirelerle 2 defa distile su ile yikandi. Suyu
uzaklastirip hiicreleri kaplayacak sekilde AK eklenip 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra
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AK almip 4 defa distile su ile yikanarak mikroskop altinda incelendi. Kalsiyum
birikimi olan alanlar kirmiz1 kahverengi boyanmis olarak gozlendi.

AK pozitif koloni sayist ile 100’den fazla hiicre igeren biiyiik koloni (BK)
sayilar1 ona kadar (+1), yirmiye kadar (+2) ve yirminin {istii i¢in (+3) olarak kabul
edildi.

Immunohistokimya Yoéntemi ile Osteokalsin, Osteonektin, Alkalen

Fosfataz ve RANKL Aktivitesi Tayini:

Kiiltiirler 28. giinde Osteonektin (ON), Osteokalsin (OK), ALP ve RANKL
antikorlar1 kullamlarak immunohistokimyasal olarak incelendi. Ornekler PBS’de
hazirlanmis %4’lik paraformaldehid soliisyonu (pH 7,4) ile fikse edildikten sonra 3
defa 5’er dk PBS ile yikandi. Daha sonra %0,5°lik tripsin soliisyonu ile 5 dk inkiibe
edildikten sonra yukarida tarif edilen sekilde yikama islemi yapildi ve %3 hidrojen
peroksit (H>O>) i¢inde 30 dk bektildi. 1 saat bloking serumu ile inkiibe edilen hiicreler
yikanmadan sadece serumun alinmasindan sonra anti-OK (sc-365797, Zymed, San
Fransisco, A.B.D), anti-ON (33-5500, Zymed, San Fransisco, A.B.D), anti-RANKL
(sc-52950, Zymed, San Fransisco, A.B.D) ve ALP (E-AB-70383, Zymed, San
Fransisco, A.B.D) primer antikorlar1 ile 18 saat inkiibe edildi. Yikama isleminden
sonra biotinlayted anti-mouse/anti-rabbit konjuge edilmis streptavidin-horsedish
peroksidaz soliisyonlar1 ile 30’ar dk boyandi (85-9043, Zymed Histostain kit San
Fransisco, A.B.D). Her bir ikincil antikor 3 defa 5’er dk PBS ile yikandi.
Immiinreaktiviteleri goriiniir halde saptamak amactyla diaminobenzidin (DAB, 00-
2020, Zymed, San Fransisco, A.B.D) ile 5 dk boyandi. Primer antikorun yerine PBS
konarak negatif kontrolleri yapildi. Distile su ile yikama isleminden sonra kapatma
medyumu (00-8030, Histomount mounting solution, San Fransisco, ABD) ile kapatild1
(241-244).

SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) ile Inceleme Yontemi:

Kiiltiir kab1 iizerinde g¢ogaltilan hiicreler, 0.1 mol/l sodyum kakodilat ile
tamponlanmis %2,5’lik glutaraldehit soliisyonu igine yerlestirilerek buz iizerinde 30
dk. siire ile bekletildi. Daha sonra drnekler, sodyum kakodilat tamponu i¢inde 30 dk.
stire ile yikandiktan sonra, 0,1 mol/l sodyum kakodilat ile tamponlanmis %?2’lik
ozmiyum tetroksit icinde post-fiksasyon siirecine tabi tutuldu. Bu siire¢ sonunda,

distile su ile iki kez 5’er dk. yikanan ornekler, alkol serisi i¢inde (%35, 50, 70, 85, 95
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ve 100, 5’er dk) dehidrate edilerek kurutma amaci ile 5 dk hekzametildisilazan
soliisyonu igerisine konuldu. 30 dk siire ile havalandirilarak kurutulduktan sonra piring
tastyicilar {izerine yerlestirilen ornekler yaklasik 200 A kalinhginda altin ile
kaplanarak SEM’de (JEOL JSM-5200, Japonya) incelendi (245,246).

Verilerin Istatistiksel Analizi:

Istatiksel calismada Graphpad Istatistik programi (Graphpad, San Diego, CA)
kullanilarak tek yonli ANOVA analizi yapildi. Ortalama ve standart sapmalar
karsilagtirilarak bulunan degerler az anlamli (p<0,05), anlamli (p<0,01), ¢ok anlaml1
(p<0,001) veya anlamsiz (p>0,05) olarak degerlendirildi.

3.2.3. Cerrahi Yontem

Cerrahi islemlerden once deney hayvanlar1 90 mg/kg ketamin hidrokloriir
(Ketalar; Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ve 10 mg/kg xylazin (Rompun; Bayer, Istanbul,
Turkey)’in intramuskiiler enjeksiyonu ile genel anestezi altina alindi. Genel anestezi
altina alinan deney hayvanlar1 tespit tahtasina yerlestirilerek kraniyum sabit duracak
sekilde tahtaya tespit edildi. Cerrahi alanin antisepsisini saglamak amaciyla kafatasi
her iki hemikraniyumu i¢ine alacak sekilde kulaklara kadar povidon-iyodin soliisyonu
(Poviiodex, Kimpa, Tiirkiye) ile yikandi. Gerekli asepsi, antisepsi ve sterilizasyon
kosullart saglandiktan sonra cerrahi alan steril cerrahi Ortiilerle ortiildii ve cerrahi
alanin izolasyonu saglandi. Kanama kontrolii ve analjezi amaciyla cerrahi islem
yapilacak alana ve gevresine 0,5 ml 1:200,000 epinefrin iceren anestezik soliisyonla
(Ultracain-DS hoechst Marion Roussel, Istanbul, Tiirkiye) lokal anestezi yapildi.
Lokal anestezinin infiltrasyonu i¢in 5 dakika beklendi. Daha sonra 15C numarali
bistiiri ile kraniyal yumusak doku orta hatti1 {izerinde, sagital diizlemde, yaklagik 30
mm uzunlugunda, periostu igerecek sekilde tam kalinlikta insizyon yapildi. Yumusak
dokular ve periost frontal, parietal ve oksipital kemikler tamamen aciga g¢ikacak
sekilde her iki yana dogru genisce disseke edildi. Her iki hemikranyum tamamen
goriilecek hale geldiginde yumusak doku ekartdrleri yerlestirildi ve ameliyat sahasi
aciga ¢ikarildi. Kalvaryum tamamen agiga cikarildiktan sonra 6rneklerin alinacagi
alan tlizerinde herhangi bir yumusak doku artig1 kalmadigindan emin olmak amaciyla
kemik yiizeyi keskin kiiret ile kiirete edildi.

Her bir kalvaryumdan 2 adet kemik halkas1 ¢ikartildi. Kemik halkalarinin dig

caplarinin 9 mm, i¢ ¢aplarinin 5 mm, yiiksekliklerinin ise yaklasik 1 mm olamasi
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hedeflendi. Dig ¢ap1 10 mm, i¢ ¢cap1 9 mm olan trefan frez ile (Dentium, Giiney Kore)
birinin sinirlar frontal kemik ve parietal kemikler {izerinde olan, digerinin sinirlar1 ise
parietal kemikler ile oksipital kemik iizerinde bulunacak sekilde iki adet kemik kesisi
yapildi. Bu kesiler kemik tizerinde yaklasik 0,5 mm derinliginde olmasi1 hedeflenen
monokortikal kesilerdi bu sayede i¢ taraflarindan ¢ikartilacak olan kemik parcasinin
kesisi yapilirken kemik parcalarinin kranyuma bagli kalmalar1 saglandi. 9 mm’lik
kesiler yapildiktan sonra merkezleri ¢akisacak sekilde dis ¢apt 5 mm i¢ ¢ap1 4.2 mm
olan trefan frez (Dentium, Giiney Kore) ile ¢ap1 9 mm olan daire igerisinde 5 mm’lik
bikortikal bir kemik kesisi yapildi. Bikortikal kemik kesisinden sonra igerdeki kemik
parcasi distaki halkaya zarar vermeden nazik sekilde disar1 ¢ikartildi. Merkezinde
bulunan kemik parcasi ¢ikartildiktan sonra monokortikal yapilan 9 mm’lik kesiler
dikkatli bir sekilde bikortikal hale getirildi ve kemik halkalari hasar gérmeden
kranyumdan ayrildi. Kemik halkalarinin dura matere bakan ylizeyleri yumusak
dokularmn temizlenmesi amaciyla kiirete edildi. Islem 30 deney hayvani igin ayni
sekilde tekrarlandi. Kemik halkalarinin ¢ikarilmasi igslemi tamamlandiktan sonra

deney hayvanlar1 genel anestezi altindayken servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.
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Sekil 8. Osteotomi hatlarinin anatomik olusumlarla iliskisinin
sematik goriintiisii.
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Sekil 9. Sican kafatasinin anatomik yapisi (enine kesit).
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3.2.4. Cerrahi Uygulama

Resim 1. Cerrahi alanin antisepsisini saglamak amaciyla kafatasi
derisinin povidon-iyodin soliisyonu (Poviiodex, Kimpa, Tiirkiye) ile
yikanmasi ardindan steril cerrahi Ortiiniin ortiilmesi.

Resim 2. Kraniyal yumusak doku orta hatti iizerinde, sagital
diizlemde, yaklasik 30 mm uzunlugunda tam kalinlikta insizyonun
yapilmasi.
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Resim 3. Tam kalinlikli flep kaldirilarak frontal, parietal ve occipital
kemiklerin agiga ¢ikarilmasi ve ekartorlerin yerlestirilmesi.

Resim 4. Dis ¢ap1 10 mm, i¢ ¢apt 9 mm olan trefan frez ile
kalvaryum iizerinde derinlikleri yaklasik 0.5 mm olan monokortikal
kesilerin yapilmasi.
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Resim 5. D1s ¢ap1 5 mm, i¢ ¢ap1 4.2 mm olan trefan frez ile digtaki
kemik halkalar1 kalvaryumla ilisik durumdayken icteki kemik
parcalariin yerlerinin belirlenmesi ve monokortikal kesinin
yapilmasi.

Resim 6. D1s cap1 5 mm i¢ ¢ap1 4.2 mm olan trefan frez ile bikortikal
kemik kesileri yapilarak icteki kemik parcasinin kalvaryumdan
ayrilmast ve distaki kemik halkalarima zarar verilmeden kemik
parcalariin ¢ikartilmasi.
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Resim 7. Dis ¢ap1 10 mm i¢, ¢capt 9 mm olan trefan frez ile
kalvaryum {iizerindeki monokortikal kesiler bikortikal hale
getirilerek kemik halkalarinin dikkatli bir sekilde kalvaryumdan
ayrilmasi.

3.2.5. Kemik Halkalarimin Kiiltiir Ortamma Alnmas1 ve Kiiltiirde

Gergeklestirilen Islemler

Cikartilan 60 adet kemik halkasi (KH) hiicre kiiltiir kuyucuklarina yerlestirildi
ve KH, KH+BOR, KH+MKH, KH+MKH+BOR olmak iizere 4 gruba ayrildi. Kemik
halkalarinin bulundugu hiicre kiiltiir kuyucuklari i¢ine osteojenik besi yeri ilave edildi.
Borik asit iceren gruplara 6 pg/ml borik asit ¢ozeltisi ilave edildi. KH+MKH ve
KH-+MKH+BOR gruplarina kuyucuk basina 50 bin MHK hiicre ilave edildi. MHK ’ler
ilave edildikten sonra oérnekler kiiltiir ortamina alind1 ve 37° C, %5 CO: kosulunda
inkiibasyona birakildi (HeraCell, Kendro Laboratory, Almanya). Hiicrelerin
iiremesine gore 2—3 gilinde bir hiicrelerin besi ortami yenilendi. Hiicrelerin tiremesi
morfolojik olarak faz kontrast atagmanli inverted mikroskopla (CK40-F200, Olympus,
Japonya) incelendi ve mikrofotografi ile goriintiilendi. Hiicreler 28 giin siire ile
gozlemlendi. 28. giinde drneklerin bir boliimii i¢in histolojik inceleme amaciyla deney
sonlandirildi. Kalan 6rneklerde yara modeli olusturularak iki hafta daha iyilesme

stireci gozlendi. 6. hafta sonunda deney sonlandirildi.
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BULGULAR

4.1. MKH’lerin Eldesi, Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Sprague-Dawley sicanlarin adipoz dokusundan izole edilen yag kaynakli
MKH’ler dondurmadan ¢ikarilip kiiltiir kaplarindan kiiltiire edildi ve bu hiicrelerin
secici olarak plastik yiizeylere yapigsma 6zelliginden yararlanildi. Béylece, MKH’lerin
ylizeye tutunma Ozellikleri ile siispanse olarak {ireyen hematopoetik kok hiicrelerden
ayrilmalar1 saglandi. Hematopoetik hiicreler ise PBS ile yikamalar sonrasi ortamdan
uzaklastirildi. MKH’lerin 1/3 pasaj oraninda yaklasik olarak 3 giin icerisinde yiizeyi
kapladiklar1 gozlendi (Resim 8).

MKH

Resim 8. 3. giinde MKH’lerin tutunma, ¢ogalma ve go¢ etme davranislarini
gostermesi.

67



7. giindeki mikroskop goriintiilerinde hiicrelerin kiiltiir kabinin ylizeyine
tutunup yayildiklar: ve fibroblast benzeri igsi bir morfoloji sergiledikleri belirlendi

(Resim 9).

Resim 9. 7. giinde yapilan yikamalar sonrasinda MKH’lerin tutunma, ¢ogalma ve gog
etme davranislar1 gostermesi ve semikonfluent olmalari.
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14. giinde kiiltiirde hiicrelerin konfluent olduklar1 ve sikisarak tiim alani
kapladiklar1 saptandi. Morfolojik olarak benzer o6zellikler goésteren homojen bir

olusum sergiledikleri izlendi (Resim 10).

Resim 10. 14. giinde MKH’lerin tutunma, c¢ogalma ve goc¢ etme davranislarini
gostermesi ve konfluent olmalari.
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4. haftanin sonunda hiicrelerin konfluent hallerini koruduklar1 ve bagka bir

hiicreye farklilasma gostermedikleri gézlendi (Resim 11).

Resim 11. 28. giinde MKH’lerin tutunma, ¢ogalma ve goc¢ etme davranislarini
gostermesi ve konfluent olmalari.

28. giin sonunda yapilan analizlerde zaman dilimleri igerisinde hiicre
sayilarimin artis1 kiyaslandiginda her zaman diliminde bir oncekine gore hiicre
sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlemlendi (p<0.001).
Mikroskop goriintiilerinde hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyine tutunup yayildiklari ve
fibroblast benzeri igsi bir morfoloji sergiledikleri belirlendi. MTT ile yapilan analizde

hiicrelerin ¢ogaldiklar1 ve konfluent olduklar1 izlendi (Tablo 5).
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Gruplar Nokta Ortalama Standart Standart Medyan
sayisi sapma hata

G3 6 163.99 36.473 21.058 167.78

G7 6 363.43 36.101 21.436 368.98

Gl14 6 764.28 37.128 21.436 766.96

G28 6 1328.70 90.813 52.431 1314.70

Tablo 5. MTT analizi ile MKH ¢ogalmasi ve canliliginin degerlendirilmesi.

Karsilastirma Fark q P degeri
G3ile G7 -199.44 6.240%** P<0.01
Gl ile G14 -600.29 18.781%* P<0.001
G3ile G28 -1164.70 36.439%** P<0.001
G7ile G14 -400.84 12.541%** P<0.001
G7 ile G28 -965.23 30.199%** P<0.001
G14 ile G28 -564.38 17.658%** P<0.001

Tablo 6. ilerleyen giinlerdeki MKH ¢ogalmasinin istatistiksel degerlendirilmesi.
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Alinan ve c¢ogaltilan hiicrelerin MKH’ler oldugu belirtegler ile gosterildi.
Belirtegler olarak CD90, CD44, CD73 ve Strol i¢in pozitif olma ve hematopoetik
belirtegler olan CD45 ve CD34 i¢in negatif olma 6zelligi kullanildi (Resim 12).

CD90+ CD73+

CD44+ Strol+

CD45- CD34-

Resim 12. immunohistokimya gériintiileri (CD90+, 44+, 73+, Strol+ ve CD45-, 34-).




Immunohistokimya gériintiileri H-skor ile degerlendirildi ve CD90, CD44,

CD73, Strol igin pozitif olma ve hematopoetik belirtecler olan CD45 ve CD34 i¢in

negatif olma kriterleri saglandi, istatistiksel olarak homojen bir MKH eldesi oldugu
saptand1 (Tablo 7).

Gruplar Nokta Ortalama Standart Standart Medyan
sayis1 sapma hata
CD90 6 254.670 7.024 4.055 254.000
CD73 6 245.000 9.000 5.196 245.000
CD44 6 235.000 9.539 5.508 234.000
STRO1 6 233.670 21.502 12.414 234.000
CD45 6 32.667 9.018 5.207 32.000
CD35 6 35.667 8.622 4.978 34.000

Tablo 7: Yiizey belirteclerinin immiinohistokimya goriintiilerinin H-skor ile
degerlendirilmesi.
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Karsilastirma Fark q P degeri
CD90 ile CD45 222.00 32.510%** P<0.001
CD90 ile CD35 219.00 32.071%** P<0.001
CD73 ile CD45 212.33 31.095%** P<0.001
CD73 ile CD35 209.33 30.655%** P<0.001
CD44 ile CD45 202.33 29.630%** P<0.001
CD44 ile CD35 199.33 29.191%** P<0.001
STROL1 ile CD45 201.00 29.435%** P<0.001
STROL1 ile CD35 198.00 28.996%** P<0.001

Tablo 8: Yiizey belirteclerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

4.2. Etkili Borik Asit Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kiiltiirde kullanilacak borik asit dozunu belirlemek amaciyla literatiirdeki

bilgiye (247) dayanarak 0.6 pg/ml, 6 pg/ml, 60 pg/ml ve 120 pg/ml borik asit igeren,

farkli konsantrasyondaki borik asit soliisyonlari, MKH barindiran besiyerlerine (kiiltiir

besi ortami1) eklendi (Resim 13). Farkli borik asit konsantrasyonlarinin kok hiicrelerin

cogalmasi ve canlilig1 iizerindeki etkisi degerlendirildi.
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0.6 ng/ml

60 pg/ml 120 pg/ml

Resim 13. Borik asitin etkisini degerlendirmek i¢in besiyerine degisik dozlarda
yapilan eklemelerde borik asitin MKH ¢ogalmasi iizerindeki etkisi.

