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OZET

MEZENSIMAL KOK HUCRE ICERIKLI ENJEKTE EDILEBILIiR
KEMIK GREFTI URETIMI ve
in vitro
DEGERLENDIRiLMESi

GERMIY AN, Ozgiin Selim

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Damismani: Dog. Dr. Aylin SENDEMIR
Eylil 2021, 71 sayfa

Kemik hasarlar1 ve kemik anomalileri, travma, tiimor rezeksiyonu, enfeksiyon
ve kiriklar gibi birgok nedene bagh olarak gelisebilmektedir ve tedavi edilmesi ge-
reken durumlardir. Bu amagla kollajen, trikalsiyum fosfat seramikleri, dogal hidrok-
siapatitler, demineralize kemik matriksi ve biyolojik olmayan polimerler gibi greft-
ler ve alloplastik kemik esdegerleri kullanilmaktadir.

Kemik doku miihendisliginin temeli, kemik hasar1 olusan anatomik bolgeye
uygun kemik iyilesmesi i¢in destek yapisi olusturmak ve iyilesmeyi hizland rmaktir.
Klinik basari, olusan kemigin yeniden sekillenme sonucu g¢evre kemik dokusu ile
yapisal olarak biitiinlesmesi ve yeni olusan kemigin fonksiyon gormek igin yeterli

mekanik dayanikliliga sahip olmasi ile belirlenir.

Bu ¢aligmada mezensimal kok hiicreler hidroksiapatit ve B-Trikalsiyumfosfat
yapili mikro tastyicilar iizerine ekilerek spinner flaskta optimum karigma hiz1 belir-
lenerek iiretilmistir. Mikro tastyicilar iizerine ekilen hiicreler aljinat/karboksimetil
seliiloz hibrid hidrojeli ile karistirilmig, boylece kemik yapisina uygun ve kok hiicre
tedavisi amagh enjekte edilebilir formda kemik grefti tiretilmis ve greftin in vitro

performansi analiz edilmistir.

Anahtar sozciikler: Hidroksiapatit, p-Trikalsiyumfosfat, mezensimal kok hiicre
(MSC), spinner flask, mikro tastyici, kemik grefti






ABSTRACT

PRODUCTION and in vitro EVALUATION OF MESENCHYMAL
STEM CELL LADEN INJECTABLE BONE GRAFT

GERMIYAN, Ozgiin Selim

MSc Thesis in Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aylin SENDEMIR
September 2021, 71 pages

Bone injuries and bone anomalies can develop due to many reasons, such as
trauma, tumor resection, infection and fractures, and are conditions that need to be
treated. For this purpose, grafts and alloplastic bone equivalents, such as collagen,
tricalcium phosphate ceramics, natural hydroxyapatites, demineralized bone matrix
and non-biological polymers are used.

Mikro tagtyicilar lizerine ekilen hiicreler aljinat/karboksimetil seliiloz hibrid hidro-
jeli ile kanigtirilmig, boylece kemik yapisina uygun ve kok hiicre tedavisi amaglh en-
jekte edilebilir formda kemik grefti iiretilmis ve greftin in vitro performansi analiz
edilmistir.

The basis of bone tissue engineering is to create a support structure for bone
healing in accordance with the anatomical region of bone damage and to accelerate
healing. Clinical success is determined by the structural integration of the newly
formed bone with the surrounding bone tissue as a result of remodeling, and suffi-
cient mechanical strength of the formed bone to function properly.

In this study, mesenchymal stem cells were seeded onto hydroxyapatite and 3-
tricalciumphosphate microcarriers, and they were cultured in the spinner flask by
determining the optimum mixing speed. Cell laden microcarriers were mixed with
alginate/carboxymethyl cellulose hybrid hydrogels, so that an injectable bone graft
for stem cell therapy that is compatible with bone structure was produced, and its in
vitro performance was analyzed.

Keywords: Hydroxyapatite, B-Tricalciumphosphate, mesenchymal stem cells
(MSC), spinner flask, microcarrier, bone graft
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1. GIRIS

Kemik, 6zel bir bag dokusu olarak ossifikasyon ve osteogenez siirecleri ile geli-
sir. Ossifikasyon sirasinda, osteoblastlar amorf bir materyal salgilarlar ve yavas yavas
biiyiik oranda kollajen yapili olan osteoidi olustururlar. Osteoidin olusumundan sonra
kalsiyum fosfat mineralleri osteoidin igerisinde birikerek birlikte kemik matriksini olus-
turular. Mineralizasyon siirecinde osteoblastlar ¢evrelenerek osteositleri olusturur (Lee
et al., 1992).

Kemigin 6zellikle gen¢ insanlarda yiiksek rejeneratif kapasitesi, kiriklarm ¢ogu-
nun biiylik miidahaleye gerek kalmadan iyilesecegi anlamina gelir. Ancak buna ragmen
agir parcali kiriklar ve kemik tiimorleri kaynakli rezeksiyonlardan dolay1 meydana gelen
biiyiik kemik hasarlar1 tiimiiyle rejenere olamayabilirler. Bu nedenle hasarli bolgede
cerrahi miidahaleye ihtiya¢ duyulur. Hali hazirda uygulanabilen “Altin standart” tedavi
legen kemiginin iist ucu gibi yiik binmeyen ve kolayca ulasilabilen bir bélgeden alinarak

hasarli bolgeye otolog greftleme yapilmasidir (Bauer et al., 2000).

Klinik ihtiya¢ g6z oniine alindiginda, ortopedide biyomateryal bazh tedaviler pa-
zarmmn hizli bir oranda biiyiidiigii goriilmektedir. implantasyon amagh materyaller gec-
miste titanyum implantlar gibi 'biyo-inert' olacak sekilde tasarlanirken, malzeme bilim-
cileri artik biyolojik molekiiller veya hiicrelerle biitiinlesen ve dokulari yenileyen 'biyo-
aktif' materyallerin tasarimina yonelmektedir (Stevens, 2008).

Giintimiizde kemik rejenerasyonunda kullanilan materyallerin osteoindiiktif: pro-
genitor hiicrelerin osteoblastlara farklilasmasmi tesvik edebilen, osteokondiiktif: kemik
biiytiimesini destekleyen ve hasarli bolgenin ¢evresindeki kemigin biiylimesini tesvik
eden ve osseointegrasyon yapabilen: gevre kemige entegre olabilen 6zellikler sahip ol-
masi1 istenmektedir (Kretlow et al., 2007; Hench et al., 2002; Liu et al., 2007)

Bu yiiksek lisans tezinde kemik dokusunun rejenerasyonunu hizlandirmak, im-
miin sistem yanitini en aza indirgemek ve yabanci cisim reaksiyonunun oniine gegilerek

kisiye 6zgii tedavialaninda yeni bir yontem gelistirmek hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1 Kemik Dokusu ve Ozellikleri

Kemik dokusukompleks, organize ve mineralize bir bag dokusudur. Kemigin kol-
lajen temelli yapilardan, kalsiyum fosfat kristallerinden, olgun ve olgun olmayan kemik
hiicrelerinden (Osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar) olusan yiiksek yapisal hiye-
rarsisi vardir. Kortikal ve trabekiiler kemik bu bilesenlerin degisik sekilde yapilanma-
styla olusmaktadir (Rao et al., 2013; Luet al., 2012; Florencia-Silva et al., 2015). Yasla
beraber rejenerasyon potansiyeli azalmakla birlikte kemik, igerigindeki osteoklastlarin
yikici ve osteoblastlarin yapici aktivitesiyle siirekli olarak yeniden sekillenen bir yapiya
sahiptir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Kemik Yapisi (Kumaret al., 2019’dan uyarlanmistir).

2.1.1 Kemik Hiicreleri ve Kemik iligi Mezensimal Kok Hiicresi

Kemik, osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar ve kemik astar hiicreleri olmak
tizere dort farkl hiicre tipinden olusur. Osteoblastlar, kemik astar hiicreleri ve osteok-
lastlar kemik yiizeylerinde bulunur ve progenitdr hiicreler olarak adlandirilan lokal hiic-
relerden tiiretilir. Osteositler; kemigin i¢inde yer alan hiicrelerdir ve ekstraseliiler kemik

matriksince "gevrelenmis" osteoblastlardir.



Osteositler, kemigin i¢inde yer alan hiicrelerdir ve ekstraseliiler kemik matrik-
since "cevrelenmis" osteoblastlardir. Bu hiicreler, osteoblast tiirevli en olgun farklilagsma
durumunu temsil eden post-proliferatiftirler. Kemik yapisinda her mm3 kemikte yakla-
stk 25.000 osteosit vardir. Osteositler diizenli olarak dagilmis bosluklart isgal eder ve
kanalikiil ad1 verilen bir¢ok ince kanal onlardan her yone yayilir. Kanalikiiller, madde-
lerin kemikten diflizyonuna izin verir. Osteositlerden gelen ¢ok sayida hiicresel islem
irlinii, kanalciklarda her yone dogru ilerler. Osteositlerin kanalikiilleri, kemik yiizey
yoniine dik bir sekilde diizenlenmistir (Mohammed et al., 2008).

Osteriks Collal gphrinB2:EphB4 Dmp1
(Osx1Cre) Col1a2 Kantrol noktasi (Dmp1Cre)
osteoblast
KOk Hiicre progenitori Olgunlagmis Erigkin )
Osteoblast Osteoblast Osteosit

Kollajen sentezi

l:ﬂineralizasyon Baslanglml

. ¥ Kemik Matriksinin
. Olgunlagmasi
L |

Sekil 2.2 Kemik matriksi sentezi ve osteosit olusumu (Blank etal., 2019°dan uyarlanmstir).

Osteoblastlar, kemik iliginin pluripotent mezensimal kok hiicrelerinden kaynak-
lanan osteoprogenitor hiicre ad1 verilen ilkel mezensimal kdkenli 6zel fibroblast benzeri
hiicrelerdir. Osteoblastlarmn onciilerinin mezensimal kok hiicreler oldugu, kemigin hiicre
popiilasyonlarin1 kullanarak hem in vivo hem de in vitro kendini yenileme kapasitesine
dayanmaktadir (Stein et al., 1993). Kemik iligi stromasinin osteoblast, kondroblast, fib-
roblast, adiposit ve miyoblastlara farkhilagsma kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir
(Friedenstein, 1976).

Aktif formda, osteoblastlar kiiboid seklindedir ve aktif kemik olusumunun oldugu
kemik yiizeyinde bulunur. Osteoblastlar, adherens ve gap baglantilar1 araciligiyla bir-
birleriyle temas halindedir. Bunlar, hiicre i¢i ikincil haberci sistemlerle baglantili mik-
rofilamentlere ve enzimlere (protein kinaz gibi) islevsel olarak baghdir. Bu karmasik

diizenleme, hiicreler arasi tutunmay: ve hiicreden hiicreye iletisimi saglar.