Etkili borik asit konsantrasyonunu belirlemek i¢in yapilan dl¢iimler MTT
analizi ile gerceklestirildi. Besiyerlerine degisik konsantrasyonlarda yapilan
eklemelerde 0.6 pg/ml, 6 pg/ml ve 60 pg/ml borik asitin MKH’lerin canlilig1 ve
cogalmasi tizerinde olumlu etkisi oldugu gozlemlendi. 120 pg/ml konsantrasyondaki
borik asit MKH’ler lizerinde toksik etki gosterdi, hiicrelerin canliliini ve ¢ogalmasini
olumsuz etkiledi. 0.6 pg/ml’lik konsantrasyonla karsilagtirildiginda 6 pg/ml ve 60
pg/ml’lik konsantrasyonlarin MHK’lerin canlilig1 ve ¢ogalmasi iizerinde daha etkili
oldugu goriildii. MKH canlilig1 ve ¢ogalmasi iizerinde en etkili konsantrasyonlarin 6
pg/ml ve 60 pg/ml oldugu saptadi ve bu iki grup arasindaki istatiktiksel
degerlendirmede anlamli bir fark olmadigi gorildi (P>0.05). 6 pg/ml
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konsantrasyondaki borik asit MHK’lerin en yiiksek yogunluga ulastigi grup oldu
(Tablo 9).

Gruplar Nokta Ortalama Standart Standart Medyan
sayisi sapma hata

0.6 pg 6 820.67 90.534 52.270 832.00

6 ng 6 1201.30 75.567 43.628 1205.00

60 pg 6 1175.00 89.500 51.673 1175.00

120 pg 6 220.67 90.534 52.270 232.00

Tablo 9. Farkli borik asit konsantrasyonlarmin MKH c¢ogalmast ve canliligt
tizerindeki etkilerinin MTT analizi ile degerlendirilmesi.

Karsilastirma Fark q P degeri
0.6 ng ve 6 png -380.67 7.599%** P<0.01
0.6 ng ve 60 pg -354.67 7.080%** P<0.01
0.6 pg ve 120 png 600.00 11.977%** P<0.001
6 ng ve 60 pg 26.00 0.5190ns P>0.05
6 ng ve 120 ng 980.67 19.576%*** P<0.001
60 ng ve 120 pg 954.67 19.057*** P<0.001

Tablo 10. Farkli borik asit konsantrasyonlarinin MKH canlilig1 ve ¢ogalmasi iizerine

olan etkilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi.




4.3. Kiiltiirde Osteojenik Farklllasmada Borik Asitin Etkisi
Osteojenik farklilagsma i¢in semikonfluent asamada besiyerine askorbik asit,
beta gliserofosfat ve deksametazon eklendi. MKH’ler i¢in osteoblasta yonlenme

olmasi beklendi (Resim 14).

e Osteojenik Farklilasma 7. Giin:

Osteojenik besi yerindeki hiicreler birinci hafta sonunda ¢ogalmaya basladi.

MKH MKH+BOR

MKH+MKH MKH+MKH+BOR

Resim 14. 7. giinde hiicrelerin ¢ogalmaya baslamast.
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e Osteojenik Farklilasma 21. Giin:
MKH’ler 6nce adaciklar yapmaya basladi ve ii¢iincii hafta sonunda bu adaciklarda
mineralizasyon ve kalsiyum biriktirme gostererek tipik kemiksi odaklar olusturdu.

(Resim 15).

MKH+BOR

Resim 15. 21. giinde mineralizasyon ve kalsiyum birikiminin goézlenmesi, tipik
kemiksi odaklarin olusumu.
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e Osteojenik Farklilasma 28. Giin:
MKH’ler dordiincii hafta sonunda bu adaciklarda mineralizasyon ve kalsiyum

birikimini arttird1 ve kemiksi odaklarin sayisinda artis goriildi. (Resim 16).

MKH+BOR

MKH+MKH MKH+MKH+BOR

Resim 16. 28. giinde osteojenik farklilagsma ile kemiksi adaciklarin olugmasi.
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4.4. Kiiltiirde Osteojenik Farkhlasma I¢in Alizarin Kirmizisi (AK) ve Von

Kossa (VK) Histokimyasi

Osteojenik farklilasma i¢in semikonfluent asamada besiyerine askorbik asit,
beta gliserofosfat ve deksametazon eklendi. MKH’ler i¢in osteoblasta yonlenme

olmasi beklendi. Olusan adaciklar AK ile gosterildi (Resim 17).

e Osteojenik Farklilasma 28. Giin Alizarin Kirmzisi:

MKH MKH+BOR

¥
L&

Resim 17. AK ile osteojenik farklilasma ve kemiksi adacik olusumunun gézlenmesi.
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Osteojenik farklilagsma i¢in semikonfluent asamada besiyerine askorbik asit,
beta gliserofosfat ve deksametazon eklendi. MKH’ler i¢in osteoblasta yonlenme

olmasi beklendi. Olusan adaciklar Von Kossa ile gosterildi (Resim 18).

e Osteojenik Farklilasma 28. Giin Von Kossa:

MKH+BOR

St

Resim 18. VK ile osteojenik farklilasma ve kemiksi adacik olusumunun izlenmesi.
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4.5. Kiiltiirde Osteojenik Farkhlasmaya Kemik Halkasi, Borik Asit ve

MKH’nin Etkisi

Osteojenik besiyerinde MKH’ler ile olusturulan kemiksi adaciklar gdzlenmesi
iizerine Kemik halkas1 (KH), borik asit ve MKH etkisinin anlagilmasi i¢in kemik
halkalarmin i¢i bos birakilarak veya ortama borik asit, MKH, borik asit+MKH
eklenerek kemiksi doku olusumu degerlendirildi.

Bos birakilan (KH) ve sadece borik asit uygulanan (KH+BOR) 6rneklerde ilk
hafta hiicre tiretimi olmazken MKH ve MKH+BOR gruplarinda hiicrelerin ¢ogalma

ve farklilagma siirecine girdikleri goriildii (Resim 19).

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 19. MKH ve BOR+MKH gruplarinda hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasma
slirecine girmesi.
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2. hafta ile baslayan siirecte, bos birakilan (KH) ve sadece borik asit eklenen
(KH+BOR) 6rneklerde kemik kaynakli hiicre tiretiminin kemik halkasinin kenarindan
basladig1 goriildii. Bu asamada MKH ve MKH+BOR gruplarinda hiicrelerin ¢cogalma

ve farklilagma siirecini ilerlettikleri izlendi (Resim 20).

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 20. KH ve KH+BOR gruplarinda kemik kaynakli hiicre iiretiminin kemik
halkasinin kenarindan baglamasi. MKH ve MKH+BOR gruplarinda hiicrelerin
cogalma ve farklilagma siirecini ilerletmesi.
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2. hafta sonunda MTT ile yapilan analiz sonucunda KH ve KH+BOR

gruplarinda bir miktar hiicre artisi olurken, iki grup arasinda anlamli bir fark

gozlenmedi (P>0.05). KH+BOR grubunda KH grubuna kiyasla daha fazla hiicre

gozlendi. Tkinci hafta sonunda borik asitin tek basma hiicre ¢ogalmasinda anlaml bir

artisa sebep olmadigi goriildi. KH+MKH ve KH+MKH+BOR gruplarinda hiicrelerin

cogalma ve farklilasma siirecini ilerlettikleri saptandi, hiicre ¢ogalmasit ve

farklilagsmasinda ¢ok belirgin bir artis oldugu gozlendi. En fazla hiicre artisi

KH+MKH+BOR grubunda gbézlemlendi. MKH i¢ermeyen gruplarla kiyaslandiginda

MKH igeren gruplarda hiicre sayisinda anlamli bir artis gozlendi (P<0.001). MKH

hiicre i¢eren gruplar kiyaslandiginda borik asitin hiicre ¢ogalmasinda olumlu bir etkisi

oldugu goriildii fakat bu artis istatistiksel olarak az anlamli (P<0.05) bulundu (Tablo

12).
Gruplar Nokta | Ortalama | Standart | Standart Medyan
sayis1 sapma hata
KH 6 61.667 15.275 8.819 65.000
KH+BOR 6 63.667 9.609 5.548 62.000
KH+MKH 6 521.670 65.064 37.565 525.000
KH+MKH+BOR 6 692.670 78.015 45.042 675.000

Tablo 11. 2. hafta sonunda yapilan MTT analizi ile hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasi
stirecinin degerlendirilmesi.
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Karsilastirma Fark q P degeri
KH ile KH+BOR -2.00 0.06715ns P>0.05
KH ile KH+tMKH -460.00 15.444%*** P<0.001
KH ile KH+MKH+BOR -631.00 21.186%** P<0.001
KH+BOR ile KH+MKH -458.00 15.377%** P<0.001
KH+BOR ile KH+MKH+BOR -629.00 21.118%*** P<0.001
KH+MKH ile KH+MKH+BOR | -171.00 5.741% P<0.05

Tablo 12. 2. hafta sonunda hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagma siirecininin istatistiksel

analizi.
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3. haftaya varildiginda bos birakilan (KH) ve sadece borik asit eklenen
(KH+BOR) orneklere kiyasla daha az olmakla birlikte tiim gruplarda hiicrelerin
bosluklar1 kaplayacak sekilde c¢ogaldiklari, gog¢ ettikleri ve farklilagma siirecine
girdikleri gézlendi. Bu asamada MKH ve MKH-+BOR gruplarinda kemiksi adaciklarin

olusumunun ve osteoblastik farklilagmanin basladig1 saptand1 (Resim 21).

KH+BOR

KH+MKH+BOR

Resim 21. KH ve KH+BOR gruplarina gore daha az olmakla birlikte tiim gruplarda
hiicrelerin bosluklar1 kaplayacak sekilde cogalmasi, go¢ etmesi ve farklilagsma siirecine
girmesi. MKH ve MKH+BOR gruplarinda kemiksi adaciklarin olusumu ve
osteoblastik farklilagmanin baglamasi.
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3. haftanin ortalarinda bos birakilan (KH) ve sadece borik asit eklenen
(KH+BOR) 6rneklerde kemigin farkli yerlerinden hiicre ¢ikis1 gozlenirken, MKH ve
MKH+BOR gruplarinda bos alanin ortalarinda kemiksi adaciklarin olusumunun ve

osteoblastik farklilagmanin basladig1 saptandi (Resim 22).

Resim 22. KH ve KH+BOR gruplarinda kemigin farkli yerlerinden hiicre ¢ikisinin
gozlenmesi, MKH ve BOR+MKH gruplarinda bos alanin ortalarinda kemiksi
adaciklarin ve osteoblastik farklilasmanin saptanmasi.
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4. haftanin baslangicinda biitiin gruplarda hiicrelerin konfluent oldugu ve

boslugu tamamen doldurdugu goézlendi. Osteoblastik farklilagsma ve kemiksi adacik

yapimit MKH ve MKH+BOR gruplarinda ¢ok daha belirgin bir bi¢imde gerceklesti
(Resim 23).

KH+BOR

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 23. Biitiin gruplarda boslugun tamamen dolmasi. MKH ve MKH+BOR
gruplarinda osteoblastik farklilasma ve kemiksi adacik yapiminin ¢ok daha belirgin
bir bigimde gergeklesmesi.
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4. hafta ortasinda ¢ogalma ve farklilagma biitiin gruplarda devam etti. MKH ve
MKH+BOR gruplarinda daha belirgin bir bicimde gerceklesen, boslugun ortasini1 da

iceren, kemiksi adacik formasyonu gozlendi (Resim 24).

KH+BOR

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 24. MKH ve MKH+BOR gruplarinda daha belirgin olan, boslugun ortasini da
iceren kemiksi adacik formasyonu.
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4. hafta sonunda ¢ogalma ve kemiksi adacik olusumu biitiin gruplarda devam

etti, MKH ve MKH+BOR gruplarinda daha belirgin bir bi¢imde olmak iizere daha

bliylik adaciklarin olustugu saptandi (Resim 25).

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 25. MKH ve MKH+BOR gruplarinda daha belirgin bir bigimde olmak tizere
daha biiyiik adaciklarin olusumu.
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4. hafta sonunda yapilan MTT analizi ile hiicrelerin ¢ogalmasi ve kemiksi
adacik olusumu degerlendirildi. KH grubunda en az sayida hiicre artig1 ve kemiksi
adacik olusumu gozlenirken, KH+MKH+BOR grubunda en fazla hiicre artis1 ve
kemiksi adacik olusumu goézlendi. Borik asitin hiicre artisi ve kemiksi adacik
olusumuna etkisi degerlendirildiginde KH+BOR grubunda KH grubuna kiyasla hiicre
sayist ve kemiksi adacik olusumunda daha fazla artis oldugu gozlendi fakat bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05). KH+MKH ve KH+MKH+BOR gruplari
kiyaslandiginda borik asit igeren grupta hiicre sayisindaki ve kemiksi adacik
olusumundaki artisin daha fazla oldugu gozlemlendi ancak bu artis istatistiksel olarak
anlamli degildi (P>0.05). MKH iceren gruplar ile kok hiicre icermeyen gruplar
karsilagtirildiginda kok hiicre iceren gruplarda hiicre sayist ve kemiksi adacik

olusumundaki artis istatistiksel olarak anlamli (P<0.01) bulundu (Tablo 14).

Gruplar Nokta Ortalama | Standart | Standart Medyan
sayis1 sapma hata

KH 6 7.667 1.528 0.8819 8.000

KH+BOR 6 11.333 1.155 0.6667 12.000

KH+MKH 6 16.333 2.517 1.4530 16.000

KH+MKH+BOR 6 20.333 2.082 1.2020 21.000

Tablo 13. 4. hafta sonunda yapilan MTT analizi ile hiicre ¢cogalmasi ve kemiksi adacik
olusumunun degerlendirilmesi.
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Karsilastirma Fark q P degeri
KH ile KH+BOR -3.667 3.335ns P>0.05
KH ile KH+MKH -8.667 7.930%* P<0.01

KH ile KH+MKH+BOR -12.667 11.590%*** P<0.001
KH+BOR ile KH+MKH -5.000 4.575% P<0.05
KH+BOR ile KH+MKH+BOR -9.000 8.235%* P<0.01
KH+MKH ile KH+MKH+BOR -4.000 3.660ns P>0.05

Tablo 14. 4. hafta sonunda hiicrelerin ¢ogalmasi ve kemiksi adacik olusumunun

istatistiksel analizi.

Kemik halka etkisinin bakildig1 6rneklerde AK ve VK boyamalariin, kemik

halka kullanilmayan 6rneklerle benzer oldugu goriildii (Resim 17,18).

92



4.6. Kiiltiirde Osteojenik Farkhlasma Sonrasi Olusturulan Yara (Cizik)
Modeli ile Yara iyilesmesinde Kemik Halkasi, Borik Asit ve MKH

Etkisinin Incelenmesi

MKH farklilagmasi i¢in kullanilan osteojenik besiyerinde olusan kemiksi
dokuya pipet ucu ile yapilan ¢izik sonrasinda gergeklesen yaranin iyilesme siirecine
KH, borik asit ve MKH’nin etkisi incelendi (248).

5. haftada yara yerlerinden hiicre ¢ogalmasinin ve iyilesmenin bagladigi

goriildii. Yara izinin farkli bolgelerinden tamir dokusu olusmaya basladi (Resim 26).

KH+BOR

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 26. 5. haftada yara yerlerinden hiicre cogalmasinin ve iyilesmenin baglamasi.
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Yara yerlerinde de kenarlardan ortaya dogru kapanma seklinde hiicre
cogalmasinin olustugu izlendi. Iyilesme MKH ve MKH+BOR gruplarinda ¢ok daha
belirgin bir bicimde gerceklesti (Resim 27).

KH+BOR

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 27. MKH ve MKH+BOR gruplarinda ¢ok daha belirgin bir bigimde olacak
sekilde yara yerlerinde kapanma seklindeki hiicre ¢ogalmasi.
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6. haftada yara yerlerinde osteoblastik farklilagma ve kemiksi adaciklar

olusmaya bagladi. Bu durum MKH ve MKH+BOR gruplarinda ¢ok daha belirgin bir

bicimde gergeklesti (Resim 28).

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 28. MKH ve MKH+BOR gruplarinda c¢ok daha belirgin bir bigcimde
gergeklesen, yara yerlerinde osteoblastik farklilagmanin ve kemiksi adaciklarin
olugmaya baslamasi.
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6. hafta sonunda yara yerlerinin osteoblastik farklilagma ve kemiksi adaciklarin
olusumu ile kapatilmasi sonucu tedavi tamamlandi. Bu durum MKH ve MKH+BOR

gruplarinda ¢ok daha belirgin bir bicimde gergeklesti (Resim 29).

KH+BOR

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 29. MKH ve MKH+BOR gruplarinda c¢ok daha belirgin bir bigcimde
gergeklesen, yara yerlerinin osteoblastik farklilagsma ve kemiksi adaciklarin olusumu
ile kapatilmasi.

96



6. hafta sonunda yara yerleri osteoblastik farklilagma ve kemiksi adaciklarin
olusumu ile kapanirken, KH ve KH+BOR gruplarina kiyasla MKH ve MKH+BOR
gruplarinda ¢ok daha belirgin bir kemiklesme oldugu gozlendi (Resim 30).

Resim 30. KH ve KH+BOR gruplarina kiyasla MKH ve MKH+BOR gruplarinda ¢ok
daha belirgin bir kemiklesme oldugunun gézlenmesi.
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6. hafta sonunda kapanan yara yerlerinde MKH ve MKH+BOR gruplarinda

¢ok daha belirgin bir kemiklesme oldugu gozlendi (Resim 31).