Osteoklastlar, makrofaj-monosit hiicre soyundan tiiretilen ¢ok ¢ekirdekli biiyiik
fagositik hiicrelerdir (Walker, 1973). Kemik iliginden belirli bir iskelet bolgesine gog
ederler. Ya mevcut ¢ok ¢ekirdekli osteoklastlarla kaynasabilir, “de novo” ¢ok ¢ekirdekli



osteoklastlar olusturmak iizere birbirleriyle kaynasabilirler, ya dagelecekteki olabilecek
bir yaralanmanin iyilesmesi i¢in bir 6ncili havuzu olusturmak tizere mononiikleer hiicre-
ler olarak kalabilirler.

Kemik mikro gevresi, osteoklast olusumunda ve islevinde 6nemli bir rol oynar ve
diger hiicrelerden gelen lokal sinyallere ve kemik matrisinden ekstrakte edilen biiyiime
faktorlerine baghdir. Osteoklastlar, tartarat direngli asit fosfataz enzimini (TRAP), kal-
sitonin reseptdrlerini, vakuolar proton ATPaz ve vitronektin reseptorlerini eksprese eder
(Lee et al., 1995).

Osteoklastlar, iskelet iizerindeki biiylimeye veya degisen mekanik streslere yanit
olarak kemigin yeniden sekillenmesine katkidabulunan kemik rezorpsiyonunda yer alir.
Osteoklastlar ayrica kan kalsiyum homeostazinin uzun siireli korunmasina da katilirlar.
Kemik rezorpsiyonu sirasinda, osteoklastlar, Howship lacunae olarak bilinen ¢okiintiiler

olusturan kemik yiizeyini emer.

Kemik astar hiicreleri (BLC' ler), 6zellikle yetiskin iskeletinde belirgin olan, aktif
olmayan (yeniden sekillenmeyen) kemik yiizeylerini kaplar. BLC' ler kemik yiizeyleri
izerinde ince bir sekilde uzanir, yassi veya hafif oval ¢ekirdeklere sahiptir, diger BLC’
lere bosluk baglantilartyla baglanir ve hiicresel iriinleri yiizey kanalciklarma gonderir
(Blezikian etal., 2002). BLC’ ler, osteojenik hiicrelere ¢ogalmak ve farklilasmak tizere
indiiklenebilir ve osteojenik Onciilerin bir kaynagmi temsil etmektedir. BLC' ler ve en-
dosteal dokularmn diger hiicreleri, kemik iligi stromal sisteminin ayrilmaz bir parcasidir
ve belki de indiiktif mikro ortami kontrol ederek hematopoezde 6nemli islevlere sahip-
tir. Kemigin yeniden sekillenmesinin aktivasyonu; aktif olmayan kemik yiizeylerinde
meydana geldiginden, BLC' ler, kemik erimesini ve yeniden sekillenmesini baslatan ak-
tivasyon sinyalinin yayilmasinda rol oynar. Ayrica BLC' ler kemik sivilarinin korunma-
sinda ve kemik sivisi ile mineral homeostazi i¢cin dokular aras1 sivi bélmeleri arasindaki
iyon akiglarmin korunmasinda da rol oynamaktadir (Karsdal et al., 2002; Khosla et al.,
2008)

Mezensimal kok hiicreler (MKH'ler), kan damarlarinin abluminal tarafinda yer
alan 6zel bir mural hiicre/perisit popiilasyonu olarak hemen hemen tiim dokularda bu-
lunan multipotent yetiskin k&k hiicrelerdir. ilk olarak kemik iligi (BM) stromas: i¢inde
tanimlanmiglar, sadece hematopoietik kok hiicreler (HSC'ler) i¢in mikro-¢evresel destek
saglamakla kalmaz, ayni zamanda ¢esitli mezodermal soylara farklilasabilirler (Black
et al., 2015).



MKH' ler kemik iliginden kolayca izole edilebilir ve daha sonra in vitro olarak
genisleyebilir ve ayrica immiinomodiilator 6zellikler sergilerler, boylece gesitli terapo-
tik uygulamalar i¢in kullanilabilmektedirler. Gelismekte olan bir bilim olarak, rejenera-
tif tip, geleneksel yontemlerle tedavisi miimkiin olmayan hastaliklar1 tedavietmek igin
canlt hiicreleri ve dokular1 kullanir. Hiicre temelli tedaviler, bu alanin énemli bir yonii
olarak kanser ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullaniimaktadir. insan mezenki-
mal kok hiicreleri (hMSC' ler), rejeneratif tip ve hiicre terapisi uygulamalarinda onde
gelen yontemlerdendir. MKH’ lerin karakterizasyonunda pek ¢ok ydntem mevcuttur
bunlarin arasmda en sik kullanilani ise farkhilagsma kapasitelerinin degerlendirilmesidir.
MKH' lerin osteoblastlara ve adipositlere farklilasma kapasitesi, MKH'leri ayirt etmek
i¢in in vitro standart olarak kullanilir. Osteoblastlara farklilasma, Alizarin Red veya von
Kossa boyamasi ile boyanarak gosterilebilir. Adiposit farklilasmasi, Oil Red O ile bo-
yama ile kolayca gosterilir (Baghaei et al., 2017).

2.1.2 Kemik Matriksi

Kemik kiitlesinin %80- %90°1 ekstraseliiler matriksten olusmaktadir, ekstraseliiler
matriks biiyiik oranda Tip-I kollajen, Tip-I1I kollajen, kollajen6z olmayan protein (0S-
teonektin, osteokalsin, kemik sialoprotein, Tip-V kollajen, Tip 11 kollajen, Tip IX kol-
lajen, Tip X1 kollajen, Tip X kollajen, aggrekan, kikirdak baglanti proteini-l, perlekan,
matrilin, matriks gla protein, kemik asidik glikoprotein-75, dentin matriks asidik fos-
foprotein-1, osteopontin)den ve kalsiyum fosfat minerallerinden olusmaktadir (Alford et
al.,, 2015; Cole, 2003).

Tip-I kollajen, kemik matriksinde bulunan tiim proteinlerin %80'ini olusturur, ke-
mige enerjiyi absorbe etme yetenegi kazandirarak kemigin mekanik 6zelliklerini diizen-
ler ve kollajen fibrillerinin i¢inde ve ¢evresinde osteoblast aracili kristal birikimi tara-
findan tiretilen sertligi dengeler (Viguet-Carrin et al., 2006).

Kemik matriksinin inorganik bileseni, biiyiik 6lgiide, kollajen fibrillerinin iginde
ve cevresinde plakalar halinde biriken hidroksiapatit kristallerinden olusur (Liu et al.,
2016). Kemik olusumunun tiim siireci osteoblastlar tarafindan diizenlenir ve kemik do-
kularmm mineralizasyonu ile sonuglanir (Anh et al.,1998; Farley et al., 1994).



2.2 Kemik Hasarlarive Rejenerasyonu

Bir kirik ve hasar durumunda ii¢ asamali bir iyilesme siireciyle kemik kendini
onarabilmektedir. {lk asamada olusan hematom igerisinde sentezlenen biiyiime faktor-
leri osteoprogenitor hiicrelerin hasar bolgesine go¢ etmesini ve osteoblastlara farklilas-
malarmi saglayarak kemik rejenerasyon siirecini diizenlemektedir. Ilk enflamasyon sii-
recinde oldugu gibi takip eden onarim ve sekillenme siireglerinde de TGF- ailesi bii-
ylime faktorleri 6zellikle kemik morfojenetik proteinleri (BMP’s), insiilin biiyiime fak-
torl (IGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF), trombosit biiylime faktorii (PDGF), epi-
dermal biiyiime faktorii (EGF) ve vaskiiler endotelial bliyiime faktorii (VEGF) zaman
ve konsantrasyona bagl bir sekilde sentezlenerek siireclerin ¢esitli farkli basamaklarini
kontrol etmektedir. Genellikle kirig1 takip eden {i¢iincii haftada kirik bolgesinde bir
koprii gorevi goren yumusak kallus olugsmakta ve daha sonra yeniden sekillenme siire-
ciyle bu yap1 dnce lamellar kemik ve daha sonra sirastyla trabekiiler kemik ve kompakt
kemik ile yer degistirerek orijinal yap1 ve gligte kemik olusturmaktadir (Sekil 2.2) (Ste-
gen et al., 2015; Mammalis et al., 2011; Tanrikulu vd., 2017).
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2.2.1 Osteoindiiksiyon

Osteoindiiksiyon, osteoprogenitor hiicreler olusturmak ve heterotopik bolgelerde
kemik {iretmek i¢in heniiz osteojenik soya bagh olmayan farklilagmamis mezensimal
kok hiicrelerin indiiklenmesi olarak tanimlanir. Osteokondiiksiyon ve osseointegrasyo-
nun aksine osteoindiiksiyon, kemik yapilariyla smirh degildir, ayni zamanda hayvan
modellerinde subkutan keseler gibi ektopik bolgelerde de goriilmektedir (Weber, 2019).

Osteoindiiktif bir biyomalzeme li¢ temel {izerine dayanmahdir; bunlardan ilki il-
gili bolgeye hiicrelerin migrasyonunu ve hiicrelerin sitokin, biiylime faktorii salimimla-
rmi regiile edebilme potansiyelinde olmasidir. Ikincisi ise ideal osteoindiiktif materyal,
farklilasmamis bir mezenkimal hiicreyi olgun, kemik olusturan bir osteoblasta d oniistii-
rebilmelidir. Son olarak da deal osteoindiiktif materyal, iskelet dis1 yerlere implante
edildiginde biiylime i¢i ektopik kemik olusumunu indiikleyebilmelidir (Miron et al.,
2012).

2.2.2 Osteokondiiksiyon

Osteokondiiksiyon, kemik defektleri nedeniyle hasarli bolgede kaybedilen doku-
nun yerine rejenerasyonu hizlandirmak amaciyla kullanilan greft yapisininin igerisine
halihazirda kemik dokusunda bulunan kilcal damarlarmn ii¢ boyutlu bigimde biiylimesi
olarak tanimlanabilir. Bu da osteokondiiksiyonun bir ii¢ boyutlu mekanizma oldugunu
ve kemik iyilisemesinde oldukca dnemli bir mekanizma oldugunu gostermektedir. Os-
teokondiiksiyon, cam, seramik ve plastik gibi biyolojik olmayan materyallerle ve otok-
lavlanmig kemik, deproteinize kemik, demineralize-tripsinize edilmis kemik ve donmus
veya dondurularak kurutulmus kemik gibi canli olmayan biyolojik materyallerle yapi-
lartyla olusturulan greft yapilarinda gézlemlenmektedir (Weber, 2019)

Osteokondiiksiyonun erken gozlemleri, otolog kemik transplantasyonuna dayani-
yordu. ideal osteokondiiktif mikro mimariyi tanimlamak igin ilk yaklagimlar, otolog ke-
migi taklit etmek i¢in rastgele dagilmis gézeneklere ve kanal tabanli mikro mimarilere
sahip iskeleler kullanilarak 1990'larda yapildi. Bu bulgulara dayanarak, 0,3-0,5 mm' lik
gozenek caplart uzun zamandir yanhs bir sekilde osteokondiiksiyon i¢in optimal olarak
kabul edilmistir (LeGeros, 2008).