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 31. MKH ve MKH+BOR gruplarinda kapanan yara yerlerinde ¢ok daha
belirgin bir kemiklesme oldugunun goézlenmesi.
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6. hafta sonunda c¢izik alaninda (yara yerlerinde) kapanma (iyilesme) miktari
icin yapilan 6l¢iimlerde en az kapanmanin KH grubunda gerceklestigi gozlenirken en
fazla kapanma KH+MKH+BOR grubunda goézlendi. KH ve KH+BOR gruplari
karsilagtirildiginda borik asit igeren grupta daha fazla kapanma oldugu gozlendi, fakat
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05). MKH igeren gruplarla kok hiicre
icermeyen gruplar karsilastirildiginda kok hiicre iceren gruplarda daha fazla kapanma
oldugu gozlendi ve bu farklar istatistiksel olarak anlamliyd: (P <0.001 ve P <0.01).
MKH igeren gruplar igerisinde borik asit ilave edilen grupta kapanmanin daha fazla
oldugu saptandi ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (P>0.05) goriildii

(Tablo 16).

Gruplar Nokta Ortalama | Standart | Standart Medyan
sayis1 sapma hata
KH 6 0.7467 0.12220 0.07055 0.7200
KH+BOR 6 0.5567 0.08622 0.04978 0.5400
KH+MKH 6 0.2833 0.03512 0.02028 0.2800
KH+MKH+BOR 6 0.1933 0.05132 0.02963 0.1800

Tablo 15. 6. hafta sonunda ¢izik alaninda kapanma i¢in yapilan 6l¢iimlerle iyilesmenin
degerlendirilmesi.
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Karsilastirma Fark q P degeri
KH ile KH+BOR 0.1900 4.064ns P>0.05

KH ile KH+MKH 0.4633 9.910** P<0.001

KH ile KH+MKH+BOR 0.5533 11.835%** P<0.001
KH+BOR ile KH+MKH 0.2733 5.846%* P<0.05
KH+BOR ile KH+MKH+BOR 0.3633 7.771%* P<0.01
KH+MKH ile KH+MKH+BOR 0.0900 1.925ns P>0.05

Tablo 16. 6. hafta sonunda ¢izik alaninda kapanmanin istatistiksel analizi.
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4.7. Kiiltiirde Osteojenik Farklilasmanin ve Kemiksi Adacik Olusumunun

Immiinohistokimyasal Karakterizasyonu ve Bu Duruma Kemik Halkas,

Borik Asit ve MKH’nin Etkisi

Osteojenik besiyerinde farklilagsmanin belirtegleri olarak Osteonektin (ON),
Osteokalsin (OK), Alkalen Fosfataz (ALP) ve RANKL protein ekspresyonu
immunohistokimyasi, kemiksi adacik olusumu igin ise Alizarin Kirmizist ve Von
Kossa histokimyasi kullanildi. Osteonektin, Osteokalsin, Alkalen fosfataz ve RANKL
protein ekspresyonu immunohistokimyasinda hiicrelerin spesifik olarak boyandiklar

e

ve boyanmanin gruplar arasinda say1 ve yogunluk olarak degistigi farkl biiyiitmelerde

goriildii (Resim 32).

ALP RANKL

Resim 32. Belirte¢ immunohistokimyasinda hiicrelerin spesifik olarak boyanmalari.
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4.7.1. Osteokalsin (OK) Immunohistokimyasi

OK immunohistokimyasinda 4. hafta sonunda hiicrelerin ¢ogunlugunun
boyandigi1 goriildii (Resim 33). H-skor ile yapilan analizlerde en az boyanma KH
grubunda izlenirken en fazla boyanma KH+MKH+BOR grubunda izlendi. KH ve
KH+BOR gruplar1 karsilastirildiginda borik asit iceren grupta daha fazla boyanma
oldugu goriildii fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05). KH ve
KH+MKH gruplart kiyaslandiginda kok hiicre iceren grupta daha fazla boyanma
oldugu goriildii ve bu fark istatistiksel olarak az anlamli bulundu (P<0.05). KH ve
KH+MKH+BOR gruplar1 kiyaslandiginda kok hiicre ve borik asit iceren grubun
belirgin sekilde ¢ok daha fazla boyandig1 goriildii ve bu fark istatistiksel olarak ¢ok
anlamli bulundu (P<0.001). KH+BOR ve KH+MKH gruplar1 karsilastirildiginda kok
hiicre iceren grupta daha fazla boyanma oldugu goriildii fakat bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (P>0.05). KH+BOR ve KH+MKH+BOR gruplari
kiyaslandiginda borik asit ve kok hiicrenin bir arada bulundugu grupta daha fazla
boyanma oldugu gorildii ve bu fark istatistiksel olarak anlamliyd: (P<0.01).
KH-+MKH ve KH+MKH+BOR gruplar1 kiyaslandiginda borik asit ve kdk hiicrenin
bir arada bulundugu grupta daha fazla boyanma oldugu fakat bu durumun istatistiksel

olarak anlamli olmadigi (P>0.05) goriildii (Tablo 18).
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KH+BOR

KH
KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 33. 4. hafta sonunda OK immunohistokimyas1 goriintiileri.
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Gruplar Nokta Ortalama Standart | Standart Medyan
sayisi sapma hata

KH 6 182.67 8.021 4.631 182.00

KH+BOR 6 191.67 6.506 3.756 192.00

KH+MKH 6 214.67 11.240 6.489 212.00

KH+MKH+BOR 6 234.33 11.590 6.692 236.00

Tablo 17. 4. hafta sonunda H-skor ile yapilan analiz ile OK immunohistokimya

goriintiilerinin degerlendirilmesi.

Karsilastirma Fark q P degeri
KH ile KH+BOR -9.000 1.627ns P>0.05
KH ile KH+MKH -32.000 5.784* P<0.05

KH ile KH+MKH+BOR -51.667 9.338%** P<0.001
KH+BOR ile KH+MKH -23.000 4.157ns P>0.05
KH+BOR ile KH+MKH+BOR -42.667 7.712%* P<0.01
KH+MKH ile KH+MKH+BOR -19.667 3.555ns P>0.05

Tablo 18. OK immunohistokimyasinin istatistiksel analizi.
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4.7.2. Ostenektin (ON) immunohistokimyasi

ON immunohistokimyasinda 4. hafta sonunda hiicrelerin ¢ogunlugunun
boyandig1 goriildii (Resim 34). H-skor ile yapilan analizlerde en az boyanma KH
grubunda izlenirken en fazla boyanma KH+MKH+BOR grubunda izlendi. KH ve
KH+BOR gruplar1 karsilastirildiginda borik asit iceren grupta daha fazla boyanma
oldugu goriildii fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05). KH ve
KH+MKH gruplart kiyaslandiginda kok hiicre iceren grupta daha fazla boyanma
oldugu goriildii ve bu fark istatistiksel olarak ¢cok anlamli bulundu (P<0.001). KH ve
KH+MKH+BOR gruplar1 kiyaslandiginda kok hiicre ve borik asit iceren grubun
belirgin sekilde ¢ok daha fazla boyandig1 goriildii ve bu fark istatistiksel olarak ¢ok
anlamli bulundu (P<0.001). KH+BOR ve KH+MKH gruplar1 karsilastirildiginda kok
hiicre iceren grupta daha fazla boyanma oldugu goriildii ve bu fark istatistiksel olarak
az anlamli bulundu (P<0.05). KH+BOR ve KH+MKH+BOR gruplar1 kiyaslandiginda
borik asit ve kok hiicrenin bir arada bulundugu grupta daha fazla boyanma oldugu
goriildii ve bu fark istatistiksel olarak anlamliydi (P<0.01). KH+MKH ve
KH+MKH+BOR gruplar1 kiyaslandiginda borik asit ve kok hiicrenin bir arada
bulundugu grupta daha fazla boyanma oldugu fakat bu durumun istatistiksel olarak

anlamli olmadig1 (P>0.05) goriildii (Tablo 20).
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KH+BOR

KH

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 34. 4. hafta sonunda ON immunohistokimyasi goriintiileri.
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Gruplar Nokta Ortalama Standart | Standart Medyan
sayisi sapma hata
KH 6 155.33 13.013 7.513 156.00
KH+BOR 6 174.00 12.000 6.928 174.00
KH+MKH 6 210.67 6.658 3.844 209.00
KH+MKH+BOR 6 221.00 8.888 5.132 218.00

Tablo 19. 4. hafta sonunda H-skor ile yapilan analiz ile ON immunohistokimya

goriintiilerinin degerlendirilmesi.

Karsilastirma Fark q P degeri
KH ile KH+BOR -18.667 3.094ns P>0.05

KH ile KH+MKH -55.333 9.173%% P<0.001

KH ile KH+MKH+BOR -65.667 10.886%** P<0.001
KH+BOR ile KH+MKH -36.667 6.078* P<0.05
KH+BOR ile KH+MKH+BOR -47.000 7.791%* P<0.01
KH+MKH ile KH+MKH+BOR -10.333 1.713ns P>0.05

Tablo 20. ON immunohistokimyasinin istatistiksel analizi.
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4.7.3. Alkalen Fosfataz (ALP) immunohistokimyasi

ALP immunohistokimyasinda 4. hafta sonunda hiicrelerin ¢ogunlugunun
boyandig1 goriildii (Resim 35). H-skor ile yapilan analizlerde en az boyanma KH
grubunda izlenirken en fazla boyanma KH+MKH+BOR grubunda izlendi. KH ve
KH+BOR gruplar1 karsilastirildiginda borik asit iceren grupta daha fazla boyanma
oldugu goriildii fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05). KH ve
KH+MKH gruplart kiyaslandiginda kok hiicre iceren grupta daha fazla boyanma
oldugu goriildii ve bu fark istatistiksel olarak ¢cok anlamli bulundu (P<0.001). KH ve
KH+MKH+BOR gruplar1 kiyaslandiginda kok hiicre ve borik asit iceren grubun
belirgin sekilde ¢ok daha fazla boyandig1 goriildii ve bu fark istatistiksel olarak ¢ok
anlamli bulundu (P<0.001). KH+BOR ve KH+MKH gruplar1 karsilagtirildiginda kok
hiicre iceren grupta daha fazla boyanma oldugu goriildii ve bu fark istatistiksel olarak
cok anlamli bulundu (P<0.001). KH+BOR ve KH+MKH+BOR gruplari
kiyaslandiginda borik asit ve kok hiicrenin bir arada bulundugu grupta daha fazla
boyanma oldugu goriildii ve bu fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (P<0.001).
KH-+MKH ve KH+MKH+BOR gruplar1 kiyaslandiginda borik asit ve kdk hiicrenin
bir arada bulundugu grupta daha fazla boyanma oldugu fakat bu durumun istatistiksel

olarak anlamli olmadigi (P>0.05) goriildii (Tablo 22).
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KH+BOR

KH

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 35. 4. hafta sonunda ALP immunohistokimyasi goriintiileri.
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Nokta

Standart

Standart

Gruplar Ortalama Medyan
say1s1 sapma hata
KH 6 149.17 12.238 4.996 147.50
KH+BOR 6 165.17 14.317 5.845 164.50
KH+MKH 6 203.83 10.722 4.377 206.50
KH+MKH+BOR 6 218.00 8.462 3.454 216.00

Tablo 21. 4. hafta sonunda H-skor ile yapilan analiz

goriintiilerinin degerlendirilmesi.

ile ALP immunohistokimya

Karsilastirma Fark q P degeri
KH ile KH+BOR -16.000 3.369ns P>0.05
KH ile KH+tMKH -54.667 11.517%** P<0.001
KH ile KH+MKH+BOR -68.833 14.494#** P<0.001
KH+BOR ile KH+MKH -38.667 8.142%** P<0.001
KH+BOR ile KH+MKH+BOR -52.833 11.125%** P<0.001
KH+MKH ile KH+MKH+BOR -14.167 2.983ns P>0.05

Tablo 22. ALP immunohistokimyasinin istatistiksel analizi.
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4.7.4. RANKL Immunohistokimyasi

RANKL immunohistokimyasinda 4. hafta sonunda hiicrelerin ¢gogunlugunun
boyandigi1 goriildii (Resim 36). H-skor ile yapilan analizlerde en az boyanma KH
grubunda izlenirken en fazla boyanma KH+MKH+BOR grubunda izlendi. KH ve
KH+BOR gruplar1 karsilastirildiginda borik asit iceren grupta daha fazla boyanma
oldugu goriildii fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05). KH ve
KH+MKH gruplart kiyaslandiginda kok hiicre iceren grupta daha fazla boyanma
oldugu goriildii ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.01). KH ve
KH+MKH+BOR gruplar1 kiyaslandiginda kok hiicre ve borik asit iceren grubun
belirgin sekilde ¢ok daha fazla boyandig1 goriildii ve bu fark istatistiksel olarak ¢ok
anlamli bulundu (P<0.001). KH+BOR ve KH+MKH gruplar1 karsilagtirildiginda kok
hiicre iceren grupta daha fazla boyanma oldugu goriildii fakat bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (P>0.05). KH+BOR ve KH+MKH+BOR gruplar
kiyaslandiginda borik asit ve kok hiicrenin bir arada bulundugu grupta daha fazla
boyanma oldugu gorildii ve bu fark istatistiksel olarak anlamliyd: (P<0.01).
KH-+MKH ve KH+MKH+BOR gruplar1 kiyaslandiginda borik asit ve kdk hiicrenin
bir arada bulundugu grupta daha fazla boyanma oldugu fakat bu durumun istatistiksel

olarak anlamli olmadigi (P>0.05) goriildii (Tablo 24).
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KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 36. 4. hafta sonunda RANKL immunohistokimyasi goriintiileri.
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Standart

Standart

Gruplar Nokta | Ortalama Medyan
sayisi sapma hata

KH 6 173.50 22.052 9.003 176.00

KH+BOR 6 192.67 22.196 9.062 195.50

KH+MKH 6 222.33 14.501 5.920 221.50

KH+MKH+BOR 6 236.50 20.276 8.277 233.50

Tablo 23. 4. hafta sonunda H-skor ile yapilan analiz ile RANKL immunohistokimya

goriintiilerinin degerlendirilmesi.

Karsilastirma Fark q P degeri
KH ile KH+BOR -19.167 2.347ns P>0.05
KH ile KH+MKH -48.833 5.980%** P<0.01

KH ile KH+MKH+BOR -63.000 7.715%** P<0.001
KH+BOR ile KH+MKH -29.667 3.633ns P>0.05
KH+BOR ile KH+MKH+BOR -43.833 5.368%* P<0.01
KH+MKH ile KH+MKH+BOR -14.167 1.735ns P>0.05

Tablo 24. RANKL immunohistokimyasinin istatistiksel analizi.
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4.8. Kiiltiirde Osteojenik Farkhilasma Sonrasi Olusturulan Yara (Cizik)
Modeli ile Yara Iyilesmesinde Kemik Halkasi, Borik Asit ve MKH
Etkisinin SEM (Taramah Elektron Mikroskobu) ile Incelenmesi
MKH’lerin osteoblastik farklilagsma siirecindeki koloni olusumu, KH ve borik
asitin MKH’lerin hiicre davranigina yaptig1 etkiler SEM ile incelendi. Morfolojik
degisiklikler olarak uzun sitoplazmik ¢ikintilar ve hiicreler arasinda baglanti seklinde
yapismalar goriildii. Uzun sitoplazmik yumrular, cikintilar, protriizyonlar ve
mikrovilli ile tutunma davranislar1 izlendi. Ozellikle yiiksek orandaki biiyiitmelerde
yayilimi olan hiicre sitoplazmasinin kabarciklar yaptigi, lamellepodia ve filapodialar

olusturarak cevresi ile iliski kurmaya ve tutunmaya ¢alistig1 goriildii (Resim 37).

YAPISMA

‘, v Signal A= SE2
xmr;mui y RIS WD= 6.3mm Mag= 2

Resim 37. MHK ’lerde morfolojik degisiklikler olarak uzun sitoplazmik ¢ikintilar ve
hiicreler arasinda baglant1 seklinde yapismalarin goriilmesi.
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Ozellikle yiiksek orandaki biiyiitmelerde yayilimi olan hiicre sitoplazmasinin
kabarciklar yaptigi, lamellepodia ve filapodialar olusturarak c¢evresi ile iliski kurmaya
ve tutunmaya g¢alistig1 goriildii. Morfolojik degisiklikler i¢inde tutunmanin borik asit
ve MKH’nin birlikte kullanimlarinda daha belirgin oldugu izlendi. Uzun sitoplazmik
yumrular, ¢ikintilar, protrusionlar ve mikrovilli ile tutunma davranislarinin borik asit

ve MKH’nin birlikte kullanimlarinda daha belirgin oldugu goriildii (Resim 38).

KH+MKH KH+MKH+BOR

Resim 38. Borik asit ve MKH’nin birlikte kullanimlarinda daha belirgin olan uzun
sitoplazmik yumrular, ¢ikintilar, protrusionlar ve mikrovilli ile tutunma davranislari.
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TARTISMA

Bu calisma agiz, dis ve ¢ene cerrahisi pratiginde dnemli bir yeri bulunan kemik
rejenerasyonu uygulamalarindaki osteojenik ve osteoindiiktif etkinin arttirilmasi
amaciyla, mezenkimal kok hiicre ve borik asit kombinasyonunun, kiiltiir ortamindaki
kemik defekti modeli iizerindeki etkilerinin incelenmesi ve kemik dokusunun bu
duruma olan katkisinin degerlendirilmesi amaciyla yapildi. Dis hekimliginin, 6zellikle
de agiz cerrahisinin, en dnemli arastirma konularindan biri olan kemik iyilesmesi,
kemik rejenerasyonu ve erken donemde osteoblastik farklilasma kiiltlir ortaminda
kemik eksplantlar1 (halkalar1) ile taklit edildi. Dogrudan deney hayvani (in vivo)
asamasia gecilmeden Once daha etik, daha az maliyetli ve daha Ongoriilebilir
uygulamalarin etkilerinin incelenmesi amaglandi. Kemik dokusu faktorii olmadan
yapilmis ¢ok fazla ¢aligma mevcut olmasina ragmen kiiltiir ortaminda in vivo durumu
daha iyi temsil edebilmesi amaciyla kemik dokusu kullanimi daha 6nce yapilmamus,
Ozgiin bir deneysel ¢aligmadir. Kemikten gelen hiicre ve sinyallerin etkisini gosteren
baska bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Calismada elde edilen temel bulgular
bos birakilan kemik halkalarinin (kontrol grubu) igerisinde iki hafta sonra hiicre
cogalmasinin baglamast ve bu duruma borik asit eklenen ortamlarda hiicre
cogalmasinin ve farklilasmasinin daha erken ve daha hizli ger¢eklesmesinin eglik
etmesidir. MKH uygulanan ortamlarda uygulanmayanlara kiyasla hiicre ¢ogalmasi ve
osteoblastik farklilasma ¢ok daha hizli gerceklesmistir. Borik asit bu durumda da
cogalma ve farklilasmay1 etkin ve anlamli bir sekilde hizlandirmis ve arttirmistir.
Onceki calismalarda bagka amaglarla kullanilan kiiltiir ortaminda ¢izik yaparak yara
olusturma modelinin bu ¢alismada kirik olusturma modeline uyarlanmasi ile MKH ve
borik asit uygulamalarinin bireysel olarak anlamli oldugu, birlikte kullanimlarinin ise
oldukc¢a anlamli bir sekilde yaranin kapanarak iyilesmesini sagladigi goriilmustiir.
Kullanilan MKH karakterizasyonu CD90, CD73, CD44 ve Strol pozitif, CD45 ve
CD34 negatif olma kriterleri ile saglanmigtir. Osteoblastik farklilasma ON, OK, ALP
ve RANKL antikorlar1 ile mineralize kemiksi adacik olusumu ise AK ve VK
boyamalar1 ile gosterilmistir. Olusan etkiler sonrasinda hiicre davranisi SEM ile

incelendi. Olusan etkilerin histokimyasal, immunohistokimyasal ve morfometrik
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analizlerinde anlamli sonuglar alindi. Deneysel modelde alinan tiim sonuglarin deney
hayvani ve faz ¢aligmalarin1 yonlendirecek 6nemli bilgiler saglandi.