Eklemeli tiretim ile tanimlanmis gézenek boyutlari, gozenek konumlart ve goze-
nekler arasinda tanimlanmis baglantilara sahip bir kemik doku iskelelerinde; 0,7 mm ile

1,2 mm arasinda gdzeneklere sahip olan iskelelerinin yliksek diizeyde osteokondiiktif



oldugu ancak gozenek caplar1 0,5 mm'ye kadar ve 1,5 mm'nin iizerinde olan yapi iske-
lelerinin kusur kopriileme sergiledikleri igin ¢ok daha az osteokondiiktif oldugu bulun-
mustur (Gyahor et al., 2020)

Canli bir kemik otogreftinde, osteokondiiksiyon osteoindiiktif siirecler tarafindan
kolaylastirilir ve biyolojik olmayan materyallerin osteokondiiksiyonundan daha hizlidur.
Osteokondiiksiyon, yapi iskelesinden kaynaklanan osteoindiiktif faktorlerden bagimsiz
olarak meydana geldiginden, cansiz ve sentetik kemik scaffoldlarinda kemik rejeneras-
yonu i¢in ana itici giigtiir (Weber, 2019).

2.2.3 Osseointegrasyon

Greftin arada fibr6z doku olusumuna yol agmayacak sekilde alic1 kemik yiizeyine
tutunabilmesine osseointegrasyon denir. Osseointegrasyon implant yiizeyi ile kemik
arasindaki dogrudan temasi tanimlar ve yalnizca iki boyutta ger¢eklesmez. Osseointeg-
rasyon sirasinda, kemik hiicreleri implantin yiizeyine tutunacak ve etrafta biiyliyerek
yerine sabitlenecektir. Bununla birlikte, osseointegrasyonun nihai etkinligi, bir implan-
tin yiizey topografisine baghdir. Implant yiizeyinin dzellikleri, osseointegrasyonun ilk
faz1 sirasmda ve ayrica uzun siireli kemik yeniden sekillenmesi sirasinda osteoblastlarin
yapigsmasi ve farklilagmasi i¢in ¢ok dnemlidir. Bu 6zellikler, asitle asindirma, kum piis-
kiirtme, igsleme ve kum piiskiirtme gibi iiretim teknikleri ile mikro 6lgekte degistirilebi-
lir. Bu yontemler, osseointegrasyonun desteklenmesi i¢in optimal derecede piirtizliilitk
iiretmey1 amaclamaktadir. Mikroskobik ¢ukurlar, oluklar ve ¢ikintilar, kemik dokusuna
bir dayanak gorevi gorecek yiizey alanmi arttirir ve kemik-implant ara yiiziinde biyolo-
jik tepkiler igin zemin hazirlar (Hudecki et al., 2019).

Osseointegrasyon, esas olarak titanyumdan yapilan dental implantlar i¢in biiyiik
Oneme sahiptir. Yiizey daglama ve kumlama ile elde edilebilen dental titanyum bazli
implantlarin orta derecede kaba ylizey topografileri, mikro ve nano 6l¢iide osseointeg-
rasyon i¢in en uygun gibi goriinmektedir. Bu, yiizeydeki optimum nano yap1 ve hidro-
filiklik kombinasyonundan dolay1 kan bilesenlerinin tercihli baglanmasin1 yansitabilir
(Weber, 2019).
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tegrasyon (Weber, 2019’dan uyarlanmustir)
2.3 Kemik Doku Miihendisligi

Travma, yaralanma, hastalik veya ilerleyen yillara eslik edebilen iskelet dokusu-
nun kaybi veya islev bozuklugu, cesitli sosyoekonomik sorunlarin yani sira 6nemli mor-
biditeye neden olabilir. Ek olarak, degisen hasta demografisi, artan hasta beklentileri ve
ardindan gelen klinik senaryolarm artan karmagiklig1 ile, yeni, daha giivenilir iskelet
rejenerasyon stratejileri igin gerekliligi saglar. Kaybedilen 6nemli miktardaki iskelet do-
kusunu degistirmek veya eski haline getirmek i¢in mevcut yaklasimlar, énemli smirla-
malar ve zararh olabilecek dogal dezavantajlarla birlikte gelir (Black et al., 2015).

Doku mithendisligi ve rejeneratif tip; kemik gelisimi, biliyiimesi ve iskelet onarimi
ihtiyacini ele almak amaciyla de novo iskelet dokusu olusumuna yonelik yeni yaklagim-
larla son yillarda 6ne ¢ikmustir. Kemik doku miihendislii yaklagimlari, yaglanan bir
popiilasyonun yasam kalitesini iyilestirmek i¢in ideal olarak saglam, tekrarlanabilir ve
gelistirilmis kemik olusumu stratejileri olusturmak i¢in kok hiicreler, yenilik¢i doku is-
keleleri ve biyolojik faktorlerden yararlanmay1 amaglamaktadir (Black et al., 2015)
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2.3.1 Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Materyaller

Kiriklar, hastaliklar (osteoporoz ve osteosarkom) veya ameliyatlar (tlimoriin
alinmasi) gibi olaylardan kaynaklanan kemik kusurlari, otogreftler (kisinin kendi
viicudundan aliman doku), allogreftler (ayni tiirden bir donérden) veya ksenogreftler
(baska bir tiirden donodrden alinan) kullanilarak tedavi edilir (Betz, 2002).

Tablo 1: Kemik doku miihendislinde kullanilan biyolojik greftler

Greft Tipi Tanmm Aciklama
Allogreft Aynu tiir farkli birey | Immiin reaksiyon olusturabilir.
. . Immii ksi lust fek-
Otogreft Bireyin kendisi “FUTL feaisiyon olustutiraz ente
siyona neden olmaz.
Immiin reaksiyon olusturma potansi-
Ksenogreft Farklt tiir yeli oldukga yiiksek ve hayvan kay-

nakl viral enfeksiyona sebep olabilir

Dogal kemik greftleri ve implantlari, hastalik transferi, smirli kullanilabilirlik ve
tekrarlanabilirlik, dondr kitligi, sterilizasyon nedeniyle dogal matrislerin 6zelliklerinde
degisiklikler ve bagisiklik reddi gibi cesitli sinirlamalara sahiptir. Doku mithendisligi ve
rejeneratif tip uygulamalan igin sentetik biyouyumlu polimerler tasarlamak icin kap-
samli aragtirmalar yapilmistir (Zimmermann et al., 2011).

Gozenekli ve gdzeneksiz sentetik kemik greftleri, metaller, seramikler, polimerler
ve bunlarin kombinasyonlart (hibrid malzemeler ve kompozitler) kullanilarak silindir-
ler, vidalar, pimler, plakalar ve ¢ubuklar gibi ¢esitli morfolojilerin yani sira sekillendi-
rilebilir macunlar ve jeller kullanilarak tretilir. Sert sentetik biyomalzemeler, invaziv
bir ameliyatla implantasyon gerektirse de amorf macunlar ve jeller, kemik kusur bolge-
lerine enjekte edilebilir ve yerinde olusuma tabi tutulabilir. Klinikte kullanilan metalik
ortopedik implantlar biyoinerttir ve dogal kemik dokusuna kiyasla daha ytliksek mekanik
ozelliklere sahiptir ancak bu durum kemigin gelisiminde 6nemli bir fiziksel etmen olan
strese karsi kalkan gibi davranarak kemik atrofisine yol agar (Puelo et al., 1999).

Seramik kemik greftleri de tercih edilen bir diger materyaldir ancak, onlarm uy-
gulamasi diisiik gekme mekanik 6zellikleri ve kirilganliklari nedeniyle sinirlidir. Ayrica,
metalik ve seramik implantlar biyobozunur degildir ve bu nedenle kemik iyilesmesinden
sonra ¢ikarilmasi i¢in ikincil bir ameliyat gerektirir (Lalawani et al., 2016).
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Polimerlerin yapisi ve bilesimi, 6rnegin molekiiler agirhgr ve kimyasal baglart
manipiile ederek spesifik 6zellikler vermek {izere uyarlanabilir. Polimerler, sulu bir or-
tama maruz kaldiklarmda hidroliz veya hiicreler tarafindan enzimatik olarak bozunabi-
lir. Polimerler, biiyiik dlcekte kolayca sentezlenebilir ve dzellikleri molekiiler tasarimla
uyarlanabilir. Bu nedenle, polimerik yap1 iskeleleri ve kompozitler, doku miihendisligi

ve rejeneratif tiptaki kullanim daha yaygindir (Lalwani et al., 2016).
2.3.2 Kemik Doku Miihendisliginde Kullamlan iskeleler

Gegmisten giintimiize degin kemik dokusumiihendisliginde kollajen ve fibrin gibi
dogal malzemelerden polimerler gibi sentetik biyomateryallere kadar uzanan ¢ok c¢esitli
farkli yapi iskeleleri kullanilmustir; kullanilan iskelelerin avantajlart ve dezavantajlart
mevcuttur (Weisgerber et al., 2015; Machado et al., 2015; Rossi et al., 2015; Ibrahim et
al., 2016)

Hiicre tutunmasini, ¢ogalmasini ve farklilagsmasini artirmak amaciyla hiicre dist
matrisi ve kok hiicre nigini yeniden yaratmaya ve uyarmaya calisan biyomateryaller gi-
derek daha fazla tiretilmektedir (Nii et al., 2013; Minardi et al., 2015). Osteogenezi tes-
vik etmek i¢cin gerekli olan biyomateryallerin optimal fizyo-kimyasal ve yapisal 6zel-
liklerini belirlemeye yonelik arastirmalar bulunmaktadir (Terheyden vd. 2001; Terhey-
denvd. 2001). Bir iskele i¢in en temel gereksinim, hiicre tutunmasini, hayatta kalmasini

ve farkhilasmasini tesvik etmektir.

Kemik doku iskelelerinde bir diger 6nemli unsur da vaskiilarizasyonu destekleme
yetenegidir. Ek olarak, kalic1 implantlar ¢ikarmak ve/veya degistirmek icin birden fazla
ameliyat gerektiginden iskeleti biiyiimeye devam eden ¢ocuklarda biyobozunur kemik
doku iskeleleri daha ¢ok tercih edilir. Kemik doku miithendisligi i¢in biyomateryal tasa-
rimidaki egilim, osteoindiiksiyonu arttirdigi gosterilen hiicre dig1 matris bilesenlerini

barindiran biyoaktif doku iskeleleri olusturmaya yonelmistir (Ibrahim 2018).
Kemik doku miihendisligi i¢in en ¢ok ¢alisilan iskeleler, genel olarak hidrojeller,
hiicresizlestirilmis matris, biyoseramik polimerler ve nano malzemeler olarak katego-

rize edilebilir (Ibrahim 2018)

2.3.2.1 Kemik Doku iskelelerinde Hidrojellerin Kullanim

Aljinat, fibrin ve kollajen gibi hidrojeller, nispeten ucuz olduklari, yeniden ko-
layca tiretilebildikleri, biyolojik olarak absorbe edilebildikleri ve klinik kullanim igin
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giivenilir olduklart i¢in kemik dokusu mithendisliginde iskele olarak siklikla tercih edi-
lirler. Fibrin, pihtilasmanm temel bir bilesenidir ve anjiyojenik 6zelliklere sahiptir, bu
da onu kemik dokusu miihendisligi i¢in arzu edilen bir yapi iskelesi haline getirir
(Ceccarelli et al., 2014). Bir iskele olarak, 3D kiiltiirde osteoprogenitor hiicrelerin ha-
yatta kalmasini, ¢ogalmasini ve osteogenezini destekledigi ve ayrica vaskiilarizasyonu
destekledigi bilinmektedir (Gasporotto et al., 2014; Lohse et al., 2012) Osteogenezi
uyarmak i¢in hidroksiapatit kristalleri veya biiytime faktorleri gibi osteoindiiktif bile-
senlerle de kullanilmaktadir (Machado et al., 2015).