Sec¢im soketlerinin 1iyilesmesi, alveoler kemik defetkelerinin onarimi ve
yonlerdirilmis kemik rejenerasyonu uygulamalarinda, osteoindiiktif potansiyeli
arttirmak icin birgok yontem kullanilmaktadir. Gilinlimiizde yaygi kullanilan
tromositten zengin plazma (PRP), trombositten zengin fibrin (PRF) ¢esitleri, konsantre
bliylime faktorleri (PRGF), kemik morfojenik proteinleri (BMP) gibi
osteoindiiksiyonu arttiracak ajanlardan bu amagla yararlanilmasina klinik pratikte
sikca rastlanmaktadir fakat bir¢ogunun etkinligi bilimsel olarak tartismalidir (249-
251). Doku miihendisligi istenen dokuyu iiretmek i¢in; bir progenitor veya kok hiicre,
progenitor hiicrelere gerekli indiiktif sinyalleri saglamak i¢in biiyiime faktorleri ve
biiyliyen dokunun uygun 3 boyutlu konfigiirasyonunu yonlendirmek i¢in bir iskele
olmak iizere 3 ana bilesen gerektirir (76). Osteokondiiktif materyaller kemik
hiicrelerinin yer degistirmesine ve kemik olusumuna izin veren osteokondiiksiyon
ozelliklerine sahiptir. Bununla birlikte, osteokondiiktif materyaller biiyiik olgekli
kemik kusurlarini tamamen kapatamazlar, bu yapilar igerisindeki hiicresel a¢ig1 telafi
etmek sarttir. Bu nedenle ¢calismamizda kemik halkasi osteokondiiktif ve osteoindiiktif
etkileri, icerdigi progenitdr hiicreler ve sinyal faktorlerinden faydalanmak amaciyla
kullanild1 ve iki boyutlu kiiltiir ortaminda MKH’ler iizerindeki etkileri arastirildi. Bu
etkilerin MKH ve borik asit ile olan etkilesimleri ise daha Once incelenmemis
olmasindan dolayr calismamiz 6zgiin ve anlamlidir. Calismamizda kemik doku
mithendisliginde  osteogenezi saglayacak MKH’lere ve bu MHK’lerin
osteoindiiksiyonunu arttiracak borik asit gibi minerallere olan ihtiyacin mekanizmalar1
histolojik, immiinohistokimyasal ve elektromikroskobik olarak arastirildi.

Son yillarda MKH'lerin osteoindiiksiyon ve osteogenez iizerindeki etkinligi,
hem Kkiiltiir ortaminda hem de in vivo c¢aligmalar ile gosterilmistir. Dolayisiyla
MKH’ler klinik deneylerde yogun bir sekilde arastirtlip giivenli bir sekilde
kullanilmaya baglanmistir (252). MKH ile yapilan tedaviler sonrasinda alinan sonuglar
kisiye 0zel olup her defasinda istenilen basarnin elde edilememesi, osteoblastik
farklilasma ve kemik iyilesmesinin hala aragtirilmasi ve mekanizmalarin anlagilip
basarinin mitkemmellestirilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir. Bizim ¢alismamizin

amaci da bu ihtiyagla ortaya ¢ikmustir.
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MKH ilk olarak kemik iliginde bulunmus ve yaklasik 20 y1l boyunca kemik
iyilesmesini tesvik etmek amaciyla kullanilmigtir (5). Daha sonra dis pulpast ve yag
dokusu ile damarlar gibi hemen her dokuda MKH bulundugu anlasilmistir.
Kaynaklarina veya ozelliklerine gore degismekle birlikte, MKH popiilasyonlarinin
kemik rejenerasyonu iizerine goreceli avantajlart bulunmustur (6). Kemik doku
miihendisligi ¢ekim soketlerinin hizli iyilesmesi, alveoler kemik defektlerinin onarima,
kemik ogmentasyon prosediirleri gibi cesitli uygulamalarin basar1 oranini arttirarak
giiniimiiz klinik pratiginde ¢ok fazla yer bulmaya baglamistir. Kok hiicrelerin ve gesitli
bliylime faktorlerinin ¢esitli biyolojik iskeleler, otolog kan firiinleri ve greft
materyalleri ile birlikte kullanimi kemik rejenerasyon hizini ve kalitesini arttirmakta
ve daha Ongdriilebilir sonuglar elde edilmesini saglamaktadir (7,8). Calismamizdan
¢ikan sonuclar, sadece MKH igin degil ayn1 zamanda borik asit ile olan etkilesiminin
de bir sonucu olarak, oldukga etkin sekilde kiiltiir ortamindaki iyilegsmenin arttigini
gostermektedir ve bu bulgular literatiir ile uyumludur. Kemik halkasi kullaniminin,
icerdigi progenitdr hiicreler ve sinyal faktorleri yoluyla, iyilesmeyi etkilediginin
gosterilmesi 6zgiin ve anlamlidir.

Kemik, yenilenme ve rejenerasyon kapasitesine sahip dinamik bir doku
olmasina ragmen kemik defektlerinin yeniden yapilandirilmasi 6nemli bir klinik
zorluk olmaya devam etmektedir. Kok hiicrelerin ve doku miihendisliginde kullanilan
yap1 iskelelerinin implantasyonunu igeren yeni teknikler hem yaralanmanin, hem de
cerrahi onarimi morbiditesini azaltmak i¢in kemik defektlerinin rejeneratif
potansiyelini gelistirmeye yardimci olmaktadir (209,210,253).

YKH'lerin mezodermal orijinleri nedeniyle adipojenik, osteojenik,
kondrojenik, miyojenik, anjiyojenik, kardiyomiyojenik, tendonojenik ve
periodontojenik soylara farklilasabilecegi yaygin olarak kabul gérmiistiir. In vitro
YKH farklilasmasi, kdken spesifik indiiksiyon faktorleri iceren se¢ici ortam tarafindan
indiiklenir (209,210). MKH'ler osteoblastlara, kondrositlere ve adipositlere
farklilagabilen ©nemli bir kék hiicre sinifidir (254). Ozellikle osteoblastlara
farklilagmasi kemik dokusu rejenerasyonu ve onarimi i¢in kritik 6neme sahiptir (255).
Calismamizda YKH’ler kullanilip osteoblasta farklilagmalar1 immiinohistokimyasal

karakterizasyon ile gosterildi ve bu literatiirdeki ¢aligmalar ile uyumlu bulundu.
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Yakin zamana kadar yetigkin kok hiicrelerin sadece koken aldiklarr dokularin
veya organlarin karakteristigine sahip soylara farklilagabildikleri diisiiniilmesine
ragmen, son ¢aligsmalar yetiskin kok hiicrelerinin daha once diisiiniilenden daha fazla
farklilasma kabiliyetine sahip oldugunu, yumusak doku yaralanmalari, kemik
yaralanmalari, yara iyilesmesi ve yaslanma lizerine etkileri olabilecegini gostermistir
(256). Bunun yaninda pluripotent yetiskin kok hiicreler timor olusumu agisindan bu
giine kadar higbir olumsuz etki gostermemistir. Ayrica birka¢ calismada timor
metastasini arttirdigi ve kistik olusumlara neden oldugu diisiiniilmiis olsa da meta
analizlere bakildiginda olumsuz etkisi yok gibi goziikmektedir. Klinik ac¢idan
bakildiginda yetiskin kok hiicrelerin ¢ogaltilmasi, farklilastirilmasi ve kullanilmasi
kolay ayn1 zamanda az maliyetli oldugu tespit edilmistir. Kok hiicrelerin otolog veya
allogenik  olarak kullanilabilecegi literatiirlerde rapor edilmistir.  Ayrica
immiinstipresif etkileri growth versus host hastaliginda klinik olarak gosterilmistir
(257-259). Bu 6nemli avantajlar gbz oniine alindiginda yetiskin kok hiicre tedavisi
bircok alanda ¢ekici alternatif haline gelmistir. Calismamizdan elde edilen veriler
deney hayvani ve faz ¢aligmalarinin yapilmasi durumunda bu iirlinlerin klinikte
anlamli sonuglar verecegini diisiindiirdii.

MKH'ler baglangicta kemik iliginden izole edilmis ve bu bolgenin MKH'lerin
ana kaynagi oldugu disiiniilmiistiir. Fakat son yillarda, MKH'lerin yag, dermis,
periosteum, gdbek kordonu, kan, plasenta, amniyotik ve sinovyal sivi dahil olmak
tizere bircok farkli yetiskin ve fetal dokudan izole edilebilecegi tespit edilmistir. Tiim
bu MKH kaynaklarinin géz onilinde bulundurulmasi 6énemli olmakla birlikte YKH'ler
hasat kolayligi, minimal dondr bolge morbiditesi ve goreceli bollugu goz Oniine
alindiginda diger kaynaklara gore 6zellikle dnemlidir (260). Olaganiistii farklilasma
potansiyellerine sahip YKH'ler, azaltilmis immiinotdleranslari, elde edilme kolayligi,
bol miktarda elde edilebilmeleri ve terapotik hiicre sayilarini elde etmek icin daha az
in vitro pasajlamaya ihtiyag duymalari nedeniyle tercih edilmektedir (261).
Caligmamizin sonuglart literatiir ile karsilastirildiginda, YKH’ler i¢in bahsedilen
avantajlar1 gosterdi, bulgularimiz 6nceki calismalarda kullanilan farkli kaynakli kok
hiicreler ile elde edilen sonuglar ile uyumlu bulundu.

Borun c¢esitli metabolik faaliyetleri etkiledigi bilinmektedir. Bor kemik

metabolizmasi i¢in 6nemli olan kalsiyum, D vitamini ve magnezyum ile etkilesime
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girer ve tliketilen miktara bagl konsantrasyonlarda kemikte birikir (11). Bor, dogada
borik asit ve borat olarak bol miktarda bulunur. Meyve, sebze ve baklagillerin
tilketilmesiyle diyet yoluyla elde edilebilmektedir (12). Giincel literatiir
incelendiginde, yapilmis caligmalar borik asit veya MHK nin lokal uygulamalarinin
kemik rejenerasyonunu hizlandirdigini gostermektedir. Son ¢aligmalar borun kemik
bliylimesine ve onarimma yardimci oldugunu, osteoblast ve osteoklastlarin
aktivitelerini de etkiledigini gostermistir (13). Bor, lokal veya sistemik yollarla
uygulandiginda kirik iyilesmesi ve kemik rejenerasyonu iizerinde olumlu etkilere
sahip oldugu gosterilmistir. Bor, hem lokal hem de sistemik olarak uygulandiginda
kemik iyilesme siirecinin erken doneminde yeni kemik olusumunu hizlandirmaktadir
(14,15). Giincel literatiire bakildiginda borun MKH {izerindeki etkilerini arastirmis az
sayida calisma olmasina ragmen borun hiicrelerin osteojenik kabiliyetini arttirdigi,
kemik matriks mineralizasyonunun erken indiiksiyonuna neden oldugu, osteojenik
farklilagmaya dahil olan faktorlerin (6rnegin, enerji iretimine katilan genler, proteinler
ve metabolik enzimler gibi) normalde olmasi gerekenden daha erken ifade edilmesini
saglayabilecegi in vitro ve in vivo ¢alismalar ile gosterilmistir (14-16). Calismamizin
sonuglar1 bunlarla uyumlu olmakla birlikte kemik halka kullaniminin progenitdr hiicre
ve sinyal etkisi anlaminda literatiirde ilk olarak yerini alacag diisiiniildii.

Hayvan bag dokusundaki en yaygin hiicreler olan fibroblastlar, hiicre dist
matriksi ve kolajeni sentezler ve yara iyilesmesinde kritik bir rol oynar. Bor, bu anahtar
enzimlerin fibroblastlardaki aktivitesini kolaylastirir, boylece hiicre dis1 matriks devir
hizin1 artirir. 2000 yilinda, insan fibroblastlar1 kullanilarak yapilan in vitro
aragtirmalar, borik asit ¢dzeltisinin, hiicre dis1 matriks lizerindeki etkisi yoluyla yara
iyilesmesini gelistirdigini gostermistir (147). Onceki in vitro ¢aligmalar, borun bu
yararli etkilerinin fibroblastlarda bulunan spesifik enzimler olan elastaz, tripsin
benzeri enzimler, kolajenaz ve alkalen fosfataz iizerindeki dogrudan etkilere bagl
oldugunu ortaya koymustur (148). Calismamizda oOzellikle kirik iyilesmesi
modelinden aldigimiz sonuglar, fibroblastlar ile gerceklestirilen yara iyilesme
caligmalar1 ile olduk¢ca uyumlu bulundu. MKH ve borik asit etkilesimi altinda
osteoblastik farklilagmanin gerceklesmesiyle, ilk defa uyguladigimiz bu modelin
yeterliligini gosterdigi ve sonraki g¢aligmalar i¢cin model olarak kullanilabilecegi

diisiiniildii.
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Calismamizda, bor kaynagi olarak borik asit (H3BOs3) tercih edilmesinin nedeni
viicut dokularinda ve sivilarindaki borun ¢ogunlukla borik asit ve daha az miktarda
tetrahidroksiborat (B(OH)4-) anyonu formunda bulunmasindandir (262). Borik asit
formundaki borun diisiik konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu ve biiylimesini
arttirdig1, bunun aksine yiiksek konsantrasyonlarda mitojenle aktiflestirilmis protein
kinaz (MAPK) sinyal yolunu giiclii bir sekilde aktive ederek bu durumu inhibe ettigi
tahmin edilmektedir (263). Yapilan ¢aligmalarda yetersiz borla beslenen si¢anlarda
alveoler kemigin iyilesmesinin tam olarak saglanmadigi bildirilmistir. 7 ve 14.
giinlerde degerlendirilen yeterli bor alan si¢anlarla (diyette 3 mg/kg/giin bor)
karsilastirildiginda, bor eksikligi olan siganlarin (diyette 0.07 mg/kg/giin bor)
osteoblastlarinda durgun bolgelerde artis (sirasiyla 7. giin ve 14. glin'de %120 ve
%126) meydana gelmis ve bununla birlikte osteoblast sayilarinda 6nemli azalmalar (7.
giin ve 14. giin'de sirasiyla %57 ve% 87) gortilmiistiir, bu da bor eksikliginin
osteogenezde belirgin bir azalmaya sebep olarak kemik iyilesmesinde bozulmaya yol
acabilecegini gostermektedir (264,265). Hakki ve ark. (146) borun osteogenez
tizerindeki etkilerinin altinda yatan mekanizmalar1 arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, borun
doku mineralizasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonunu ve kemik biiyiimesi ve
dongiistinde yer alan kilit hormonlardan 17B-estradiol, testosteron ve D vitamininin
etkilerini  diizenleyerek  osteoblastlarin  mineralizasyonunu  indiikledigini
saptamislardir. Borun doku mineralizasyonu indiiksiyonu, yara iyilesmesi lizerindeki
yararlt etkilerinin de temelini olusturmaktadir. Hakki ve ark. (146) borun etki
mekanizmalarindan yara onarimina dahil olanlar disinda, ayni1 zamanda mineralize
doku ile iliskili proteinler olan kolajen tip 1 (COL1), osteopontin (OPN), kemik
sialoprotein (BSP) ve osteokalsin (OK) gibi ¢ok ¢esitli hiicre disi matriks
proteinlerinin mRNA ekspresyonunu diizenledigini de gostermistir. Bu proteinlerin
birlesik etkilerinin kemik hiicrelerinin mineralizasyonunun yani1 sira osteoblast hiicresi
canliligini, proliferasyonunu ve morfolojisini de arttirdigi  gosterilmistir.
Caligmamizda benzer sekilde borun anlamli etkisi gosterildi.