Kollajen Tip-I hidrojelin de fibrin gibi kemik doku miihendisliginde kullanim ol-
dukga yaygindir. Biyobozunur olan ve halihazirda insan uygulamalarinda kullanilan bir
bazal membran bileseni olan kollajen Tip-I, osteoprogenitorler ve bazal membranda sal-
gilanan kollajen ile etkilesime girerek, osteojenik farklilagsmay1 destekler. Kollajen, kri-
tik defektleri in vivo onarmak ve vaskiilarizasyonu tesvik etmek i¢in osteoprogenitor
hiicre farklilagsmasini kolaylastirabildiginden, iskele olarak kullanimi oldukg¢a yaygmdir
(Chung et al., 2015).

Kemik doku miihendisliginde 6zellikle 3D biyobaski ¢aligmalarinda siklikla kul-
lanilan bir diger hidrojel de aljinattir. Dogal olarak elde edilen bir hidrofilik anyonik
polisakkarit olan aljinat. Kahverengi yosunlardan elde edilen ve en ¢ok kullanilan biyo-
polimerlerden biridir. Aljinat (1-4) bloklar1 f-D-mannuronik asit (M) ve a-L-glukronik
asit (G) monomerleri igerir (Sekil2.5.a). Doku yenilenmesi i¢in destekleyici matris ma-
teryali olarak gorev alir ve biyouyumluluk diizeyi ytliksektir. Biyouyumluluk ve biyobo-
zunurluk 6zelliklerinden dolay1 doku miithendisligi uygulamalarinda siklikla kullanilir.
Aljinat polimerinin gapraz baglanmasi igin CaClz kullanilir. Sivi formda enjekte edilen
CaCl: aljinat yapisindaki sodyum ile reaksiyon vererek sivi aljinatin katilagmasini sag-
lamaktadir (Hong Ru et al., 2004).

Karboksimetil seliiloz (CMC), dogal seliilozdan kimyasal modifikasyonla elde
edilen biyolojik olarak parcalanabilen ve biyouyumlu bir anyonik polimerdir (Se-
kil2.5.b) ve yap1 olarak kitosana ¢ok benzer (Wang vd. 2018; Gaetani vd. 2012) Bunun
yani sira karboksimetil seliiloz (CMC), viskozite degistirici veya koyulastirict igin kul-
lanilan yiiksek molekiiler agirlikli suda ¢oziiniir bir polisakkarittir. CMC' nin matris pro-
teininin baglanmasmin hiicre gogiline ve hiicre tutunmasina yardimei oldugu bildirilmis-
tir (Garret et al., 2007).
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Sekil 2.5: (@) Aljinatin molekiiler gosterimi, (b) Karboksimetil seliilozun molekiiler gésterimi

(Habibet al., 2018°den uyarlanmigtir)

Hidrojellerin ¢ogu kemik doku miihendisligi caligmalarinda tek basma olmaktan
ziyade hibrid hidrojel ya da bir kompozitin bileseni olarak kullanilmaktadirlar. Bu tez
calismasinda, aljinat ve karboksimetil seliiloz hidrojelleri, ayr1 ayr ve farkli konsantras-
yonlarda bir araya getirilerek elde edilen hibrid hidrojeller ile denemeler yapilmustir.

2.3.2.2 Kemik Doku Iskelelerinde Seramiklerin Kullanim

Biyoseramikler gibi inorganik biyomalzemeler, mekanik giicleri, osteoindiiktif
potansiyelleri ve mevcut klinik kullanimlarinda maksillafasiyal ve ortopedik implant-
larda elde edilen giivenilirlikleriyle kemik doku miihendisligi i¢in kullanilan malzeme-
lerdir. biyoseramikler, trikalsiyumfosfat gibi biyobozunur gézenekli yapi iskeleleri ve
biyoaktif camlar bigiminde biyolojik olarak aktifyiizeyler olusturmak igin modifiye edi-
lebilir (Baino et al., 2015).

Osteoblastlarmim proliferasyonunu ve osteojenik farklilagsmasmi desteklemeye ek
olarak, biyoseramik yapi iskelelerinin ayrica kiiltiirde murin osteoklastlarini aktive ettigi
ve boylece kemik mikro c¢evresini taklit etme potansiyeli sagladigr gosterilmistir
(Roohani-Esfahani et al., 2016).

Kemik dokumiihendisliginde kullanilan ¢esitli tiplerden kalsiyum fosfat seramik-
ler1, benzer mimari 6zellikleri ve kemige kiyasla ylizey kimyasi nedeniyle kemik kusur-
larinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. En yaygin olarak kullanilanlar ara-
sinda trikalsiyumfosfat (TCP) ve hidroksiapatit (HAp) bulunur (Hollinger et al., 1986).
Miikemmel biyouyumluluk, osteokondiiktivite ve osseointegrasyon sergilerler. (Oh-
gushi et al., 1989; Goshima et al., 1991; Ripamonti et al., 1996)
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Hidroksiapatit, kemik dokusununinorganik yapisini olusturan osteokonduktif kal-
siyum fosfat olup, kemik rejenerasyonu ve kemik dokumiihendisligi ¢aligmalarinda sik-
likla kullanilan biyoseramik malzemedir; biyouyumlulugu yiiksektir ve kemik rejene-
rasyonu igin altin standart olarak kabul edilir (Swethaa et al., 2010).

TCP, hizhh bozunan bir seramige bir drnektir ve kirik onarimini gelistirmek i¢in
farkli formiilasyonlarda (a-TCP, B-TCP) kullanilmistir. Normal kemikle ayni yeniden
sekillenme siirecinden gecer ve kemige ayni yapisal 6zelliklere sahip doku olusturur.
(Parikh, 2002) TCP'nin yeni kemik olusumunu tesvik ettigi mekanizma tam olarak be-
lirlenememistir ancak bunun TCP ¢oziinmesinin bir sonucu olarak tretilen kalsiyum
fosfat kristalleri ile ilgili olabilecegini diisliniilmektedir. Bu pargaciklar, osteoblast
fonksiyonu tizerinde dolayl bir uyarici etkiye sahip olan osteoklast proliferasyonunu
uyarir (Frost, 1991).

Biyoseramik doku iskelelerinin osteogenezi aktive ettigibilinen bir gergektir. Or-
negin; insan BMSC ve insan gobek kordonu endotel hiicrelerinin Ko-kiiltiirii ile yapilan
bir ¢aligmada iskelenin bu hiicre tipleri arasinda etkilesime izin verip hem in vitro hem
de in vivo olarak gelismis osteogenez ve vaskiilarizasyon ile sonuglanmustir (Li et al.,
2014).

Yapilan tez ¢calismast kapsaminda yapis1 %60 Hidroksiapatit-%40 B-Trikalsiyum-
fosfat greft materyalleri ticari olarak satm alinmig olup spinner flaskta yapilan hiicre

kiltiirti caligmasmda mikro tasiyici olarak kullanimigslardir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinda 6zetle;

(1) Kemik greftinin enjekte edilebilir formda olabilmesi i¢in ideal formdahidrojel

hazirlanip karakterize edilmistir.

(2) Ege Universitesi Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar laboratuvar
stoklarinda bulunan sican kemik iligi mezensimal kok hiicreleri ¢ogaltilarak
ticari olarak satin alinan Hidroksiapatit/ B-trikalsiyumfosfat yapili mikro tasi-

yicilar iizerine tutunma 6zellikleri belirlenmistir.

(3) Ticari olarak satin alinan Hidroksiapatit/ B-trikalsiyumfosfat yapili mikro ta-
styicilar ile ¢ogaltilan mezensimal kok hiicreler spinner flaskta bir araya geti-

rilerek ideal karisma hizi ve siiresi belirlenmistir.

(4) Spinner flaskta optimizasyon gergeklestirildikten sonra mikro tastyicilar hid-
rojel ile kanistirilarak enjekte edilebilir formda kemik grefti elde edilmistir.

(5) Elde edilen greft 5. ve 10. giinlerde Live & Dead boyamaya 21. ve 28. giin-
lerde in vitro olarak farklilasma yoniinden incelenmistir.

Istatistiksel karsilastirmalar, iki grup arasmdaki ortalama farkin istatistiki acidan
anlamli olup olmadigini belirlemek amaci ile tek yonlit ANOVA analizi ile gergeklesti-
rilmigtir. Farkliliklar, p* <0.05, p** <0.01, p***<0.001 ve p**** <0.0001 istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir.

3.1 Hidrojelin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Bu kapsamda yapilan cahsmalar Ege Universitesi Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu
Biyoarafazlar laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

Tez c¢aligmasinda, farkli konsantrasyonlarda Aljinat (Alginic acid sodium salt
from brown algae, A2033, Sigma Aldrich, Almanya) ve Karboksimetil seliiloz (Sodium
Carboxymethyl cellulose Mw~90,000, 419273, Sigma Aldrich, Almanya) hibrid hidro-
jelleri hazirlanarak basilabilirlik yoniinden incelenmistir. Bu amacla 1, 2, 3, 4, 5, 6
mm’lik bosluklara sahip bir platform (Sekil 3.1) Fusion 360 CAD programi araciligi ile
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modellenip Ege Universitesi Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar laboratuva-

rinda bulunan 3D yazici ile basilmistir.

Sekil 3.1 Fusion 360 ile tasarlanan platform

Tasarlanan ve iretilen platform lizerine %4 w/v Aljinat, %3 w/v Aljinat- %1 w/v
Karboksimetil seliiloz, %2 w/v Aljinat- %2 w/v Karboksimetil seliiloz, %1 Aljinat- %3
Karboksimetil seliilloz ve son olarak %4 Karboksimetil seliilloz hidrojeller konularak fi-
lament dayanmmlarina bakilmustir. ideal hidrojel kompozisyonu belirlenerek viskozitesi

Ol¢tilmiis ve u-CT ile porozitesi incelenmistir.

3.1.1 Hidrojelin Viskozitesi

Tasarlanan platform iizerinde filament dayanimlarina bakilan hidrojellerden ideal
olarak belirlene hidrojelin viskozitesi dlciilmiistiir viskozite Sl¢iimii Ege Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Bilimler Arastirma Laboratuvarinda bulunan reometre
(Thermo Scientific, Haake Mars) ile dl¢iilmiistiir.

3.1.2 Hidrojelin Porozitesi

Doku iskeleleri i¢in en 6nemli parametrelerden biri hiicrelerin saglikli ve canl
kalabilmeleridir bu nedenle porozite doku iskeleleri i¢in 6nemli bir parametredir. Bu
amagcla kullanilan hidrojele ¢apraz baglanma reaksiyonu gerceklestikten sonra Ege Uni-
versitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Mer-
kezi’nde bulunan mikro-CT (Scanco Medical uCT 50) cihazi ile porozitesi incelenmis-
tir.

3.2 Hiicrelerin Mikro Tasiyicilar Uzerine Tutunma Ozelliklerinin Be-
lirlenmesi

Ege Universitesi Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar laboratuvar stokla-

rinda bulunan sican kemik iligi mezensimal kok hiicreleri ¢ozdiirtiliip kiiltiire alinarak
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cogaltilmis ve ticari olarak satin aliman Hidroksiapatit/ B-trikalsiyumfosfat yapili mikro

tastyicilar lizerine tutunma 6zellikleri belirlenmistir.

3.2.1 Hiicrelerin Mikro tasiyicilar Uzerine Tutunma Kinetigi

24 g6zl well plate igerisi agar ile kaplanmis ve boylece hiicrenin well plate yii-
zeyine tutunmasi engellenmistir. Ardindan agar dondugunda iizerine 1 cm?’ lik yiizey
alanma sahip cover slipler konmus ve {izerlerine de ticari olarak satm alman Hidroksia-
patit /B-Trikalsiyumfosfat yapili mikro tastyicilar 39 mg/cm? olacak sekilde konulmus-
tur daha sonra iizerlerine 10° hiicre ekilmistir ardindan 1., 5. ve takip eden her 5 dk.” da
bir ekimi yapilan hiicreler tizerinden 50 pL alinmig ve alinan hiicre i¢erikli besi ortami
slispansiyonunda bulunan tutunmayan hiicreler sayilarak tutunmus hiicre miktarmin he-
saplari yapilmustir. Deney diizenegi istatistiksel olarak anlamli olmasi i¢in ti¢ tekrarl

olacak sekilde yapilmistir

3.2.2 Taramal Elektron Mikroskopisi (SEM)

SEM’ in ¢alisma prensibi su sekildedir; analizi yapilacak olan 6rnek uygun sekilde
kurutulduktan sonra vakum ortaminda plazma altin ile yiizeyi kaplanir ardindan 6rnek
tizerine elektronlar gonderilir ve 6rnege garpan elektronlar sagilir ve geri d6nen elektron

detektore ¢arparak goriintii olusturur (Sekil 3.2.2).

!0-— Elektron tabancas
"

Anot

Elektron demet
—_
1

«— Yodunlagtirma lens

™V ekram

Tarama bobinlen
o AL

".$7T. \ ;
L EN

Gensaghm elektron

dedektony

1kinod ebektron dedektory

Numune platformu —» Numune

Sekil 3.2 SEM cihazi



18

Mikro tastyicilarin yilizeyinin ve mikro tastyicilara tutunan hiicrelerin yiizey mor-
folojilerinin incelenmesi i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM) ile yapilmis ve go-

riintiiler kaydedilmistir. Numunelerin hazirlanmasinda kullanilan protokol su sekildedir;

e Ornekler 30 sn PBS ile yikanir

e 0.5 mL gluteraldehit, 9.5 mL 0,1 M sodyum kakodilat ¢6zeltisi igerisine
eklenerek tampon A hazirlanmis olur. Omekler tampon A’ da 30 dk. bek-
letilir.

e Tampon A ¢ekildikten sonra %7 siikroz igeren 1 M sodyum kakodilat ¢6-
zeltisi koyulur ve 30 dk. bekletilir. (Tampon B)

e Tampon B ¢ekildikten sonra 1 M sodyum kakodilat i¢inde %2 oSmiyum
tetroksit igeren Tampon C eklenir ve 30 dk. bekletilir.

e Omekler 5 dk. distile su ile yikanir. (x2)

e Distile su ¢ekildikten sonra 6rnekler alkol serilerinde 5 er dk.. bekletilir.
(Alkol serileri sirastyla %35, 50, 70, 85, 95, 100, 100)

e Alkol serileri tamamlaninca drnekler HMDS soliisyonunda 15 dk. bekle-
tilir. Kurumalan i¢in HMDS ¢ekildikten sonra kurumalar i¢in oda sicak-
liginda 30 dk. bekletilir.

e Kuruma tamamlandiktan sonra 6rnekler desikatore koyulur.

Hazirlanmig numunelerin yiizeyleri altinla kaplanmig (Leica EM ACE600, Al-
manya) ve taramali elektron mikroskobu ile hiicre morfolojileri goriintiilenmistir. Ince-
leme Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari Uygulama ve
Arastirma Merkezi’'nde bulunan Taramali Elektron Mikroskobu (ThermoFisher Scien-
tific Apreo S) cihaz1 kullanilmistir.

3.3 Kullamlan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Hiicre Kiiltiirii Calismalari
3.3.1 Mikro tasiyicilarin ve Spinner Flaskin Sterilizasyonu

Ticari olarak satin alinan mikro tastyicilar ile hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda kulla-
nilan malzemeler kullanilmadan Once sterilizasyona tabi tutulmustur. Sterilizasyon is-
lemleri Ege Universitesi Biyomiihendislik bliimii 3 Boyutlu Biyomalzemeler ve Biyo-
arafazlar Laboratuvar1 ve Medikal Biyoteknoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
Bu kapsamda steril sartlarin saglanmasi i¢in mikro tasiyicilar etilen oksit sterilizasyonu

ile steril edilmistir.

Hiicre kiiltiinde kullanilacak olan spinner flaskin yiizeyine hiicrelerin tutunmasini
engellemek amaciyla oncelikle hiicre kiiltiiriine uygun silikon (Silicone high vacuum
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grease heavy, 107921, Merck, Almanya) ile kaplanmistir ardindan %30°’u distile su ile
doldurularak bir kulag: silikon tipa diger kulagi dahidrofobik pamuk tipa ile kapatilarak

aliminyum folyo ile sarilmig ve otoklav ile sterilizasyon prosesine tabi tutulmustur.

3.3.2 Hiicre Kiiltiiru

Bu islemler sonrasi deney diizenegine bagh olarak Sican kemik iligi mezenkimal
kok hiicreleri sivi azot tankindan, -196°C (Air Liquide DMC-Cryopal TP 60-60 L), ali-
narak ¢ozdiiriilmiis ve ardindan pasajlannistir. Kullanilan hiicreler Ege Universitesi Bi-
yomiihendislik Boliimii 3 Boyutlu Biyomalzemeler ve Biyoarafazlar Laboratuvart hiicre
stoklarinda bulunan, Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul (EUHADYEK)’
unun 2017-119 no'lu ve 29.11.2017 tarihli iznine uygun olarak izole edilen kemik iligi me-
zenkimal kok hiicreleridir. Deney diizenekleri, elde edilen stok hiicreler kokliik 6zellik-
lerini kaybetmeyecek sekilde (Pasaj 2-5 araliginda) planlanmustir. Hiicrelerin sivi azot-

tan ¢ozdiiriilme prosediirii su sekildedir;

e -196°C (Air Liquide DMC-Cryopal TP 60-60 L)’ de stoklanmis olan kriyotiip-
lerdeki sigan Kemik iligi mezensimal kok hiicreleri pasajlanmak igin ¢ikartild.

e 37°C’ deki su banyosunda, dondurulmus halde bulunan kriyotiipler i¢indeki don-
durma ortaminin %701 ¢6ziinene kadar bekletildi.

e Tiip igeriklerindeki hiicre ve dondurma ortami, %10 FBS (Fetal Bovine Serum,
SH30071.03, HyClone, ABD), %1 gentamisin (10 mg/ml CP19-2972, Capricorn
Scientific, Almanya) iceren o-MEM (CP20-3614, Capricorn Scientific, Al-
manya) besi ortamu ile seyretildi. Seyreltilen besi ortami, hiicre ve donduma
ortami igerikli siispanse ortam 15 mL santrifiij tiipline alind1.

e Toplanan hiicreler, dondurma ortaminin uzaklastirilmasi i¢in 1000 rpm’ de 4°C’
de 5 dakika santrifiijlendi (5810 R, Eppendorf, Almanya).

o Santrifiij sonras1 tiipler steril kabine alind1. Tiiplerde dip tarafta hiicreler, iist ta-
rafta siispernatant bulunmaktadir, siipernatant yavasga dokiilerek hiicrelerden
ayrilmasi saglanmugtir.

e Hiicrelerin bulundugu dipteki pellet, hafifce tiipiin dibine vurularak yiizeyden
kaldirild1 ve iizerine taze besi ortami eklenerek homojenizasyon saglanmustir.

e Siispanse haldeki hiicreler uygun olclideki flaska alinarak pasajlanmasi gergek-
lestirilmistir.

e Uygun etiketleme yapildiktan sonra flask 37°C’ de %5 CO2 iceren inkiibatorde
(Forma Steri-Cycle, Thermo, Almanya) inkiibasyona birakildi.
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Hiicre kiiltlirii devamlilig1 i¢in pasajlama prosediirii su sekildedir;

e Hiicrelerin bulundugu flasklardaki kullanilmis besi ortami dokiilerek flaktan
uzaklastirilir.

e Hiicrelerin yiizeyi 37°C’deki Ca*?, Mg*?’ igermeyen PBS (L1825, Biochrom
AG, Almanya) ile yikanarak hiicrelerin yapisinda atik maddeler ve zayif tutun-
mus hiicreler ortamdan uzaklastirilir.

e Hiicrelerin iizerine tripsin (%0,05)- EDTA soliisyonu (L0932, Biowest, Ame-
rika) eklendi, ylizeye yayildi ve 4-5 dakika 37°C’ deki COz2 ‘siz inkiibatorde (He-
raeus, ThermoFisher Scientific, Almanya) bekletilerek hiicreler ylizeyden kaldi-
rild1.

e Mikroskop ile tiim hiicrelerin yiizeyden kalktig1 gozlendiginde %10 FBS igeren
besi ortamu ile hiicreler bir santrifiij tiiptine toplanarak 1000 rpm 4°C, 5 dakika
olacak sekilde santrifiijlendi. Santrifiigasyon sonrasi, siipernatant kabin igeri-
sinde uzaklastirildi. Santrifiij tiipiiniin dibindeki kalan pellet seklindeki hiicreler
hafif¢e vurarak ytlizeyden kaldirilip iizerine taze besi ortami eklenerek homoje-
nize edilip siispanse hale getirildi.

e Hiicre siispansiyonlart 1:3 oraninda yeni bir flaska alind1 ve {izerine taze besi
ortami koyularak kiiltiire devam edildi. Kiiltivasyon, 37°C’ de %5 COz igeren
inkiibatorde (Forma Steri-Cycle, Thermo, Almanya) inkiibasyonda devam
edildi.