Insan kemik iligi stromal hiicreleri iizerinde yapilan arastirmalar, borun
osteojenik farklilagmay1 arttirdigini dogrulamigtir. Borun ayrica alkalen fosfataz ve
kemik morfogenetik proteinlerinin (BMP'ler) mRNA ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir. Borun temel BMP'lerin (BMP-4, BMP-6 ve BMP-7) protein
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seviyelerini ve ayrica RUNX2’nin mRNA ekspresyonunu diizenledi dogrulanmigtir
(149). BMP'ler, doniistiiriicti bliylime faktorii B (TGF-P) siiper familyasina ait ¢ok
islevli biiylime faktorleridir ve bazilar1 yeni kikirdak ve kemigin olusumuna neden
olur. Bugiine kadar tanimlanmis ve karakterize edilmis 20 BMP ailesi iiyesinden,
BMP-2, BMP-4, BMP-6 ve BMP-7’nin, bor tarafindan diizenlenen transkripsiyon ve
aktiviteyi gosterdigi, primer insan MKH’lerinde osteoblastik farklilagmay1
indiiklemek icin gerekli oldugu bulunmustur. (150-153). Borun ayrica cekirdek
baglayict faktor alt birimi o-1 (CBF- al) olarak da bilinen RUNX2 {iretimini
diizenledigi belirlenmistir. RUNX2 osteoblastik farklilasma, kemik olusumu ve kemik
devamliliginin saglanmasi igin gereklidir. RUNX2, osteoblast gen ekspresyonunu ve
MKH’lerin osteoblastlara farklilagmasini uyarmak icin BMP'lerle birlikte ¢alisan bir
transkripsiyon faktoriidiir ve olgun osteoblastlarda aktif kalir. Aktif RUNX2 seviyeleri
diistiriildiiginde, BSP, OK, OPN ve COL1 dahil olmak {izere ana kemik matriks
proteinlerini kodlayan genlerin ekspresyonu azalir (154,155,156,157). Calismamizin
osteoblastik farklilasmay1 belirlemek amaciyla kullanilan ON immiinohistokimyasi
sonuglar1 nedeniyle, yukarida bahsedilen mekanizmalar ile iligkili oldugu
goriilmektedir. Bu durum MKH ve borik asit ile artan ON ekspresyonunun yukarida
adi gecen tiim proteinler oOzellikle RUNX2 ve BMP ile iligkili oldugunu
diistindlirmektedir. Yapilacak ileri ¢aligmalarda bu iligkinin gosterilmesinin, kemik
halkas1 ile MKH ve borik asit etkilesiminin daha detayli iliskisini ortaya koyacagi
diisiiniildii.

Yukarida da bahsedildigi gibi literatiirde borik asitin kemik metabolizmasina
etkisini hiicresel diizeyde inceleyen ¢alismalar bulunmaktadir. Fakat az sayida bulunan
hayvan ¢aligmasi borun rejenerasyona olan etkisi iizerinde arastirmaya acik sorular
ortaya ¢ikartmaktadir. Bunun yaninda MKH’ler doku miihendisliginde daha sik yer
bulmaya baglamistir ve kemik rejenerasyonu iizerine olan potansiyellerinin her gegen
giin ortaya konmasi ve klinik kullanimlarinin giderek artmasi ¢alismamizin énemini
gostermektedir. Daha 6nemlisi deneysel model olarak kiiltiir ortaminda kemik halkas1
kullanimi literatiirde bulunmamaktadir. Ancak dentin diskin biyoiskele olarak
kullanildigi caligmalar mevcuttur. Hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicre-matriks
etkilesimleri, dentin ve pulpa arasindaki etkilesim kok hiicrelerin farklilagmasi, doku

rejenerasyonu ve organizasyonu i¢in ¢ok onemlidir. Aksel ve ark. (266) VEGF ve
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BMP-2'nin, kendi ortamlarina benzer {i¢ boyutlu bir kiiltiir sistemi kullanilarak insan
pulpa kok hiicrelerinin farklilagsmasi tizerindeki etkisini arastirmistir. Bu ¢alisma fibrin
jel entegre demineralize dentin matriksinin, insan pulpa kok hiicrelerinin anjiyojenik
ve odontojenik potansiyeli arttirmak amaciyla VEGF ve BMP-2'yi serbest birakarak
insan pulpa kok hiicrelerinin etkilesimine ve farklilagmasina izin verdigini ortaya
koymustur. Dentin tiirevi sinyallerin, insan pulpa kok hiicrelerinin odontoblastik
kokene farklilasmasini indiiklemek icin gerekli oldugu gosterilmistir. Insan pulpa kok
hiicrelerinin farklilasmasi i¢in deneysel modeller arasinda yapilan karsilastirmalar,
dentin iceren modellerin diger modellere kiyasla daha yiliksek odontojenik belirte¢
ekspresyonu icerdigini gostermistir. Ozellikle yakin zamanda yapilan bir calismada
kiiltiir ortaminda dentin diskin bizim ¢alismamizdakine benzer kullanimi ile MKH
izerinde oldukga anlamli etki yaptig1 ve VEGF, TGF-, BMP-2 ve fibroblast biiylime
faktorii (FGF) salintmini onlarca kat arttirdigi saptanmistir (245). Zhu ve ark. (267)
MKH’lerin kosullu kiiltiir ortaminda kondrositler ve fibroblastlarla olan etkilesimleri
kemik dokusunda da etkili olur mu sorusuna bir ¢alismada cevap aramis ve kiigiik
kemik pargaciklarini eksplant seklinde kullanan bir model gelistirmistir. Bu amagla
kemik iliginden alinan MKH’ler, kemik eksplantlarinin etkisini incelemek amaciyla
eksplantlarla birlikte kiiltiire edilmistir. Osteojenik farklilasmanin TGF-f1 ve BMP-
2’nin ekpresyonuna olan etkisi aragtirilmistir. Kemik eksplantlarinin MKH ¢ogalmasi
ve farklilasmasini arttirdig1 ve ¢ogaltilan bu hiicrelerin in vivo kemik iyilegsmesinde
tek baslarina kiiltiirlenen kemik iligi MKH’lerinden daha etkili oldugu bulunmustur.
Kemik ve kemik iligi MKH’lerinin birlikte kiiltiirlenmesinin kemik dokusu onarimi
icin kullanilacak tohum hiicrelerinin elde edilmesinde faydali bir yontem olabilecegini
belirtmislerdir. Ancak ¢alismanin in vitro boliimiinde kemik eksplantlarindan gelen
MKH’lerin ¢ogalma ve farklilasma fonksiyonlari1 agisindan daha zayif oldugu
bulunmugtur. Bu zayifligin nedeni kemikteki hiicrelerin dokudan daha zor ayrilmasi
olarak ag¢iklanmistir. Yapilmis ¢ok az ¢alismada bulunan, kemikten gelen progenitor
hiicrelerin gecikmesi, cogalma ve osteojenik farklilasma agisindan zayif olmasi bu
caligmalar ile bizim bulgularimizin olduk¢a uyumlu oldugunu gostermektedir.
Calismamizda KH ve KH+BOR gruplart iki hafta sonra hiicre liretimine bagladi,
cogalma kapasitenin azligina ragmen dordiincii haftada diger gruplar1 yakaladi ve

kemiksi doku olusumu gerceklestirdi. Bu anlamda borik asitin etkisi, yapilmis 6nceki
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caligmalar1 da g6z Oniine aldigimizda 6nemli bir katki olarak goriildii. Translasyonel
tip anlaminda agiklamak gerekirse klinik uygulamalarda kullanilacak olan MKH’ler
kemikteki progenitdr hiicrelerin gecikmesini ve zayifligini engelleyecektir, borik asit
ise katkisiyla bu etkileri daha da ilerletecek bir role sahip olacaktir. Yukaridaki
caligmada kemik eksplantiyla birlikte kiiltlirlenen kemik iligi MKH’leri i¢in TGF-$1
ve BMP-2 ekpresyonunun, kemik iligi kaynaklit MHK’lerden anlamli olarak fazla
oldugu gosterilmistir. Bu sebeple kemik eksplantinin bu iki biiylime faktoriini
arttirdigr belirtilmistir (267). Bu bulgular bizim hipotezimizdeki kemik halkasi
kullaniminin amacini ve mekanizmalarini destekler niteliktedir. Kullanilan dentin
iskelenin kok hiicreleri uyararak farklilasmayi tesvik ettigi diisiiniilmektedir. Kemik
eksplantlar1 ise hem MKH kaynagi hemde MKH’leri uyaran bir yap1 olarak goérev
almaktadir. Calismamizda kemik eksplanti olarak kullandigimiz kemik halkalar1 da
ayni uyarici etkiyi gosterdi. Kontrol grubunda 2. hafta sonunda meydana gelmeye
baslayan kemik olusumu, kemik halkasi1 kokenli progenitor hiicrelerin ¢ogalmaya
basladigini gosterdi. Bu durumun deney gruplarinda olusan MKH ve borik asit etkisini
anlamli bir sekilde arttirmasi kemik halkalarinin kemik rejenerasyonunu tetikleyen
sinyalleri yolladigin1 diisiindiirdii. Bu sinyallerin tiim deney gruplarinda osteojenik
hiicre farklilagmasinin hizlanmasini, artmasini ve yara iyilesmesini hizlandirmasini
saglamasi bu sinyallerin olduk¢a 6nemli oldugunu diisiindiirdii.

Ying ve ark. (149) borun insan kemik iligi MKH (iKMKH)’lerinin osteojenik
farklilagsmast  iizerindeki etkilerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda  borun
iIKMKH'lerin in vitro osteojenik farklilasmasinda giiclii bir regiilator olarak
diistiniilmesi gerektigini belirtmislerdir. Calismalarinda borik asit 1, 10 ve 100 ng/ml
konsantrasyonda eklendiginde iKMKH'lerin ¢ogalmasinin kontrol grubundan farkli
olmadigint bulmuslardir. Ancak 1,000 ng/ml borik asit 4, 7 ve 14. giinlerde
iKMKH'lerin ¢ogalmasint dnlemistir. Osteoblast farklilagmasi sirasinda erken ortaya
¢ikan, hiicre zar ile iligkili bir enzim olan ALP, en yaygin sekilde taninan belirtectir.
10 ve 100 ng/ml borik asit ile muamele edilen iKMKH'lerin, kontrole kiyasla daha
yiiksek bir ALP aktivitesi sundugunu kesfetmislerdir. Ger¢ek zamanli PCR analizi ile
ALP, OK ve COL-I'in mRNA ekspresyonunun da 10 ve 100 ng/ml borik asit tedavi
gruplarinda arttigini tespit etmislerdir. 1 ve 10 ng/ml borik asit tedavi gruplarinda

kalsiyum birikimleri artmis, 100 ve 1.000 ng/ml borik asit tedavi gruplarinda ise
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kalsiyum konsantrasyonu azalmigtir. Movahedi ve ark. (16) 6 ng ve 6 pg/ml gibi diisiik
dozlardaki borik asitin sican KMKH'lerinin osteoblastlara farklilagmasi tizerindeki
etkisini aragtirmig ve farklilagmis KMKH'lerin hiicresel ve molekiiler yapisini
karakterize etmeye caligmiglardir. Calismada, 6 ng/ml borik asit ile muamele
edildiginde, farklilagtirilmig KMKH'lerin hiicre canliliginin kontrol grubundan farkli
olmadigini, 6 pg/ml borik asitin 10, 15 ve 21. gilinlerde canlilig1 engelleyebildigini
bulmuslardir. Onceki ¢alismalarinda, 24 ve 36 saat sonra 6 ng/ml ve 6 pg/ml borik
asitin KMKH'lerin hiicre sagkaliminda bir azalmaya neden olacagini gostermislerdir
(268). Bu calismalarinda, farklilagtirllmig KMKH'lerin canliligi iizerinde 6 ng/ml
borik asit hi¢bir etki gostermediginden, osteoblastlarin borik asite KMKH'lerden daha
direncli oldugu sonucuna varilabilir; bu sonu¢ Hakki ve ark. (146) calismasiyla da
uyusmaktadir. Bor i¢in kullanilmis ng/ml konsantrasyonlarinin c¢eligkisi bagka
makalelerde de irdelenmistir. Hakki ve ark. (146) pre-osteoblastlarin (MC3T3-E1)
cogalmasinin 72 saat boyunca 1, 10, 100 ve 1000 ng/ml'lik bir konsantrasyonda borik
asit ile muamele edildiginde kontrol grubundan farkli olmadigini ve sadece 5 ve 14.
giinlerde hafif bir azalma gozlemlendigini bildirmislerdir. Bununla birlikte, ayni
calismada, bu hiicrelerde mineralizasyon i¢in sadece 1 ve 10 ng/ml'lik
konsantrasyonlarin uygun oldugunu iddia ederler ve daha yiiksek konsantrasyonlarda
olumsuz bir etkisi olusabilecegi konusunda uyarirlar. Akdere ve ark. (247) borun
YKH'lerin osteojenik potansiyeli lizerindeki etkisini aragtirmigtir. Caligmada farkli
borik asit konsantrasyonlart (1, 10 ve 20 pg/ml) kullanilmigtir. Gozlemlerine gore,
borik asit en yiiksek konsantrasyonda bile YKH'ler lizerinde herhangi bir toksik etki
gostermemistir. Analizlerinin sonuglari, her bir grupta hiicre canliliginin zamanla
arttigin1 gostermistir. 1. giinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1 pg/ml borik asit
proliferasyonu tetiklemistir. 7. giine kadar kontrol ve borik asit gruplar1 arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. 7. giinde tiim borik asit gruplar1 proliferasyonda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir ve 1 pg/ml borik asit grubu
nispeten daha etkili bulunmugtur. Osteojenik hiicrelerin Coll A1, RunX2 ve ON gen
ekspresyonlart RT-PCR ile dogrulanmistir. 20 pg/ml borik asit konsantrasyonu 7.
giinde Col1A1 ekspresyonunu arttirmistir. Ayrica Coll Al'in ekspresyonu, 14. giinde
20 pg/ml borik asit grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksektir. Son giin, Col1A1
ekspresyonu, 10 pg/ml borik asit grubunda, kontrol grubuna ve 1 pg/ml borik asit
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grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksektir. Sonuglar, RUNX?2 ekspresyonunun 7, 14
ve 21. glinlerde 20 pg/ml borik asit grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
yiiksek oldugunu gostermistir. 7. giinde, RUNX2 ekspresyonu, 1 pg/ml borik asit
grubuna kiyasla 20 pg/ml borik asit grubunda anlamli derecede yiiksektir. 21. giinde,
10 ve 20 pg/ml borik asit uygulanan gruplarda kontrol grubundan ve 1 pg/ml borik
asit grubundan daha yiiksektir. ON ekspresyon seviyeleri her grup i¢in 7 ve 14. glinde
neredeyse aynidir. 21. glinde, 10 pg/mL borik asit grubunda kontrol grubundan daha
yiiksektir. Ayrica 10 pg/ml borik asit grubu, 1 ug/ml borik asit grubundan daha
yiiksektir. Sonug olarak, kiiltiir ortaminda YKH'lerin osteojenik farklilagmasi ve
proliferasyonu i¢in borik asitin en etkili konsantrasyonunu tanimlamanin miimkiin
olmadigina karar vermislerdir. Bununla birlikte, borik asitin YKH'lerin osteojenik
farklilagsmasimi  tegvik ettigini acikca gortermislerdir. Ayrica, en yiiksek
konsantrasyonda bile, borik asitin hiicreler {lizerinde herhangi bir toksik etkisi
gbézlemlenmemistir. Calismamizda nanogramin ¢ok iizerinde olan mikrogram diizeyi
kullanild1 ve borun hem olumlu etkisi hemde toksik etkisi a¢isindan benzer sonuglar
goriildii. Nano diizeyi oldukca az bir miktar oldugundan ve bizim sonuglarimiz ile
celistiginden dolayr borik asitin o kadar diisik dozda bile etkili olabilecegini
diistindiirdii. Bizim ¢aligmamizda toksik etkisi goriilmedi. Yukarida da bahsedildigi
gibi bu bulgular1 destekleyen, calismamizla uyumlu ve g¢alismada kullandigimiz
formuyla borik asit kullanan bir¢cok c¢aligmada, borik asitin kullandigimiz dozlarda
MKH’ler i¢in toksik olmayan olumlu etkileri saptanmistir ve bu etkiler ¢caligmamizi
destekler niteliktedir.

Sodyum borat (NaB)’in iigiincii az1 disinden elde edilen insan dis germi kok
hiicrelerinin (iDGKH) farklilagmasina etkisinin incelendigi bir ¢alismada NaB
varliginda hiicreler, baslangica kiyasla osteojenik ve odontojenik iliskili genlerin ve
proteinlerin en yliksek ekspresyonunu gostermislerdir. Yiiksek gen belirteci
ekspresyonu seviyeleri, NaB varliginin osteogenez ve odontogenezi nasil
artirabilecegini agiklamaya yardimci olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismanin bir
diger degerli sonucu NaB'nin kemik ve disin matriksini veya yapisal protein
ekspresyon  profilini  degistirerek iDGKH'lerin  farklilasma  verimliligini
artirabilmesidir. Hiicreler, bir kiiltlir kabinda NaB i¢eren ve NaB icermeyen osteojenik

ortamda 14 giine kadar muamele edilmistir. ALP sonuglari, NaB ile tedavi edilen
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grubun 14 giin boyunca tek osteojenik farklilagma ortamu ile tedavi edilen grup olarak
pozitif kontrol grubundan 6nemli Sl¢lide daha yiiksek ALP aktivitesi gosterdigini
belirtmektedir. Farkli NaB konsantrasyonlar ile inkiibe edilen iDGKH'lerin hiicre
canlilig1 24, 48 ve 72. saatlerde dl¢iilmiis ve sonuglar, NaB'nin hiicre canliligini 10 ve
20 pg/ml konsantrasyonlarda arttirdigini gostermistir. Diger yandan yiliksek NaB
konsantrasyonlar1 iDGKH tizerinde toksik etki yapmislardir. Minerallesmenin NaB
ile tedavi edilen hiicreler iizerinde bazal gruba gore daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Bu bulgular NaB'nin kalsiyum mineralizasyonu saglayarak iDGKH 'lerin osteogenik
ve odontojenik farklilagsmasina katilabilecegini diisiindlirmiistiir (269). Ying ve ark.
(149)’nin da belirttigi gibi borun kemik ve dis biiyiimesini destekledigi zaten
bilinmektedir; fakat bu etkinin molekiiler mekanizmalar1 heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Biiyiime uyarist i¢in olast aciklamalardan biri, burada VK
boyamasi ile gosterilen hiicre digt matriks mineralizasyonunun indiiklenmesinden
sorumlu olan kalsiyum birikimidir. Bu bulgular bizim c¢aligmamizla da
bagdagmaktadir. Caligmamizda da VK’nin yan sira AK ile mineralizasyonun varhigi,
osteojenik  farklilagmanin  gergeklestigi ve kemiksel adaciklarin olustugu
gosterilmistir. Movahedi ve ark. (16)’nin ¢alismalarinda kullanilan KMKH'ler kemik
iliginde bulunabilir ve osteoblastlar gibi kemige bagli hiicrelerin iiretimi i¢in hiicresel
yedek olarak kabul edilir. Benzer sekilde, Hakki ve ark. (146) calismalarinda fare
kalvaryasindan tiiretilmis bir osteoblast oncii hiicre dizisi olan MC3T3-El
kullanmiglardir. Her iki ¢alisma arasindaki kiiclik farklar disindaki benzerlik bizim
calismamiz ile uyumludur. Bu kiiciik farklar dizin hiicreleri ile primer kiiltiir hiicreleri
arasindaki farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir. Bu durum bizim verilerimiz ile olan
uyusmazlig1 da agikliyor olabilir. 10000 ng/ml olan ve 10 ng/ml ye denk gelen dozda
sadece proliferasyonda bir azalma olmus ama kiiltlir siiresi uzatildiginda toksik
olmayan bir ¢ogalma gozlenmis olmast bizim c¢aligmamizdaki dozu desteklemis
goriilmektedir.