Hiicre kiiltiirii galigmalari hiicre sayis1 planlanan deneyler igin istenen diizeye ge-

lene degin devam etmistir ardindan hiicreler toplanarak deney diizenekleri kurulmustur.

3.4 Spinner Flask Optimizasyonu

Steril edilen spinner flask icerisine 15 mL %10 FBS (Fetal Bovine Serum,
SH30071.03, HyClone, ABD), %1 gentamisin (10 mg/mL CP19-2972, Capricorn Sci-
entific, Almanya) ve %1 HEPES (1M, 15630-080, Gibco, ThermoFisher Scientific, Al-
manya) igeren a-MEM (CP20-3614, Capricorn Scientific, Almanya) besi ortami konu-
larak igerisine 300 mg mikro tastyict konulmustur ardindan kiiltiirden alinan hiicreler
10 mL’lik stispansiyon halinde son konsantrasyon 10° hiicre/mL olacak sekilde spinner
flask icerisine eklenmistir tutunma kinetiginde belirlenen siire kadar beklenmis ve ar-

dindan spinner flask icerisinde karisma baslatilmistur.

Spinner flask icerisinde karigma hizi baglangicta 80 rpm olarak ayarlanmig ancak
daha sonra mikro tastyicilarin ¢oktiigli ve karistirmanin saglanamadigi goriilmiis ardmn-

dan manyetik karistirici karistirma hizi 100 rpm olarak ayarlanmustir.
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Spinner flask optimizasyonu Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimii 3 Bo-
yutlu Biyomalzemeler ve Biyoarafazlar Laboratuvart bulunan CO2’siz inkiibator igeri-
sinde yapilmistir; bu nedenle kullanilan ortamda %1 HEPES bulunmaktadir. Spinner
flask icerisindeki ortamin iki giinde bir %75’1 alinip santrifiijlenmis ve daha sonra sii-

pernatant dokiiliip yerine taze besi ortami konularak spinner flaska koyulmustur.
3.5 Hiicre canlihigi analizi (MTT)

MTT analizi hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri 6l¢imiine dayanan bir hiicre
canhiligi analiz yontemidir. Hiicreler bir kolorimetrik substratla birlikte (3-[4,5-Di-
methylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)) inkiibe edilir MTT suda
¢ozlinen bir tetrazolium tuzu olup fenol kirmizisi icermeyen besi yeri veya tuz soliis-
yonlarinda hazirlandiginda sariya yakin bir renkte soliisyon olusturur. Tetrazolium hal-
kasmm dehidrogenaz enzimleri ile parcalanmasi sonucu MTT mor renkli, suda ¢odziin-
meyen formazan kristallerine doniisiir. Bu doniisiim canl hiicrelerin mitokondrileri ara-
ciligr ile olur. Olusan bu formazan kristalleri dimetil siilfoksit ile ¢oziildiigiinde mor
renk verir ve spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir (Castell et al., 1996).

Spinner flaskta kiiltiir devam ederken 36. 72. 96. ve 120. saatlerde iist stvidan ve

mikro tastyicilardan 6rnek almarak MTT (M5655, Sigma, ABD) ile hiicre canlihigr ana-
lizi yapilmustir.

3.6 Mikro tasiyicilar ile Hidrojelin Karistirilmasi

Hiicreler ile bir araya getirilen mikro tastyicilar 500puL besi ortamu ile 1 mL” lik
eppendorf tiiplere almmustir ardindan tizerlerine 500ul %4 w/v aljinat- %4 w/v Kar-
boksimetil seliiloz hibrid hidrojeli eklenerek homojen hale getirilmistir daha sonra 1
mL’ lik insiilin enjektorii yardimyla %2 w/v CaClz igeren capraz baglanma ortamina

alinarak jelin capraz baglanmasi saglanmistir

3.7 Live & Dead Boyama

Hiicre icerikli greft yapilar ile jel icermeyen mikro tasiyici yapilart 5. ve 10.
giinlerde Live & Dead (L3224, Invitrogen, Amerika) boyamaya tabi tutulmus ve ardmn-
dan floresan mikroskopta goriintiilenerek fotograflanmistir. 24 gézIi siispanse well pla-
tein ilk ti¢ stitunu 5. giin i¢in sonraki {i¢ siitunu da 10. giin i¢in ayrilmgtir platein ilk iki
satirmda Yalnizca mikro tasiyici ve hiicreler son iki satirinda ise jel ile karistirilarak de-
ney seti olusturulmustur (Sekil 3.3). Live & Dead boyama ve goriintiileme Ege Univer-
sitesi Biyomiihendislik Boliimii 3 Boyutlu Biyomalzemeler ve Biyoarafazlar Laboratu-

varinda yapilmistir.
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3.8 Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal Boyamalar

Hiicre igerikli greft yapilari ve jel igermeyen mikro tastyici yapilart esas olarak
farklilasmanin goriildiigii 21. ve 28. giinlerde histolojik olarak incelenecektir, farklilag-
mada kullanilan standart protokoller olan Alizarin Red-S ve von Kossa boyamalar1 kim-
yasal yapilart geregi ortamda bulunan kalsiyum fosfat depozitlerine baglanmaktadir.
Ancak bu ¢caligmada kullanilan MC’ lerin yapilar esasen kalsiyum fosfat bilesikleri ol-
dugundan farklilagmalar immiinohistokimyasal boyama ile saptanmaya caligilmstir.
Kullanilan boyama protokolleri tablodaki gibidir. (Tablo-2 ve Tablo-3).

Tablo 2: Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Islem Siire
%2100 Alkol 2 dk..
%2100 Alkol 2 dk..
Rehidratasyon Asamasi %95 Alkol 2 dk..
%80 Alkol 2 dk..
Distile su 5 dk..
Hematoksilen 10 dk..
Akarsu 1 dk.. yikama
Asit alkol Fazla rengi akanakadaryikama
Akarsu 2-3 kez daldirgikar
Hematoksilen ve Eozin
Boyama Asamasi Amonyakli su 2-3 kez daldirgikar
Akarsu 2-3 kez daldirgikar
Distile su 1dk..
Eozin 2 dk..
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%95 Alkol 1-2 kez daldirgikar
Dehidratasyon Asamasi %100 Alkol 1-2 kez daldir¢ikar
%100 Alkol 2 kez daldirgikar

Dehidratasyon asamasi bittikten sonra kurutulacak olan doku kesitleri, fazla boyanin
akmas1 ve preparatin temizlenmesi amaciyla 30 dk. ksilolde bekletilir. Ksilolden
cikarilan preparatlar, kurutulduktan sonra, entellan ile kapatilir.

Tablo 3: immiinohistokimyasal Boyama Protokolii

Uygulanacak Islemler Siire
%2100 Alkol 2 dk..
%100 Alkol 2 dk..
%95 Alkol 2 dk..
%80 Alkol 2 dk..
Distile su ile yikama 5 dk..
Sodyum sitrat soliisyonu 90°C mikrodalgada 30 dk..
Soguk su banyosu 20 dk..
Distile su 5 dk..
%0,1’lik Triton x soliisyonunda 5 dk..
%?3’liik H202 soliisyonu 10 dk..
PBS tamponu igerisinde 3 kez 2’ser dK..
Dokulart etraflpaPpen ile ¢izilir ve Serum blocking 30 dk..
soliisyonu damlatilir
Serum bIOCkiflg soliisyonu dokud.an uzaklastirilir ve primer Gece boyu
antikordamlatihirnemli ortamda +4°C
PBS tamponu igerisinde 3 kez 2 dk..
Primer ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor 30 dk..
PBS tamponu igerisinde 3 kez 2 dk..
Streptoavidin ile isaretli antikor (HRP) 30 dk..
PBS tamponu igerisinde 3 kez 2 dk..
DAB (3,3-diaminobenzidine) Gozle takip
Distile su ile yikama 3dk..
Hematoksilen 1 dk..
Cesme suyuile yikama 5 dk..

Distile suile yikama 2 dk..
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%95 alkol Daldir ¢ikarseklinde
%100 alkol Daldir ¢ikarseklinde
%100 alkol Daldir gikarseklinde

Tablodaki islem basamaklarinin uygulanmasindan sonra ise preparatlar seffaf-
lastirilmak amaciyla 30 dakika boyunca ksilol ile muamele edilir. Ksilol sonrasinda ise

preparatlar entellan ile kapatilarak goriintiilemeye hazir hale getirilir.

Tiim histokimyasal ve immiinohistokimyasal boyamalar Ege Universitesi Tip

Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji ABD. laboratuvarinda yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 ideal Hidrojel Konsantrasyonun Belirlenmesi ve Karakterizasyonu
4.1.1 Hidrojellerin Basilabilirlik Yéniinden incelenmesi

Tez calismasinda aljinat ve karboksimetil seliiloz hidrojelleri farkli konsantras-
yonlarda hazirlanarak filament dagilma testi ile basilabilirligi degerlendirilmistir.

Tablo 1: Hidrojellerin filament dagilma testi

%4 Aljinat %4 CMC

%3 Aljinat-%1 CMC %3 CMC- %1 Aljinat

%2 CMC- %2 ALG

Elde edilen goriintiiler sonucunda ¢alismaya %2 w/v Aljinat- %2 w/v Karboksi-

metil seliiloz hibrid hidrojeli ile devam etme karart verilmistir.
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4.1.2 Hidrojelin Viskozitesi

%?2 Aljinat ve %2 Karboksimetil seliiloz hibrid hidrojelinin viskozitesi 6l¢iilmiis-
tiir ve sekildeki grafik elde edilmistir.