Daha da oOnemlisi bu iki c¢alismada kiiltiirdeki osteojenik farklilasmanin
baslama siiresidir. Movahedi ve ark. (16)’larinin ¢alismasinin 6nemli bir bulgusu,
tedavi edilen gruplarda osteojenitenin erken baslamasidir. Bu ¢alismaya ve digerlerine
dayanarak (146,268) osteojenik farklilasmanin 10. giinde basladigin1 belirtmislerdir,

ancak 6 ng/ml ve 6 pg/ml borik asit ile muamele matriks birikiminde sola kaymaya
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neden olmus ve osteojenik farklilagma borik asitin varliginda 5. giinde baglamistir. Bu
durum borik asitin osteojenik farklilagsmaya dahil olan faktdrlerin (enerji iiretimine
katilan genler, proteinler ve metabolik enzimler gibi) normalde olmasi gerekenden
daha erken ifade edilmesine neden olabilecegini gostermistir. Calismamizda birinci
hafta sonunda osteojenik farklilagmanin baglamasi bu c¢alisma ile uyumludur. Daha
once belirttigi gibi borik asit i¢in yapilan doz ¢aligmalarinda 6 pg/ml dozun toksik
oldugunun gosterilmesine karsilik yakin zamanda yapilan bir ¢alismada 20 pg/ml
konsantrasyonda hem iki hem {i¢ boyutlu kiiltiirde toksik olmadigi gosterilmistir
(247,270).

Biyomiihendislik alanindaki teknolojik gelismeler bor kullanimini daha etkin
bir hale getirmistir. Buna 6rnek olabilecek bor ile muamele edilmis nanotiiplerin
MKH’lerin osteojenik farklilasmasinda hiicrelerin yapismasi, go¢ etmesi ve
farklilagmasi anlaminda ideal bir matriks olusturdugu ve hiicrelerin oldukga yiiksek
protein sekresyonu yaptigi saptanmistir. Borik asit icerikli nanotiip kullanimi
MKH’lerin erken bir osteoblast belirteci olan ALP’yi ve geg¢ bir osteoblast belirteci
olan OK’y1 kontrol gruplarina gére ¢cok daha fazla eksprese etmesini saglamistir.
Bunun yani sira hiicrelerin fonksiyonel davranigini gdsteren fibril yapisini arttirmigtir
(271). Li ve ark. (271) boron nitrat nanotiip (BNNT)'lerin MKH'lerin osteoblastlara
farklilagmasii arttirdigin1  ve osteogenez {lizerinde olumlu etkileri oldugunu
dogrulamistir. Polimerlere BNNT eklenmesinin daha yiiksek osteoblast hiicre
canliligint sagladig1 gosterilmistir. Artmig osteogenezin bir nedeninin, BNNT'lerden
hidroliz yoluyla bor salinimi oldugu belirtilmistir. Kiiltiir ortaminda bor nitriir,
amonyum borat hidratlara doniistiiriilen borik asit ve amonyaga hidrolize edilebilir.
BNNT'lerin hidrolizi, borun yavas salinmasina neden olur. Yogun BNNT katmani
durumunda, c¢ok fazla serbest BNNT parcaciginin ayrilabilecegi ve MKH'ler
tarafindan endosite edilebilecegini bunun da MKH'lerin canliligin1 ve ALP aktivitesini
etkileyebilecegini belirtmislerdir. Diger bir 6rnek calismada iskeleye emdirilmis bor
kullanimi incelenmistir. Dogan ve ark. (261) osteojenik farklilagmanin bir modiilatorii
olan boru kullanarak rejenerasyon siiresini azaltmay1 ve iyilesme etkinligini arttirmay1
amagladiklar1 c¢aligmalarinda, sican YKH’s1 olan veya olmayan, poli-(laktit-ko-
glikolid-asit) (PLGA) iskelelere bor eklenmesinin in vitro ve in vivo kemik iyilesmesi

iizerine etkilerini degerlendirmislerdir. PLGA iskelelere bor eklenmesi, bagl kok
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hiicre sayisini ve kalsiyum mineralizasyon seviyelerini énemli dlgiide arttirmastir.
Caligmanin in vitro boliimiinde hiicre canliligi i¢in elde edilen sonuglar, borun hiicre
canlilig1 lizerindeki olumlu etkilerini géstermistir. Sican YKH'lerinin NaB olan veya
olmayan iskele iizerinde ¢ogalmasi, 1, 4, 7 ve 10. giinlerde incelenmistir. Sonuglar,
yiiksek doz (500 pg/ml) NaB iceren PLGA iskeleler i¢indeki hiicre sayisinin diisiik
doz (100 pg/ml) NaB iceren iskele ve kontrol grubundan 4, 7 ve 10. giinlerde anlamli
olciide yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Ote yandan, diisiik doz (100 pg/ml) NaB
iceren PGLA iskelelerdeki canli hiicre sayilarinin, sadece 10. giinde kontrol grubundan
onemli Olciide yiiksek oldugu bulunmustur. Calismanin in vivo boliimiinde sican
femurlarinda defekt olusturulmus ve iclerine PGLA iskeleler yerlestirilmistir. Bor
iceren iskelelerin, kontrol gruplarina kiyasla OK ve COL1 ile birlikte VEGFnin
yiiksek prevalansina ve yogunluguna neden oldugunu bulmuslardir. Kemik yogunlugu
tahminleri ve BT analizi, PLGA iskelelerine bor eklenmesinin artmis kemik
mineralizasyonu ile sonuc¢landigini gostermistir. Bor igeren iskeleler ilizerine sican
YKH transplantasyonu, muhtemelen sican YKH'lerinin osteojenik soylara karsi
yiikksek farklilagma kapasiteleri nedeniyle kemik dokusu olusumunu daha da
gelistirmistir. Diisiik doz bor destekli grupta kismi iyilesme gozlenirken, en iyi
iyilesme yliksek doz bor igeren grupta elde edilmistir. Bu nedenle yiiksek doz (500
pg/ml) bor ve sigan YKH kombinasyonunu igeren PLGA iskelelerin daha iyi kemik
iyilesme potansiyeline sahip oldugunu belirtmislerdir. Arslan ve ark. (272) osteojenik
aktiviteyi arttirmak icin {i¢ boyutlu poli(butilen adipat-ko-tereftalat) (PBAT) iskeleler
icine amorf hidroksiapatit (HAp) ve bor katkili hidroksiapatit (B-HAp)
nanopartikiilleri kapsiillemistir. Sonuglar B-HAp'nin, gelismis OK, OPN ve COL-I
ekspresyonlari ile gosterilen, iIKMKH'lerinin farklilasmasi tizerindeki osteoindiiktif ve
osteokondiiktif etkisini gelistirdigini gostermistir. Beklendigi gibi, B-HAp iceren
iskeleler iKMKH'lerinin osteojenik farklilagmasi {izerinde en Onemli etkiyi
gostermistir. Bu veriler hipotezimiz ve bulgularimiz ile uyusmaktadir.

Liu ve ark. (273) Mg borat, Zn borat ve borik asiti, insan siit digi kok hiicleri
(iISDKH)’nde osteoblastik farklilasmay1 etkili bir sekilde indiikleyebilen, 3 boyutlu
gbzenekli bir iskele olusturmak icin kitosan ile basariyla harmanlanmistir. Bor, Mg
veya Zn gibi iyonlarin, iskelelerden kiiltlir ortamima salinmasi, saf kitosan iskelede

oldugundan daha fazla iSDKH proliferasyonuna sebep olmus ve osteoblastik
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farklilagmay1 arttirmistir. Bu calismada Mg borat, Zn borat veya borik asit igeren
kitosan iskelesi kemik mineral kimyasini taklit etmis ve iskeleden salinan eser iyonlar
kemik metabolizmasini etkili bir sekilde diizenlemistir. Mg borat, Zn borat ve borik
asit, farkli zamanlarda yiiksek osteokondiiktivite ve osteoindiiktivite, yeni kan
damarlarinin biiyiimesi i¢in kemikle ilgili proteinlerin yiiksek ekspresyonu ve yiiksek
derecede mineral birikimi ile iISDKH hiicrelerinden osteoblastik farklilagmanin
arttigin1  gostermistir. Mg borat ve Zn borat, indiiksiyon siliresi boyunca ALP
ekspresyonunu arttirarak osteojenik farklilasmay1 olumlu bir sekilde etkilemistir. Zn
borat ile indiiklenmis durumda kiiltiiriin 21. giiniinde maksimum OK ekspresyonu
gozlenmistir. VEGF ve anjiyopoietin-1 (Ang-1)'in gen ekspresyon seviyeleri Mg borat
ve Zn borat tarafindan onemli Ol¢iide yukar: regiile edilmistir. Boyama ve ELISA
sonuglari, kimyasal bulgulariyla Zn borat iizerindeki maksimum mineralizasyonun
osteojenik siirecleri arttirdigini, Mg borat ve borik asit lizerinde kalsiyum birikiminin
saf kitosan iskelesinde oldugundan biraz daha yiiksek oldugunu gdstermistir. Zn borat
ile indiiklenen ortamda maksimum mineralize kalsiyum igeriginin biriktigi
gozlenmistir. Bu veriler borun olumlu etkisini kanitlamakta olup 6zellikle osteojenik
farklilagma belirtegleri olan ALP ve OK i¢in ¢alismamizla uyumlu bulundu.

Hakki ve ark. (146) borun mineralize dokuya bagli proteinlerin hiicre canliligs,
proliferasyonu, mineralizasyonu ve mRNA ekspresyonu iizerindeki etkilerini
arastirmis ve borun pre-osteoblastik hiicrelerin (MC3T3-E1) BMP-4, 6 ve 7 protein
seviyeleri tizerindeki etkilerinin belirlenmesini amaglamislardir. Calismada MTT
analizine gore 24. saatte 1 pg/ml ve daha yiiksek borik asit konsantrasyonlarinda
azalma olurken, 72. saatte hiicre sag kalim oraninda anlamli bir azalma olmamugtir.
Uzun siireli hiicre proliferasyon deneylerinde, borik asit ile muamele edilen gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Borik asit i¢in daha yiiksek
konsantrasyonlar, erken donemde hiicre sag kalim oranini diisiirmiis, ancak daha sonra
bu etki ortadan kalkmistir. Boylece, borik asitin MC3T3-E1 hiicreleri i¢in toksik etkisi
olmadigini gézlemlemislerdir. Bor hiicre dis1 matriksin devir hizin1 degistirir ve TNF-
alfa salinimini arttirir. Borun hiicre dis1 matriks dongiisiinde yer alan elastaz, tripsin
benzeri enzimler, kolajenaz ve alkalen fosfataz gibi spesifik enzimler iizerindeki
dogrudan etkisi arastirilmig ve borun bu enzimleri in vitro olarak fibroblastlarda

diizenleyebilecegi bulunmustur (148). Ayrica borik asit ¢dzeltisinin, in vitro ortamda
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hiicre dis1 matriks tizerinde etki yoluyla yara iyilesmesini arttirdig1 saptamistir (147).
Yukaridaki ¢aligmalarda fibroblast i¢in yara iyilesmesinde gosterilen olumlu bor etkisi
bizim c¢alismamizda ostejenik farklilagtirilmis MKH’ler ic¢in yara iyilesmesi
modelinde benzer sekilde etkili bulundu. Fibroblast ¢alismalari ile uyumlu oldugu
saptandi.

Hakki ve ark. (146) calismada ayrica borun mineralize doku ile iliskili
proteinler olan COL I, OPN, BSP ve OK dahil hiicre dis1 matriks proteinlerinin mRNA
ekspresyonunu diizenledigini bulmuslardir. BMP-2, 4, 6 ve 7’nin primer insan
MKH’lerinde osteoblastik farklilagmay1 indiikledigi bilinmektedir (152). Osteoblastik
bir fenotipin siirdiiriilmesi ve uyarilmasi i¢cin kemik morfogenetik proteine ihtiyag
oldugu bildirilmistir (153). Calismada borun kemik morfogenezinde 6nemli proteinler
olan BMP -4, 6 ve 7'yi diizenledigi gosterilmistir. Borik asitin 1 pg/ml
konsantrasyonun altinda BMP proteinlerinin ekspresyonlarini  indiikledigini
gortermislerdir. Daha yiiksek borik asit konsantrasyonunun (1 pg/ml'nin {izerinde)
MC3T3-E1 hiicrelerinin hiicre canliliini 24 saatte azalttigini, ancak 72 saatte olumsuz
bir ekinin olmadigini1 ve borik asitin osteoblastik hiicreler {izerinde doza bagl bir
regiilator oldugunu belirtmiglerdir. Caligmamizda 6 pg/ml dozunda borik asit etkisinin
toksik olmadigi ve yukarida gecen caligmalardakine benzer sekilde osteojenik
farklilasmay1 anlamli bir sekilde hizlandirdig:r ve kemiksi adacik olusumunun daha
kaliteli olmasini sagladig1 gosterildi.

RUNX2, osteoblast farklilagsmasi icin gerekli olan bir transkripsiyon
faktoriidiir (155,156). RUNX2, olgun osteoblastlarda da aktiftir ve aktif RUNX2
seviyeleri azaldiginda, kemik matriksini kodlayan BSP, OK, OPN ve COL I’in
genlerinin diisiik ekspresyonu gozlenir (157,274). Otokrin BMP iiretimi RUNX2
sifreleme faktoriiniin aktif olmasi i¢in gereklidir ve BMP'ler ile RUNX2 osteoblast gen
ekspresyonunu uyarmak i¢in isbirligi i¢inde etkilesime girmektedir (154). Yapilan
caligmalar borun sadece osteoblastik transkripsiyon faktoriinii diizenleyen RUNX2’yi
degil; ayn1 zamanda BMP'leri de diizenledigini gozlemlenmistir. Calismanin
sonuglarina dayanarak, borun RUNX2, BSP (mRNA ekspresyon seviyesi) ve BMP-4,
6 ve 7'yi (protein seviyesi) diizenleyerek osteogenezi indiiklemek i¢in umut verici bir
unsur oldugu sonucuna varmiglardir. Yukaridaki ¢alismalarda gdsterilen bor etkisinin

primer ve dizin hiicrelerindeki osteoblastlarin RUNX2 ve BMP ile iliskilendirilmesi
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ve sonu¢ olarak elde edilen benzer kemiklesme mekanizmalar1 agisindan ortak bir
kullanimin olduguna isaret etmektedir.

Gizer ve ark. (275) B-nHAp (bor igeren nano hidroksiapatit) kompozitin SaOS-
2 hiicreleri ve iKMKH'lerin ¢ogalmasi ve farklilagmasi tizerindeki etkilerini, nHAp
(nano hidroksiapatit) ve borik asit ile karsilagtirmislardir. Borik asit, nHAp ve B-
nHAp'in SaOS-2 osteoblastik hiicreleri iizerinde hiicre i¢i sinyal mekanizmasi
transkriptomik analiz ile degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, 90 ve 900 pg/ml B-nHAp
ve nHAp, 3 ve 5. glinlerde iIKMKH proliferasyonunu arttirmistir, ancak 1. giinde etki
gostermemistir. SaOS-2 osteoblastik hiicreleri, 1. ve 3. giinlerde ayn1 doz araliginda
siirll proliferasyon sergilemistir, ancak fark istatistiksel olarak anlamli degildir. 5.
giinde B-nHAp, nHAp (0.9 ila 90 pg/ml) ve borik asit (0.006 ila 6 pg/ml) SaOS-2
hiicrelerinin proliferasyonunu azaltmistir. NHAp seramikleri, borik asit i¢in 0.001 ila
0.3 pg/ml araliginda bir salinim saglamistir. Birlikte ele alindiginda, borik asit ve B-
nHAp kompozitleri, MKH'lerde kemik hiicrelerine kiyasla farkli proliferatif
kapasiteye sahiptir. B-nHAp kompozitler, hiicreler iizerinde proliferatif bir etkiye
sahip olmak yerine Oncelikle hiicre dist matriksi destekleyebilir. B-nHAp, diger
gruplara kiyasla 0.9 pg/ml'lik dozda iKMKH'lerde en iyi osteojenik farklilagmasini
gostermistir. Ayrica 0.006 pg/ml borik asidin 7. glinde kontrole kiyasla iKMKH'lerin
osteojenik farklilagmasini artirdiginm1  gostermislerdir. Borik asit ve B-nHAp
kompozitlerin yliksek dozlari, 21. giine kadar doza bagli bir sekilde osteojenik
farklilagsmay1 azaltmistir. ALP sonuglart iKMKH'ler {izerinde 0.006 pg/ml borik asitin
5. ve 10. giinlerde hiicre i¢i Ca?* birikimini ve 5, 10, 15. giinlerde ALP aktivitesini
arttirdigini1 gosteren Movahedi ve ark. (16)’nin sonuglari ile uyumludur. ALP aktivite
testi sonuglari, B-nHApmin 7. giinde 0.9 pg/ml'de iKMKH'lerin osteojenik
farklilasmasini etkilemedigini ortaya koymaktadir. 900 pg/ml B-nHAp kompozitlerin
0.1-0.3 pg/ml borik asit salimimi yaptigini, bu durumun da 7. giinde nHAp ile
karsilastirildiginda osteojenik farklilasmay: hafifce arttirdigini belirtmislerdir. B-
nHAp kompozitin 21. giinde AK boyamasi ve Quantichrome kalsiyum analizi ile
mineralizasyon ve kalsiyum miktar1 {izerindeki olumlu etkisini gdstermislerdir. 7.
giinde 0.006 pg/ml dozda borik asit ve 0.9 pg/ml dozda B-nHAp (0.006 pg/ml borik
aside karsilik gelir) osteojenik aktiviteyi uyarmistir. Bir bagka ¢alismada kitosan ve

nHAp iskeleye yiiklenmis borik asit uygulanmis ve 20 pg/ml dozunda hiicrelerin
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proliferasyonunun ve farklilasmasinin arttig1 goriilmiis hatta bu yiiksek dozda COLI
ekspresyonunun diger dozlara oranla en fazla oldugu saptanmistir (247).