1400 &
%2 wyiv Alg- %2 wfv CMC

1200 4

1000 4

800 4

Stress A (Pa) A

600+

O (s'ed) o Ayseosip

400 4

200 4

T g T T g T T g T T g T T 7 T T
0 200 400 600 800 1000

Shear rate 8 (1/s)

Sekil 4.1 %2 w/v Aljinat/ %2 w/v CMC hibrid hidrojelinin kayma gerilmesi- viskozite grafigi

Yapilan biyobaski ¢aligmalarmda hiicrelerin canliligina zarar vermeyecek visko-
zite araliginin 300 cP ve altinda olmamasi (He et al. 2016), 100.000 cP ve lizerinde
olmamasi1 (Khalil et al. 2009) gerektigini gostermektedir. Elde edilen grafik hibrid hid-
rojelin viskozitesinin kayma gerilmesine bagli olarak 1200 cP- 6500 cP araliginda de-
gismekte oldugunu gostermistir; bu da hidrojellerde biyobaski icin istenen vizkoziteye

ulasildigint gostermektedir.
4.1.3 Hidrojelin Porozitesi

Hazirlanan hibrid hidrojelden 1 mL 6rnek alinarak CaClz ¢ozeltisi igerisine dam-
latilmis ve ardindan pu-CT cihazi ile porozitesine bakilmistir daha sonra ayni sekilde bir
Omek daha hazirlanarak liyofilize edilerek porozitesine bakilmstir. Elde edilen sonug-
larda hidrojelin liyofilize halinde ortalama por ¢ap1 0,184 mm, liyofilize olmayan ha-
linde ortalama por ¢ap1 0,0278 mm olarak belirlenmistir; ayrica liyofilize hidrojelde po-
rozite %59 olarak belirlenmis, liyofilize olmayan hidrojelde porozite degeri %1,06 ola-
rak belirlenmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3).
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Sekil 4.2: Liyofilize olmayan hibrid hidrojelin p-CT ile elde edilen porozite goriintiisii: ortalama

por ¢cap10,0278 mm, porozite degeri %1,06

Sekil 4.3: Liyofilize hibrid hidrojelin p-CT ile elde edilen porozite goriintiisii: ortalama porgapt:
0,184 mm, porozite degeri %59
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4.2 Hiicrelerin Mikro tasiyic1 Uzerine Tutunma Ozelliklerinin Belirlenmesi
4.2.1 Hiicrelerin Tutunma Kinetiginin Belirlenmesi

Hiicreler mikro tastyicilar iizerine ekilerek tutunma kinetigi belirlemistir.

Tutunmayan Hucre Sayisi- Zaman

100000
95000
90000
85000
80000
75000
70000
65000
60000
55000
50000
45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000
0

Hlcre sayisi

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zaman (Dk.)

Sekil 4.4 Mikro tasiyici yiizeylerine ekilen hiicrelerin zamanabagh olarak olusturulan tutunma
grafigi; ilk hiicre konsantrasyonu 10°h/mL olup hiicrelerin tamamen tutunma siiresi35 dKk. olarak belir-

lenmigtir.

Buna gore hiicrelerin HAp/ B-TCP yapili mikro tastyici yiizeylerine 35 dakikada

tamamen tutunduklari saptanmustir.

4.2 .2 Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

Hiicrelerin mikro tastyici yiizeylerinde tutunmalari ve mikro tastyict yiizey mor-

folojilerinin goriintiilenmesi i¢in elektron mikroskopisi ile yiizeyler gértintiilenmistir.
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Sekil 4.5 Mikro tasiyici ylizeyi SEM goriintiileri (x10000)

Elde edilen SEM fotograflari malzeme ylizeyinin porlu ve hiicre tutunmasina
elverisli oldugunu gostermistir. Ayrica seramik kristalleri de belirgin sekilde géziikkmek-
tedir.



SR 2 SR 3 R R o
& | 7/5/2021 |HV spot WD usecase mag O det mode
2:57:29PM 5.00kV | 7.0 16.9 mm Standard 1000x ETD SE EGE-MATAL
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Sekil 4.6 Mikro tasiyici yiizeyine tutunmus hiicrelerin SEM goriintiileri (x1000 ve x2000)

Tutunma kinetigi belirlendikten sonra mikro tastyici yiizeyine tutunan hiicrelerin
SEM fotograflar ¢ekilmis ve hiicrelerin malzeme yiizeyine tutunup ayrica birbir-

leriyle de etkilesime gegtikleri gdzlenmistir.
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4.3 Spinner Flask Optimizasyonu

Mikro tastyicilar ve hiicreler spinner flaskta bir araya getirilerek 5 giin boyunca
karistirlmiglardir. Literatiir aragtirmasi neticesinde 80 rpm karigtirma hiz ile baglanmus,
ancak kullanilan mikro tastyicilarin ¢ékmesi sonucu karisma hizi 100 rpm’ e ¢ikarilmis-
tir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7 Spinner flaskin ideal karisma hizi

4.4 Hiicre Canhhg1 Analizi

Karistirma hizi belirlendikten sonra 36., 72., 96. ve 120. saatlerde mikro tasiyici-
lardan ve spinner igerisindeki sividan (iist stvi) 6rnek almarak MTT ile canlilik analizi

gergeklestirilmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Mikro tasici ve tist sivida yapilan MTT sonuglarinda elde edilen canhibik grafigi (Farkli-
liklar, p* <0.05, p**<0.01, p***<0.001 ve p**** <0.0001 istatistiksel olarak anlamh kabuledilmistir.)

Elde edilen sonuglar dogrultusunda olusturulan grafiklerde de gosterildigi gibi
36. saatten 72. saate dogru canlilik artmustir; daha sonrasinda ise canlilik azalmistir. Bu
sonug¢ 100 rpm’ lik karigma hizinda 3 giinliik spinner flask kiiltiiriinlin yeterli olabilece-

gini, daha uzun siire ise mikro tastyici yiizeyindeki hiicrelerin de dlebilecegini goster-

mektedir.

Mikrotasiyici
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4.5 Live & Dead Boyama

Live & Dead boyama 4 deney grubunda 5. ve 10. giinlerde yapilmustir, elde edi-
len goriintiiler sekillerdeki gibidir (Sekil 4.9 — Sekil 4.16).

100 pm

Sekil 4.9 MC iizerinde hiicrelerin farkhlasma ortam1olmadan bes giinliik inkiibasyonu sonrasi L&D bo-

yama gorilintiileri (x10)
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200 um

Sekil 4.10 MC iizerinde hiicrelerin farklilagma ortamu ile bes giinliik inkiibasyonu sonrasi1 L&D boyama

goriintiileri (x5)

Sekil 4.11 MC iizerindeki hiicrelerin jelle karigtirilarak farklilasma ortami olmadan bes giinliik inkiibas-

yonu sonrasi L&D boyama goriintiisii (X5)
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200 pm

Sekil 4.12 MC {izerindeki hiicrelerin jelle karistirilarak farklilasma ortamuile bes giinliik inkiibasyonu

sonrasi L&D boyama goriintiileri (x5)
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200 pm

Sekil 4.13 MC iizerinde hiicrelerin farklilagma ortamiolmadan on giinliik inkiibasyonu sonrasi L&D

boyama goriintiileri (x20, x5 ve x5)
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Sekil 4.14 MC iizerinde hiicrelerin farkhilagsma ortamu ile on giinliik inkiibasyonu sonrasi L&D boyama

gorlintiileri (x20 ve x10)
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200 pum

Sekil 4.15 MC iizerindeki hiicrelerin jelle karistirilarak farkhlagma ortami olmadan on giinliik inkiibas-

yonu sonrast L&D boyama goriintiisii (X5)
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Sekil 4.16 MC iizerindeki hiicrelerin jelle kanstirilarak farklilasma ortamu ile on giinliik inkiibasyonu

sonrast L&D boyama goriintiileri (x5)

Elde edilen Live & Dead boyama goriintiileri hiicrelerin mikro tastyici yiize-
yinde 5. ve 10. giinlerde canli kaldiklarin1 ayrica hidrojelin canliligi olumsuz yonde et-
kilemedigini gostermektedir.
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4.6 Histokimyasal ve immiinohistokimyasal Boyamalar

Deney gruplarma 21. ve 28. giinlerde hematoksilen-eozin ve anti-bone sialop-
rotein (BSP) boyamalari yapilmustir.

Sekil 4.17: Lam tizerinde 21. giinde farklilagma ortami olmadan kiiltive edilen hiicrelerin hematoksilen -
eozin boyamalari (10x ve 20x)



Sekil 4.18: Lam iizerinde 21.giinde farkhlagsma ortamu ile kiiltive edilen hiicrelerin hematoksilen -e0zin
boyamalar (10x,20x,40x)



Sekil 4.19: Lam tizerinde 28. giinde farkhilagma ortami olmadan kiiltive edilen hiicrelerin hematoksilen -
eozin boyamalari (20x,40x,40x)
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Sekil 4.20: Lam iizerinde 28. giinde farkhlagma ortamu ile kiiltive edilen hiicrelerin hematoksilen -e0zin
boyamalar (10x,20x,40X)



Sekil 4.21: Lam iizerinde 21. giinde farklilagma ortami olmadan kiiltive edilen hiicrelerin anti-bone sia-
loprotein boyamalar (10x,20x, 40x)
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Sekil 4.22: Lam iizerinde 21. giinde farkhilagma ortamu ile kiiltive edilen hiicrelerin anti-bone sialopro-
tein boyamalar (10x,20x,40x)



Sekil 4.23: Lam iizerinde 28. giinde farklilagma ortami olmadan kiiltive edilen hiicrelerin anti-bone sia-
loprotein boyamalari (10x,20Xx, 40x)
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Sekil 4.24: Lam iizerinde 28. giinde farklilagma ortamu ile kiiltive edilen hiicrelerin anti-bone sialopro-
tein boyamalar (10x,20x,40x)
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Sekil 4.25: 21. giinde farkhlasma ortami olmadan kiiltive edilen greft yapilarinda hematoksilen-eozin
boyamalari (40x)
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20 pm

Sekil 4.26: 21. giinde farklilagma ortamu ile kiiltive edilen greft yapilarinda hematoksilen-eozin boya-
malart (40%)
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Sekil 4.27: 28. giinde farklilagma ortami olmadan kiiltive edilen greft yapilarinda hematoksilen-eozin
boyamalar (40x)
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o A

Sekil 4.28: 28. giinde farklilagma ortamu ile kiiltive edilen greft yapilarinda hematoksilen-eozin boya-
malart (40%)



Sekil 4.29: 21. giinde farkhlagsma ortami olmadan kiiltive edilen greft yapilarinda anti-bone sialoprotein
boyamalari (40x)



Sekil 4.30: 21. giinde farkhilagma ortamu ile kiiltive edilen greft yapilarinda anti-bone sialoprotein bo-
yamalari (40x)



Sekil 4.31: 28. giinde farkhlagma ortami olmadan kiiltive edilen greft yapilarinda anti-bone sialoprotein
boyamalari (40x)



Sekil 4.32: 28. giinde farkhilagma ortamu ile kiiltive edilen greft yapilarinda anti-bone sialoprotein bo-
yamalari (40x)
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Eldeedilen goriintiilerde lam {izerinde ve greft yapisi i¢erinde kiiltive edilen hiic-
relerin hematoksilen-eozin boyama sonucunda, greft yapisinda mikro tasiyici ylizeyinde
ve lam yiizeyinde hiicre sitoplazmasi ve ¢ekirdekleri pembe/mor renklerde belirgin bir
sekilde goriilmektedir. Farklilasma ortami kullanilan kiiltiirlerde yer yer hiicre 6beklen-
meleri ve osteoid benzeri birikimler gozlenirken, farklilagma ortamu kullanilmamis kiil-
tlirlerde bu olusumlara rastlanmamustir (Sekil 4.17- Sekil 4.20 ve Sekil 4.25- Sekil4.28).
Yapilan anti-bone sialoprotein immiinohistokimyasal boyamalarinda alman kesitlerde
ve lam tizerinde hiicreler arasinda kahverengi/turuncu renklerde boyanma goriilmekte-
dir ayrica 28. giindeki kahverengi/turuncu rengin 21. giin boyamasindan daha belirgin
oldugu goriilmiistiir. Farklilagtirma ortami kullanilmamis olan kiiltiirlerde BSP boyan-
mas1 goriilmemistir (Sekil 4.21- Sekil 4.24 ve Sekil 4.29- Sekil 4.32).
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5. TARTISMA

Gelistirilmekte olan biyomateryallerin, doku rejenerasyonunun in vivo mekaniz-
masini aktive etmek, viicudu kendi kendini iyilestirmeye tesvik etmek ve iskelenin ye-
nilenen doku tarafindan degistirilmesini kolaylastirmak icin biyoaktif ve biyobozunur
Ozellikleri bir arada barindirmasi hedeflenmektedir (Costa et al., 2007). Apatitik ¢imen-
tolarin kullanimmda birgok cerrah, kemige implantasyondan sonra miimkiin olan en kisa
slirede tamamen emilen bir materyal istemektedir.