Semaphorin-6D (SEMAG6D), pleksin transmembran reseptorleri yoluyla hiicre
farklilagmasini diizenleyen bir hiicre yiizeyi proteinidir (276). SEMA6D'nin B-nHAp
kompozit ve borik ile arttigini ancak nHAp uygulamasi ile artmadigini géstermislerdir.
Dolayisiyla, etkinin borik aside ait oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica 0.006 ng/ml borik
asidin 7. giinde iKMKH'lerde ALP aktivitesini arttirdigin1 gézlemlemislerdir. Bu
calismanin sonucu Oncelikle SEMA6D'nin hiicre farklilasma etkisinde rol
oynayabilecek osteoblastlar {izerindeki etkisi hakkinda fikir vermistir. SOX6,
kondrositlerin proliferasyon fazinda tip II kolajen sentezini ve birikimini uyaran bir
transkripsiyon  faktoriidiir. SOX6'nin  osteoblastlarin  ¢ogalmasini  uyardig:
bilinmektedir (277). B-nHAp kompozitler ve borik asit uygulanan hiicrelerde SOX6
gen ekspresyon seviyesinin hafifce arttigi goriilmiistiir. nHAp kompozit ile muamele
edilmis hiicrelerde artis olmamistir. Bu durum B-nHAp kompozitinin SOX6
tizerindeki etkisininin borik asite ait olabilecegini diisiindliirmiistiir. Smad7 gen
ekspresyonu artmig hiicrelerde ALP aktivitesi, mineralizasyonu, COL1 ve ALP gen
ekspresyonunun azaldig: bildirilmistir (278). B-nHAp kompozitler, TGF-$ sinyal
yolunun ve osteojenik farklilagmanin bir antagonisti olan Smad7 gen ekspresyonunu
inhibe etmistir. Borik asit ve kompozitleri bu ¢alismada Wnt ve TGF- sinyalizasyon
yolaklarinda gen ekspresyon degisikliklerine neden olmustur. Smad7 gen
ekspresyonu, nHAp ve borik asite kiyasla 0.9 pg/ml B-nHAp ile azalmistir. 0.9 pg/ml
B-nHAp artan Kazein Kinaz 1 Gama 3 (CSNK1G3) seviyesi yoluyla TGF-3 ve Wnt
sinyal yollarin1 uyarmistir. Kobylewski ve ark. (279) eszamanli Smad7 gen
ekspresyonunun inhibisyonu ve BMP2, Sirtl, Dkk2, TGF-fI, BMP2R ve Runx2
ekspresyonunun artigin1 bildirmistir. Yin ve ark. (280) 100 pg/ml bor igeren
mezapordz biyoaktif cam seramiklerin 7. glinde Wnt/B-katenin sinyal yolunda yer alan
Setd7 gen ekspresyonunu arttirarak osteojenik farklilasmayi destekledigini
gostermistir.

Bu ¢alismanin Wnt sinyal yolunun indiiksiyonu ile ilgili sonuglar1 Kobylewski
ve Yin'in bor igeren biyomalzemeler veya borik asit ile ilgili sonuglarina benzerdir. B-
nHAp kompozitlerinin ve borik asitin, SEMA6D ve SOX6'y1 tesvik ederek hiicre

farklilasmas1 iizerinde etkili oldugu belirtilmistir. Ote yandan nHAp kompozitler
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SEMAG6D ve SOX6 gen ekspresyon seviyelerini degistirmemistir. Bu durumda olumlu
etkilerden borik asitin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. in vitro kemik olusumu
cogalma, matriks olgunlasmasi ve mineralizasyon asamalarint igerir. Hiicre
proliferasyonunu, kemigin en temel proteini olan COL-I sentezi ve ALP gen
ekspresyonunda ve aktivitesinde bir artis izler. Mineralizasyonun baglangicinda, OK
ve OPN gibi kolajen6z olmayan proteinler matrikste birikir (281,). Teorik olarak,
COL-I ve ALP ekspresyonlar1 erken farklilasma durumlarinda artmaktadir. RT-PCR
analizleri B-HAp-PBAT yap1 iskelelerindeki iKMKH'lerin daha yiiksek OK ve OPN
ifadeleri, bor ilavesinin mineralizasyonu dikkate deger sekilde indiikledigini gosterir.
Sonugta, B-HAp-PBAT iskeleleri iizerinde kiiltiirlenen iKMKH'lerin kiiltiir stiresi
boyunca en yiiksek ALP aktivitesi, kalsiyum ve kolajen miktarlarina sahip oldugu
gozlenmistir. Yine bu veriler borik asitin olumlu etkilerini gdstermektedir. Yukaridaki
caligmalarda bahsedilen bor etkisinin bizim caligmamizda elde ettigimiz MKH
proliferasyonu, osteoblastik farklilagmasi, kemiksi doku olusumu, kalsiyum birikimi
ve mineralizasyon bulgularindaki artigin ilgili mekanizmalar1 konusunda uyumlu
oldugu diisiiniildii. Borun farkli dozlarda ve kullanilan iskelenin yapisina bagli olarak
yukarida gecen mekanizmalari farkli sekillerde etkiledigi anlasildi. Bu etkilerin kemik
halkas1 iizerinden gerceklesen etkilesimlerinin mekanizmalarini anlamanin 6nemli
olacagi ongoriildii.

Kalsiyum birikintileri viicutta, 6zellikle kemik dokularinda bulunur. AK ve
VK, hiicre i¢i kalsiyum, kalsiyum baglayici proteinler ve proteoglikanlar1 boyamak
icin kullanilir. Kalsiyum fosfat tuzlarinin olusumu veya mineral birikimi osteoblast
hiicrelerinin birincil islevidir. Bu yontem kemik farklilagsmasinin degerlendirilmesinde
yararlidir. Movahedi ve ark. (16) borik asitin sigan KMKH'lerinin osteoblastlara
farklilagmasi iizerindeki etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, KMKH'lerin farkli borik
asit konsantrasyonlar1 varliginda mineralizasyonu 5. giinde baglamistir, burada AK ve
kalsiyum konsantrasyonlarinin kantitatif analizi, kontrollere kiyasla 6nemli bir artig
gostermistir. Borik asit igermeyen kontrol grubunda mineralizasyon esas olarak 10.
giinde baglamig ve 15. ve 21. giinlere kadar devam etmistir. Borik asit varlig1, kontrole
kiyasla 10. glinde 6nemli bir fark yaratmig, ancak 15. giinde ayni seviyeye ulagmistir.
Liu ve ark. (273) iSDKH’den osteoblastik farklilasmayi degerlendirmislerdir. Mg

borat, Zn borat veya borik asit i¢eren ve icermeyen ¢esitli kitosan yap1 iskelelerinde 7,
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14 ve 21 giinliik kiiltiirden sonra AK boyamasi yapilmistir. Kalsiyum igerigi 21 giin
farklilagma siiresi boyunca tiim gruplarda kontrol grubuna kiyasla daha fazla olacak
sekilde siirekli artmistir. Tiim indiikleyiciler tiim iskelelerde kalsiyum igerigini
arttirmistir. Mg borat, Zn borat veya borik asit kitosan iskelelerinde kalsiyum
birikimleri saf kitosan iskelesinde oldugundan daha yiiksek bulunmustur. Ying ve ark.
(149) borun iKMKH iizerindeki etkisini degerlendirdikleri c¢aligmalarinda; VK
boyamasi ile 21. giinde mineral birikimini degerlendirmistir. Kontrol grubuna kiyasla
1 ve 10 ng/ml borik asit uygulanan gruplarda artmis kalsiyum birikimi gozlenmistir.
Bununla birlikte, kalsiyum birikimleri 100 ve 1,000 ng/ml borik asit uygulanan
gruplarda azaltilmistir; 6zellikle 1.000 ng/ml borik asit grubunda azalma anlamli
seviyede bulunmustur. Tagh ve ark. (269) iDGKH’lerin osteojenik farklilagmasi
sonrasinda hiicre dis1 mineralizasyonu gdstermek i¢in, NaB ile indiiklenen hiicreler
tizerinde 14 giinliik kiiltiir sonrasinda VK boyamasi yapmislardir. Minerallesmenin
NaB ile muamele edilen hiicreler iizerinde kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu
bulunmugtur. Hakki ve ark. (146) pre-osteoblastik hiicrelere borik asit etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda VK boyamasi ile mineralizayonu degerlendirmis; borik
asit uygulanmayan kontrol grubu ile karsilastirildiginda, borik asit uygulanan
gruplarda artan minerallesmis nodiiller gdzlenmistir. Ozellikle 1 ve 10 ng/ml borik asit
konsantrasyonu iceren gruplarda, mineralize nodiillerde artis belirgin bulunmustur.
Endotel hiicrelerinin osteojenik farklilagmadaki etkisini inceleyen bir ¢alismada,
osteojenik ve vaskiiler endotel hiicre tabakalarindan, osteogenez ve kan damari olusum
potansiyeline sahip, ¢ift tabakali hiicre komplekleri gelistirilmistir. Endotelyal hiicre
tabakasini kaplayan osteojenik tabakanin AK ve VK ile gosterilen daha iyi bir kemiksi
doku yaptig1 saptanmistir. Bu hiicrelerin HA igceren bir iskele kullanildiginda daha
olgun bir kemiksi doku olusturmasi, klinik kullanimda yer bulabilecek bir {iriin
oldugunu diistindlirmiistiir (283). Benzer sekilde yapilmis bir ¢calismada AK ve VK
histokimya boyamalar1 ile gdsterilmis kemiksi dokunun immiinohistokimyasal
belirtegler ile paralel bir sekilde olgun kemiksi doku yapiyor olmasi siniis membran
hastaliginda  kullanilabileceklerini ~ gostermistir  (284). MKH’nin  tedavide
kullaniminda enjekte edilebilir hidrojeller ile verilebilmesi de klinikte anlamli
sonuclar verebilecegini gostermistir (285). Bizim ¢aligmamizda AK ve VK boyamalari

hem kullandigimiz belirteclerle hemde literatiirdeki bulgularlar uyumlu bulundu.
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Kemik halkasi ve borik asit etkilesiminin kemiksi dokunun gosterilmesinde kullanilan
histokimyasal boyalar a¢isindan énemli oldugu diistintildii.

MKH ig¢in osteoblastik farklilasmada 6nemli belirteglerden bazilart ALP, ON,
OK ve RANKL bir¢ok yayinda hiicre davranisini etkileyen yonleriyle incelenmistir
(247,271,286). Gelisim sirasinda kemik olusumu MKH’lerin agregasyonu ve sirastyla
kondrosit ve osteoblastlara farklilagmasi olan endokondral kemiklesme ile gergeklesir.
MKH kondansasyonu sonrast MKH direkt olarak da osteoblasta farklilagir ve bunun
adina membrandz kemiklesme denir. MKH’nin osteoblastik farklilagmasindaki
esansiyel transkripsiyon faktdrleri RUNX2 ve SOX9 dur. Bu hiicre ig¢i sinyal
faktorlerinin yani sira hiicre dis1 yolaklar olarak IHH, PTH, BMP, WNT-f catenin ve
MAPK yolaklaridir. RUNX2, DLX5 ve MSX2 gibi faktorler immatiir osteoblastlarin
cogalmasini ve olgunlagsmasini yonlendirir. Pre-osteoblast haline gelmis bir hiicre
Osterix, CollAl, PTH-R1 ve ALP eksprese eder. Osterix bir transkripsiyonel faktor
olarak gec osteogenezin esansiyel diizenleyicisi olup kondrogenezin inhibisyonunu
saglar. Osteoblast matiirasyonunda 6nemli bir agsama olan bu siireci BMP ve WNT
sinyali indiikler. Olgunlasan osteoblast OK, BSP, PTH-R1 ve ON eksprese eder. Bu
mekanizmalarin anlagilmasit BMP’lerin kemik olusumunda stimule edilmesi, WNT
antagonistlerinin kemik farmasyonunu hizlandirip densitesinin artmasini saglamasi,
lityum kloriir (LiCl) ile birlestirilen kok hiicrelerin in vivo ve in vitro osteoblastik
farklilasmasinin arttirilmast gibi tedavi yaklagimlarini ortaya cikartmistir. Kemigin
oldukc¢a dinamik bir remodeling siireci olup MKH’dan farklilastirilmis osteoblast ile
kemik formasyonunun ve osteoklastin indiiklenmesi ayrica CD34 pozitif
hematopoetik progenitér kaynakli osteoblastlarin kemik rezorpsiyonunu arttirmasi
saglanir. Kemik olusumu ve rezorpsiyonu siirecinde birgok sitokin yer alir. Bu siireci
aciklayan en 6nemli mekanizma OPG ve RANKL iliskisidir. RANKL bir otokrin
farktdr olarak pre-osteoklast ve osteoklastin farklilagsmasi ve olgunlagsmasini
saglarken, OPG RANKL’1 bloklayarak osteoklastin olgunlagmasini, fonksiyonunu ve
yagamin1 inhibe etmektedir. RANKL’in aktive olmasiyla T hiicresinin
sitoplazmasindaki niikleer faktor tetiklenerek, osteoklastogenesis in vitro ve in vivo
olarak gosterilmistir. Bunlarla iliskili olarak MKH’nin immiinomodiilatér etkisi
onemlidir. Bu modiilator etki 6zellikle kemik iyilesmesi anlaminda enflamasyonun

onlenmesi yoniinden ¢ok etkili bir fonksiyondur. Osteoblasta farklilasan MKH i¢in bu
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kemik iyilesmesinde kendisinin, salgiladigi faktorlerin ve sekrotom, proteom ve
eksozomlar1 ile bu silirecte biiyiikk yararlar gosterdigi saptanmistir. Kemik
remodelinginde hem osteoblast gibi davranmasi hem de kok hiicre davranigini
gostermesi bugiin klinikte kok hiicre kullaniminin asil nedenleridir. MKH i¢in hiicre
davranis1t ve molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi klinik kullanimlarindaki
etkinligi arttiracaktir (287). Calismamizda bulunan kemik halkast ve borik asit
etkilesimi, kiiltiir ortaminda osteoblastik farklilasma ve yara iyilesmesinin yukaridaki
mekanizmalarla agiklanabilmesi, translasyonel tip anlaminda klinik kullanimi olan
yeni tedavi imkanlar1 sunabilecektir.

Alkalen fosfataz (ALP), osteojenik farklilasmanin erken asama belirtecidir ve
ALP'min ekspresyonu, osteoblastlarin ana karakteristik ozelliklerinden biridir.
Osteoprogenitor hiicreler yeni kemik olustururken, ALP aktivitesi artar. Son olarak
osteoblastlar osteositlere doniisiirken ALP aktivitesi stabilize olur (288). Ying ve ark.
(149) ALP boyamasiyla, 10 ve 100 ng/ml borik asit ile muamele edilen iKMKH'lerin,
kontrole kiyasla daha yiiksek bir ALP aktivitesi gosterdigini kesfetmistir. Gergek
zamanli PCR ile ALP ekspresyonunun 10 ve 100 ng/ml borik asit gruplarinda arttigini
belirtmislerdir. Tasli ve ark. (269) iDGKHlerin NaB'li ve NaB'siz ortamdaki
osteojenik farklilasmalarini degerlendirmis ve 14 giinlin sonunda NaB ile tedavi edilen
grubun daha yiiksek ALP aktivitesi gosterdigini belirtmislerdir. Movahedi ve ark. (16)
sican KMKH’lerinin 6 ng ve 6 pg/ml gibi diisiik dozlarda osteoblastlara farklilagsmasi
izerindeki etkisini aragtirmig, kontrol hiicrelerindeki ALP aktivitesinin 5. giinde
minimal ve 21. giinde maksimum seviyesine ulastigini belirtmislerdir. Hiicrelerin 6
ng/ml ve 6 pg/ml borik asit ile muamelesi, 5 ve 10. giinlerde ALP aktivitesinde 6nemli
bir artisa neden olmustur. 15 ve 21. glinlerde ALP aktivitesinde kontrol ve 6pg/ml ile
muamele edilmis hiicrelere kiyasla sadece 6 ng/ml ile muamele edilmis hiicrelerde
Oonemli bir artig goriilmiistiir. Live ark. (271) BNNT tabakalar1 ile MKH’ler arasindaki
etkilesimi degerlendirmislerdir. Diisiik BNNT igerigine sahip BNNT katmanindaki
MKH'ler, 7 giinliik kiiltiirden sonra kontrol grubundan daha yiiksek ALP aktivitesi
gosterir. BNNT katmani {izerinde kiiltiirlenen MKH'lerin ALP aktivitesi, 14 giinliik
kiiltiirden sonra 7 giinliik kiiltiirden sonraki aktiviteye kiyasla dnemli 6l¢iide artmistir.
1-10 pg/ml konsantrasyona sahip BNNT katmaninda, MKH'ler 14 giinliik kiiltiirden
sonra kontrollere kiyasla belirgin sekilde artmig ALP aktivitesi sergiler. 2 pg/ml
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konsantrasyona sahip BNNT katmani {zerindeki MKH'ler, diger tiim
konsantrasyonlar arasinda en yiiksek ALP aktivitesini gosterir. 2 pg/ml
konsantrasyonlu BNNT katmani iizerinde MKH'lerin ALP aktivitesi, 14 giinliik
kiiltiirden sonra BNNT katmani olmayanlara kiyasla yaklasik iki kat daha yiiksektir.
14 giinliik kiiltiirden sonra toplam protein basina ALP ayni egilimi gosterir, toplam
protein basina en yiiksek ALP 2 pg/ml konsantrasyondadir. Liu ve ark. (273)
iSDKH’den osteoblastik farklilagmay1 degerlendirdiklerinde test edilen tiim
iskelelerde Mg borat, Zn borat ve borik asit, ALP aktivitesini O6nemli OSl¢iide
arttirmistir. Zn borat igeren iskele, kiiltiiriin 14. giinliinde en yiiksek ekspresyonu
gosterirken borik asit igeren iskele, kiiltivasyon doneminde sadece orta derecede
eksprese edilmistir. Gizer ve ark. (275) B-nHAp kompozitin iKMKH'lerin ¢ogalmast
ve farklilagmasi tizerindeki etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, B-nHAp ve nHAp
kompozitler 7 ve 21. giinlerde ALP aktivitesini degistirmemistir. Bununla birlikte bu
kompozitler ile ALP aktivitesi pozitif kontrole kiyasla 14. giinde azalmistir. 21. giinde
B-nHAp kompozit, 0.006 pg/ml borik aside kiyasla 0.9 pg/ml dozda iKMKH’lerin
osteojenik farklilagsmasini 6nemli Olglide arttirmistir. iKMKH'lerin ALP aktivitesi
0.006 pg/ml borik asit dozu ile artmis, ancak 7. glinde 0.06 ila 6 pg/ml dozlarda
degismemigstir. Borik asit, iKMKH'lerin ALP aktivitesini 0.006 pg/ml dozda
etkilememistir; bununla birlikte 14. giinde ALP aktivitesi tedavi edilmemis kontrollere
kiyasla 0.06-6 pg/ml'de azaltmistir. Tiim borik asit dozlar1 kontrollere kiyasla 21.
giinde osteojenik farklilasmay1 azaltmistir. Arslan ve ark. (272) osteojenik aktiviteyi
arttirmak i¢in ii¢ boyutlu PBAT iskeleler icine amorf HAp ve B-HAp nanopartikiilleri
kapsiilledikleri caligmalarinda B-HAp-PBAT iskelelerinde kiiltiirlenen iKMKH'lerin
kiiltiir stiresi boyunca en yiiksek ALP aktivitesi, kalsiyum ve kolajen miktarlarina
sahip oldugunu gozlemlemistir. Yapilan bir calismada iPKH’lerin MKH’ye
farklilagmasi tlizerinden osteogenez kiiltiir ortaminda incelenmis ve kosullu besi yeri
etkisine 14 giin siirecinde bakilmistir. Kosullu osteojenik besi yeri saglamak amaciyla,
fare osteoblast kosullu besi yeri ve normal besi yerinin 3:7 oraninda karigtirilarak
kullanildiginda osteogenezle ilgili genlerden ALP, RUNX2, COLl ve ON
ekspresyonlarnin anlamli bir sekilde arttig1 saptanmistir (289). Ilgili bir ¢alismada
metformin ile bu etkinin daha da fazlalastig1 goriilmiistiir (290). Bu ¢alismalara ek