Kalsiyum fosfat bazli seramikler (HAp, a-TCP ve B-TCP gibi) ortopedik ve gene
cerrahisinde greft olarak siklikla kullanilan malzemelerdir. Kemik ekstraseliiler matrik-
sinde bulunan minerallere ¢ok benzerler; bu nedenle osteoindiiktif ve osteokondiiktif

olmalar1 hasarli kemik dokusunun rejenerasyonunu olumlu yonde etkilemektedir (Raj-
zer etal., 2010).

B-TCP graniillerinin BMSC” lerin osteojenik farklilasmasini stimule ettigi fikri
Frost tarafindan 1991 yilinda diisiiniilmiistiir (Frost, 1991). Frostun bu fikrinde hakh
oldugu B-TCP’nin BMSC proliferasyonunu, metabolik aktivitesini ve alkalen fosfataz
aktivitesini arttirdig1 Gao tarafindan da kanitlanmistir (Gao et al., 2016). Bu bilgiler 1s1-
ginda bu tez caligmasinda gelistirilmek istenen enjekte edilebilir kemik greftinde kulla-
nilan kemik iligi mezensimal kok hiicrelerinin osteojenik farklhilagsmasini hizlandirmak
amaciyla hiicrelerin tutundugu mikro tastyicilarin HAp- B-TCP yapili olmasi osteojenik
farklilasmanin greft igerisinde hizlica gergeklesmesini saglamustir.

Dinamik hiicre kiiltiirii calismalar1 siklikla yiiksek hiicre miktar1 elde etmek is-
tenen MAb (monoklonal antikor) ve as1 calismalarinda tercih edilen bir kiiltiir metodu-
dur; buradaki esas ama¢ 2D hiicre kiiltiiriinde gegirilen zamanda miimkiin oldugunca
fazla sayida hiicre elde etmektir (Wu et al, 1998). Bunedenle ¢alismada mikro tastyicilar
tizerine kemik iligi mezensimal kok hiicreleri oldukga yiiksek miktarda iiretilmek iste-
mistir; ancak spinner flask icerisindeki pH ve karistirma hizinin yiiksekliginden mey-
dana gelen kayma gerilimi gibi fiziksel etmenlerin hiicreleri strese sokarak 72. saatten
sonra Oliimlerine neden oldugu diistiniilmektedir.

u-CT ile yapilan porozite dlglimiinde ¢apraz baglanmis haldeki hidrojelin poro-
zite degeri %1,06 olarak saptanmustir; ancak hidrojel liyofilize edilerek kurutuldugunda
porozitesinin %59 oldugu belirlenmistir. Aradaki bu farkin hibrid hidrojelin yiiksek su
tutma kapasitesi oldugu ve ortamdaki siviy1 kolaylikla emerek hiicrelerin in vitro dabesi
ortamini olabildigince ¢ok tutarak in vivo dakan ve viicut sivilarinin kolaylikla hiicre-
lere gecisini saglayarak beslenmelerini kolaylastiracagi diisiiniilmektedir.

Hibrid hidrojelin viskozitesi biyobaski i¢in kullanilan hidrojellerin viskozite ara-
higindadir (Khalil et al., 2009; He et al., 2016); bu da enjekte edilebilir forma geldiginde
kemik greftinin igerisindeki hiicrelerin canliliklarini uzun siire devam ettirebilecegini
gostermektedir. Yapilan tez ¢caligmasi iceriginde hazirlanan L&D floresan boyama de-
ney seti de hiicrelerin in vitro sartlarda hidrojel iginde 10. giinde de canliliklarin1 koru-
dugunu gostererek hidrojel viskozitesinin ve porozitesinin hiicre canliligina olumsuz bir
etkisinin olmadigma dair delil olugturmaktadr.
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Yapilan ¢aligma sirasinda mikro tastyicilar ile hiicrelerin bir araya getirilmesi
asamasinda kontaminasyonun oOniine gegmek adma spinner flaskin her boynu kapatil-
mustir; bu da kiiltiir ortaminda gaz aligverisinin yeterli diizeyde olmasmin 6niine geg-
mistir. Budurumun da hiicrelerin 72. saate lmeye baslamasmin bir diger etkeni oldugu
diisiiniilebilir.

Kemik dokusu olduk¢a damarli bir dokudur; bunun yaninda kikirdak doku ise
damar bulunmayan bir dokudur; bu da iki doku arasinda oksijen ihtiyaci yoniinden fark
oldugunu gostermektedir. Hipoksik sartlarin mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik
farkhlasmasina etkisi oldugu goriilmiistiir (Shang et al., 2014). Bu caliyma sirasinda
kontaminasyonu engellemek adma spinner flaskin boyunlarinin kapatilmis olmasmin
O2ve CO2 gaz transferinin Oniine gecerek ortamin hipoksik olmasma neden olabilecegi,
bu nedenle spinnerdan ¢ikarilan hiicrelerin kondrojenik farkhlasma yoniinden de ince-
lenmesi gerekmektedir.

Elde edilen greft yapisi farklilasma yoniinden yalnizca anti-bone sialoprotein
boyama ile incelenebilmistir. Bone sialoprotein erken déonemde kemiklesmenin goster-
gelerinden biri olup “Kiigiik integrin baglayici ligand, N-bagh glikoprotein (SBLING)”
ailesine mensuptur, kollajen6z olmayan kemik proteinlerinin %12’sini olusturmaktadir,
kemik dokudaki gorevi ise ekstraseliiler matrikste bulunan kalsiyum fosfat yapilarmin
matriksin ana bileseni olan tip-lI kollajen ve hiicre yiizeyine baglanmasmi saglamaktir
(Cole, 2003). Tez ¢alismast kapsaminda yapilan anti-bone sialoprotein immiino-histo-
kimyasal boyamasi ile 21. giinden 6nce sentezlenmeye basladigi ve 28. giinde de 21.
giine nazaran daha fazla sentezlendigi gosterilmistir. Ileri donemdeise yani kalsiyum ve
fosfat iyonlarindan olusturulan minerallerin hidroksiapatite doniiserek kemik minerali-
zasyonu esnasinda asil gorev alan protein osteokalsindir. Bunedenle greft iginde farkli
donemlerde kemiklesmenin belirteci olan osteonektin, osteokalsin ve osteopontin pro-
teinlerinin de incelenmesi, ayrica alkalen fosfataz aktivitesinin de incelenmesi daha
dogru bir degerlendirme saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada elde edilen greft yapisi, ortopedik uygulamalarda kullanim po-
tansiyeline sahiptir. Implantlarin sabitlenmesi icin kullanilan mevcut kemik ¢imentola-
rinin ¢evre dokulardaolusturdugu tahribati yaratmayarak hastalarin dahahizl iyilesme-
sini saglayacak, kisinin kendi kok hiicreleri kullanildig: i¢in kisiye 6zel tedavi saglaya-
rak viicudun olusturdugu “Yabanci cisim reaksiyonu (Foreign body reaction)” nu en-
gelleyebilecek, potansiyele sahiptir.

Yapilan tez ¢aligmasinda ticari olarak satin alman %60 HAp/ %40 B-TCP yapil
0,3-04 mm boyutlarindaki kemik greftleri spinner flask i¢erisinde mikro tastyic1 olarak
kullanilmigtir. Kullanilan mikro tastyicinin yogunlugu spinner flask kiiltiiriinde kullani-
lan standart mikro tastyicilarin yogunlugundan oldukga fazladir (Nilsson, 1988); bu ne-
denle literatiirde belirtilen 40-80 rpm’ lik karisma hizlarinda (Perez et al., 2014) kulla-
nilan mikro tastyicilar askida kalmak yerine spinner flask tabanina ¢okmiislerdir; opti-
mizasyon g¢alismalar1 sonucunda ideal karigtirma hizi 100 rpm olarak belirlenmistir.

Yapilan hiicre canlihg1 analizinde 36. saatten 72. saate hiicre canliliginda anlamh
bir artis goriilmektedir; ancak 72. saatten sonra hiicre canliigt MC’ lerden ve spinner
flask igerisinde bulunan besi ortamindan alman 6rneklerde azalmistir; bu da karistirma
hizmin yiiksek oldugu ve hiicrelerin kayma gerilimine maruz kalarak 6ldiigiinii diisiin-
diirmektedir. Bunun 6niine gegmek adina kullanilan mikro tastyicilarm yogunlugu azal-
tilarak besi ortami icerisinde daha diisiik karistrma hizlarinda askida kalmasi saglana-
bilir.

Spinner flask kiiltiiriinde dikkat edilmesi gereken bir diger husus da ortam pH’
smin kontroliidiir. Ornek alimlar1 sirasinda besi ortammm pH’ s1 da kontrol edilmis ve
pH degerinin 8,2 oldugu goriilmiistiir. Literatiir incelendiginde mikro tasiyicinin yapi-
sinda bulunan B-TCP yapil greftlerin diger kalsiyum fosfat yapili materyallere gore bu-
lundugu ortama daha fazla Ca*? ve (POa) 2 iyonlar salimi yaparak 0sseointegrasyon ve
osteoindiiksiiyonu artirdig1 gériilmiistiir (Frost, 1991). Ortama salman Ca*?iyonlarinin
ortamm pH’ sinin artmasma etken oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle benzeri mikro
tastyict yapilmak istenirse -TCP orani olabildigince az olmasi, ya da spinner flask kiil-
tivasyonun 72 saatten fazla olmamasi onerilmektedir. Bir alternatif de besiyeri pH’sinin
stabil tutulmast i¢in farkli iyonik eklentilerle tamponlanmasi denenebilir.

Hipoksik ortamin kondrojenik farklilasmaya etkisi oldugu diisiiniilmektedir; bu
nedenle spinner flask igerisinde yapilan dinamik hiicre kiiltiiri galigmasmnin CO2’ li in-
kiibatorde, filtreli spinner flask ile yapilmasi elzemdir.

In vitro olarak degerlendirilen greft yapisinin in vivo deneyler ve klinik arastirma
yapilarak daincelenmesi ve potansiyelin degerlendirilmesi gerekmektedir.
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