olarak makrofaj kiiltiiriinden elde edilen kosullu besi yerinin benzer sekilde ayni
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faktorleri arttirdigt ve hidrojen peroksit ile yapilan kiiltiir ortamindaki hastalik
modelinde makrofajin kosullu besi yerinin tedavi edici oldugu gosterilmistir (291).
Ozellikle ALP ekspresyonuna eksozomlarin katkisini inceleyen bir baska calismada
kemik iligi ile ¢ene kemigi MKH’leri karsilagtirilip AK boyamasi, ALP ve osteojenik
gen ekspresyonlarina bakildiginda ¢ene kemigi MKH’lerinin daha etkin bir sekilde
osteogenezi sagladigi in vitro ve in vivo Orneklerle gosterilmistir (292). Bizim
calismamizda ALP ekspresyonu osteoblastik farklilagma siirecinde gruplar arasinda
anlamli farklar i¢eren bulgular gosterdi. Kemik halka etkisinin yapilan H-skorlamaya
gore anlamli bir sekilde en yiiksek diizeyde oldugu bulundu. Hepsi farklilagmisg
osteoblastlar1 ve kemiksi adaciklari igeren kiiltiir gruplarinda bu farkin goriilmesinin
kemikten gelen sinyal, borik asitin farkli etki mekanizmalar1 ve hiicrenin farkl
davraniglarindan kaynaklanabilecegi diistintildii.

Osteonektin kalsiyum baglayict matriks-hiicresel bir proteindir. Bir zamanlar
ON’nin 6zellikle mineralize dokularda ifade edildigi diisiiniilmiis, ancak daha sonra
hem mineralize hem de mineralize olmayan dokularda ¢ok daha genis bir ekspresyon
paternine sahip oldugu gosterilmistir. ON, kemik olusumu sirasinda osteoblastlar
tarafindan salgilanir. Olgunlagmamis kemikte yiiksektir ve kolajenin mineralizasyonu
ile iligkilidir. Olgun kemik homeostazinda ON ekspresyonunda bir azalma goriiliir.
Ozellikle yiiksek turnover hizina sahip kemiklerde, aktif osteoblastlarda, kemik iligi
progenitdr hiicrelerinde ve osteoidte yiiksek seviyede eksprese edilir (293). Akdere ve
ark. (247) borik asitin farkli dozlarda YKH'lerin osteojenik potansiyeli lizerindeki
etkisini degerlendirdiginde ON ekspresyon seviyelerinin her grup i¢in 7 ve 14.
giinlerde neredeyse ayni oldugunu belirtmislerdir. ON degeri 21. giinde, 10 pg/ml
borik asit grubunda kontrol grubundan daha yiiksektir. Ayrica 10 pg/ml borik asit
grubu, 1 pg/ml borik asit grubundan daha yiiksektir. ON ekspresyonunun diger
belirtegler ile birlikte varlig1 ve iskeleler ile ekspresyonunun artmasi biyomiihendislik
driinlerinin etkisini gostermektedir. Son zamanlarda klinikte kullanilan Wharton'’s
Jelly MKH’leri i¢in 3 boyutlu biyomimetik iskele yapilarak ON ve diger belirteclerin
translasyonel agidan ¢ok daha uyumlu bir ortamda artmis oldugu gosterilmistir. HAp-
kitosan-jelatin kombinasyonunun hiicrenin yapigsmasi, c¢ogalmasi, goclii ve
farklilagsmast anlaminda ve 6zellikle salgiladigi maktriks proteinleri agisindan ideale

yakin oldugu diistintilmiistiir (294). Bir bagka ¢alismada nanoporéz mikropramidal
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yapil1 Si ylizey iskelesi kullanilarak MKH’ler kiiltiire edilmis ve elektrik uyarisi ile
ON ve diger belirteclerin anlamli bir sekilde arttig1 goriilmiis ve daha fazla osteoblastik
farklilasma elde edilmistir (295). Ug boyutlu kiiltiir ortamlarmin kullanilmasmnmn iki
boyutlu ortamlara gore terminal farklilasma gosteren osteoblastlardaki ON
ekspresyonunu anlamli bir sekilde arttirdigi da gosterilmis (296). Calismamizdaki ON
immiinohistokimya bulgular1 kemik halka ve borik asit etkisi altinda benzer sekilde
daha iyi bir osteoblastik farklilagmanin oldugunu gosterdi. Bu etkinin {i¢ boyutlu
kiiltiir ortaminda incelenmesinin translasyonel tip anlaminda daha anlamli veriler
getirecegi diisliniildii.

Osteokalsin, kolajendz olmayan bir proteindir ve OK'den olusan kolajenoz
olmayan kemik proteininin %15'ini ifade eder. OK’nin yapisi, K vitaminine bagiml
karboksilasyona ugrayan ii¢ glutamik asit kalintisindan olusur ve bu y-
karboksiglutamik asit kalintilari, kemik minerali hidroksiapatite yiiksek afinite ile
baglanmasi icin OK’y1 destekler. OK, viicudun metabolik aktivasyonu, kemik
dongiisii, mineralizasyon ve kalsiyum iyonu homeostazinin diizenlenmesinde rol
oynar (297,298). Osteoblast farklilasmasinin negatif regiilatorii olarak bilinir ve
farklilasmanin sonraki safthasinda eksprese edilir (299). OK, mineralizasyon siirecinin
kontroliine dahil olmus, osteojenik farklilasmanin ge¢ asamasinda ortaya ¢ikmis ve
osteoblastik soyun olgun hiicreleri ile karakterize edilmistir (300,301). Liu ve ark.
(273) iISDKH’den en yiiksek OK ekspresyonunu 21 giinliik kiiltiirden sonra Zn borat
orneklerinde gozlemlemistir. Farklilastiriimis iSDKH’lerin gen ekspresyonu Mg borat
ve Zn borat tarafindan uyarilmistir; bununla birlikte borik asit osteoblastik farklilasma
icin en diisiik etkiyi indiiklemistir. Hakk: ve ark. (146)’nin ¢alismasinda tiim zaman
dilimlerinde 10, 100 ve 1000 ng/ml borik asit OK ekspresyonunu arttirmistir. Ying ve
ark. (149) gercek zamanli PCR ile OK ekspresyonunun 10 ve 100 ng/ml borik asit
gruplarinda arttigini tespit etmistir. Li ve ark. (271) BNNT tabakalar1 ile MKH’ler
arasindaki etkilesimi degerlendirmislerdir. BNNT katmanlarindaki MKH'ler, 14
giinlik kiiltirden sonraki kontrole kiyasla onemli o6l¢iide artmig OK protein
konsantrasyonu gostermistir. 10 pg/ml konsantrasyonlu BNNT katmani tizerindeki
MKH'ler en yiiksek OK miktarin1 gostermistir. Arslan ve ark. (272) osteojenik
aktiviteyi arttirmak i¢in PBAT iskeleler i¢ine amorf HAp ve B-HAp nanopartikiilleri
kapsiilledikleri ¢alismalarinda B-HAp-PBAT yap1 iskelelerindeki iKMKH'lerin daha

140



yiiksek OK ifadesi gosterdigini ve borik asit ilavesinin mineralizasyonu dikkate deger
sekilde indiikledigini belirtmiglerdir. Yapilan bir¢cok ¢aligmada OK ekspresyonunun
osteojenik farklilagmada var oldugu ve birgok faktor tarafindan etkilendigi
gosterilmistir. Iskele calismalarinda MKH farklilasmasinda OK ekspresyonunun
arttig1 in vitro ve in vivo ¢alismalarla saptanmistir. OK, ON ekspresyonu, AK, VK ve
ALP-Elisa yontemleriyle birlikte kemiklesmenin belirtegleri olarak yer almaktadir
(241,242,302). Kiiltiir ortamindaki kemiklesmede OK ekspresyonunun farklilagsma
faktorleri olan deksametazon, askorbik asit ve betagliserofosfat diizeyleri ile iliski
oldugu bulunmustur (303). Calismamizdaki OK bulgular1 yukaridaki ¢aligmalarda
gosterilen iskele etkisine benzer sekilde kemik halka ve borik asit etkisinin
gergeklestigini  gostermektedir. OK  ekspresyonunun calismamizdaki  kiiltiir
hiicrelerinde farklilagsmanin gergeklestigini gostermesi ve gruplar arasinda farkliliklar
gostermesi kiiltiirdeki kemiklesmenin degisik siireclerini gostermekte olup literatiir ile
uyumlu bulundu. Bu durum kiiltiir ortamindaki kemik halkasinin ve yaptigimiz ¢izik
ile yara olusturulmasinin klinik durumu taklit eden bir model oldugunu diisiindiirdii.
Kemigin yeniden yapilanmasinda osteoklastlarin rezorbe ettigi kalsifiye kemik
matriksine osteoblastlarin yapisal biitiinligii koruyacak bir bicimde mekanik
yiikklenmesi yoluyla yeniden yapilanmay: saglamasi asil mekanizmadir. MKH
onciilerinden olusan osteoblastlar lokal ve ¢evresel sinyallerin etkisi altinda otokrin ve
parakrin sinyaller ile bu yapilanmay1 gerceklestirirler. Yapilan bir ¢aligmada
proliferasyonun gerceklestigi 2-5. giin, farklilagmanin gerceklestigi 5-10. giin ve
maturasyonun gerceklestigi 10-28. giin kiiltiirdeki gen ekspresyonlarina bakildiginda
onemli belirte¢ olarak RANKL ve TNF-A ile MKH etkilesiminin matriks olusumu ve
mineralizasyonunun gerceklesmesinde onemli rol oynadigi gosterilmistir (304).
MKH’nin osteoblastik farklilagsma siirecinde osteoklast oOnciilerini etkiledigi de
gosterilmistir. RAW264 dizin hiicrelerinin osteoklastik farklilasma slirecinde MKH
kiiltiiriinden elde edilen besi yerinin kosullu besi yeri olarak kullanilmasiyla RANKL
ekspresyonunun yiikseldigi OPG ekspresyonunun diistiigii saptanmistir (305). Bitki
ekstraktinin osteoblastik farklilasmaya etkisinin incelendigi bir ¢alismada RANKL ile
indiiklenmis SEMA4D ve SEMA7A iizerinden osteoklastogenezi azalttigi ve
osteoblastogenezi arttirdigi bulunmustur. Bu durum MKH farklilagmas: siirecinde,

terminal farklilagma oOncesinde ve sirasinda, RANKL ekspresyonunun kemik
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remodelingini yonlendirmek iizere énemli oldugunu diistindiirmiistiir (276). Benzer
sekilde W9 peptidinin insan MKH osteojenik farklilagsmasinda RANKL’1 blokliyarak
kemik formasyonunu aktive ettigi ve bu aktivasyonun P38, JNK, Erk-2, Akt ve BMP-
2 ile iligkili oldugu bulunmustur (306). MKH’nin osteoblastik farklilagmasinda miR-
99a-5p ekspresyonunun 6nemli oldugu, Knock-out yapilarak azaltilan veya asiri
ekspresyon yapilarak arttirilan mRNA’nin osteoklastogenesis ile osteoblastogenesis
arasindaki iletisimi saglamak {izere birbirlerine sinyal gonderdikleri saptanmigtir
(286). Calismamizda osteoblastik farklilagmanin terminal doneminde RANKL
ekspresyonu anlamli bir sekilde yiiksek bulundu ve bunun kemik halkasi ve borik asit
ile iligkili oldugu goriildii. Yukaridaki calismalarla benzer sekilde MKH’nin
farklilagsma silirecinde RANKL icerdigi ve bunu kemiksi adacik yapma yoniinde
kullandig1 diisiiniildi.

Ik defa yapilmis bir deney modeli olarak MKH’ler iizerinde kemik halkasinin
ve borik asitin etkilerinin arastirilmasi ve yine ilk defa bu ortamda yapilmis yara
modeline etkilerinin incelenmesi ile bu g¢aligmada elde edilen sonuclar klinik
uygulamalarda kullanilabilecek ©6nemli veriler elde edilmesini saglamistir.
Calismamizin en dnemli katkist kemik halkasinin sagladig: sinyallerin ve progenitor
hiicrelerin in vivo ortam ic¢in On goriilen sonuglaridir. Klinikte kolaylikla
kullanilabilecek olan borik asit in vivo sartlarda kemikten gelen progenitor hiicreler ve
sinyallerle karsilasacaktir. Tki boyutlu kiiltiir ortaminda aldigimiz bu sonuglarin iig
boyutlu in vivo ortamda farkli olabilme ihtimaline karsilik bizim buldugumuz olumlu
katk1 daha da etkin bir halde gergeklesebilir. Borik asitin MKH {izerindeki olaganiistii
olumlu etkileri bu ¢alisma ile teyit edilmistir. Kemik halkasinin bu duruma katkist
sonucu agiga ¢ikardigimiz veriler, kemik iyilesmesinde ve rejenerasyon islemlerinde
istenilen ideal tedavinin yapilabilecegini diisiindiirmiistiir. Osteojenik farklilasma ve
kemiksi adacik olusumunda kemik halkasi ve borik asit kullaniminin bizim
gosterdiklerimizin disindaki proteinlerin ekspresyonlari, Western Blot ve PCR
analizleri ile degisen genlerin belirlenmesi ve degerlendirilmesi miikemmel tedavi i¢in

onemli bir yol gosterici olacaktir.
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SONUC VE ONERILER

- Kemik halkasinin kiiltliir ortaminda eksplanttan biraz daha farkli olacak sekilde
kullanilmast bildigimiz kadariyla literatiirdeki ilk deneysel modeldir.

- Iki haftalik bir zaman araligindan sonra kemikten gelen progenitdr hiicrelerin kontrol
grubunda osteojenik farklilasmaya gitmesi ve kemiksi adaciklar olusturmasi énemli
bir veri olarak diistiniildii.

- Kemik halkasindan gelen progenitor sinyallerin MKH’lerin osteojenik farklilagsma
potansiyelini olumlu yonde etkiledigi ve arttirdigi goriildii.

- Bu c¢alisma sonucunda borik asitin MKH’lerin osteojenik farklilagmasi iizerine
bilinen etkilerine ek olarak, kemik halkasi etkilesimi sayesinde bilinmeyen veriler
ortaya ¢iktt. MKH’lerin kemikten gelen progenitdr sinyaller sayesinde farklilasma
yoluna gittigi ve borik asitin bu etkiyi ¢ok daha fazla arttirdig1 gortildii.

- Bu etkilerin MKH ve borik asit ile olan etkilesimleri ise daha once incelenmemis
olmasindan dolay1 ¢calismamiz 6zgiin ve anlamlidur.

- MKH’nin borik asit ile etkilesimisinin toksik olmayan dozlarda olduk¢a anlamli ve
fonksiyonel oldugu goriildii.

- Borik asitin MKH’ler {izerinde yiiksek dozlarda bile toksik etki gortermesinin ¢ok
olas1 olmadig: tespit edildi.

- Bu modelin 6zellikle yara iyilesmesi boliimii géz 6niine alindiginda dis hekimligi ve
tip uygulamalarinda model olarak kullanilabilecegi diistintildii.

- In vivo asamalara gecilmeden 6nce, biyomateryallerin, ilaglarm vb. faktdrlerin
etkilerinin incelenebilecegi ve sonuglarin ongoriilebilecegi, anlamli verilere neden
olabilecek bir model oldugu diisiiniildii.

- Osteojenik farklilagsma ve kemiksi adacik olusumunda kemik halkasi ve borik asit
kullanimmmin MKH’ler iizerindeki etkilerinin, bizim kullandiklarimizin disindaki
proteinlerin immiinohistokimyalari, Western Blot ve PCR analizleri ile gosterilmesi,
degisen genlerin belirlenmesi ve degerlendirilmesi milkemmel tedavi i¢in dnemli bir

yol gosterici olacaktir.
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