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HAYVAN MODELLERINDE “TGF-83” VE “BMP-2” SALAN DOKU iSKELELERI
ILE DAMAK YARIGI ONARIMI

Aybuke Alici

0z

Sunulan tezin amaci, damak yariklarinin onariminda kullaniimak uGzere farkli
rejimlerde buylume faktori salan doku iskelelerinin Gretilmesidir. Tez kapsaminda
ilk olarak, hazirlanan jelatin filmlere (%3 m/v damitik su icerisinde) 2 farkli bayime
faktori  yuklenmistir. Buyume faktorlerinden ilki, hicre transformasyonunu
tetikleme yetene@i sebebiyle ve eksikliklerinde damak yariklarinin olusumuna
sebep olan doénustlrict buyume faktori B3 (TGF-B3), ikincisi mineralize kemik
olusumunu uyarma potansiyeli sebebiyle kemik morfogenetik protein 2 (BMP-2)
dir. Buyime faktoru icermeyen, yalniz BMP-2, TGFB-3 ve BMP-2'nin birlikte
yuklendigi u¢ farkli formda jelatin film daha sonra poli(L-laktat) (PLA) ve poli(e-

kaprolakton) (PCL) polimerik gézenekli doku iskelelerine yerlestirilmistir.

Tez calismasinin ikinci béluminde deney hayvanlarinda (Wistar siganlari) cerrahi
islem ile kendiliginden iyilesmeyen (kritik boyutlu) alveol defektleri olugturulmusgtur.
Hasarli bolgeye, biyoaktif ajan yuklenmemis (bos), yanliz BMP-2 yuklenmig ve ayri
ayri TGF-B3 ve BMP-2 ylklenmis jelatin filmleri iceren 3 farkh tlirdeki laminat doku
iskeleleri deney hayvanlarina yerlestirilmistir. Negatif kontrol grubu olarak segilen
grubta alveol defekti olusturulup denekler bagka isleme maruz birakilmamigtir.
Pozitif kontrol grubu olan otogreft grubunda ise denegin iliyak kemiginden alinan
otogreft hasarli bolgeye implante edilmistir. 2 farkli zaman diliminde incelenecek
olan toplam 10 grubun her birinde 7 deney hayvani kullaniimistir (10 grup; n=70).
1. ve 4. aylarda sakrifiye edilen hayvanlarin defekt bolgelerinden alinan 6rnekler
once makroskopik olarak ve sonrasinda mikro-CT analizleri yapilarak yeni kemik
dokusunun hacimsel degeri hesaplanmistir. Yapilan micro-CT incelemelerinde 1
ayllk dénemin sonunda otogreft grubunda yeni kemik olugsumu gdézlenirken,
gruplarin kendi i¢lerindeki zamana bagl karsilastirilmalarinda yalniz TG-3/BMP-2
grubu anlamli bir farklilik géstermistir. Ornekler micro-CT incelemeleri sonrasinda
histolojik incelemeye tabi tutulmustur. Bu incelemelerde hematoksilin, eozin ve
masson trikrom ile boyanmis, kesitler defekt iyilesmesi, yeni kemik olusumu ve

doku cevabi agisindan degerlendirilmigtir. Histolojik ¢alismalardan elde edilen



veriler 1. ve 4. aylarda otogreft grubunda hizli bir iyilesmenin oldugunu gdsterirken
4. ayda BMP-2 ve TGF-B3/BMP-2 gruplarinin otogreft grubundaki yeni kemik

olugsum degerlerine en yakin sonugclari verdigi saptanmistir.

Ayrica osteoblastlarca kana salinan alkalen fosfotaz'in (ALP) kemige 6zgi formu
olan kemik spesifik alkalen fosfataz (BALP) tayini icin 21. ginde ve 4. ayda
deneklerden kan toplanmis ve serumlarindan ELIZA yontemi ile BALP derigimi
incelenmigtir. Elde edilen sonuglarda 21. giinde 6lcilen BALP derigsiminde anlamli
bir farklilk gdézlenmemistir. Fakat 4.ayda BALP aktivitesinde otogreft ve TGF-3/
BMP-2 gruplarinda anlamli bir artis saptanmistir. Paralel olarak yapilan molekuler
testler ile TGF-f3 ve BMP-2'nin in vivo kemik olusumuna etkisi, osteoblast
farkhlasmasi ve c¢ogalmasinda molekller belirteg olarak kullanilan genlerin
(osteokalsin, osteonektin, alkalen fosfataz, kemik siyaloproteini, runt iligkili
transkripsiyon faktéri 2 ve tip I-kollajen) ifade duzeylerinin saptanmasiyla
molekuler dizeyde degerlendirilmistir. Gen ifade duzeyleri, gercek zamanl ters
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi kullanilarak
saptanmistir (5 grup; n=25). Gen ifade dlzeylerinin zamana bagl degisimi 7.
gunde biyopsi alinip, 21. gunde sakrifiye edilen deneklerden alinan orneklerle
calisilarak deg@erlendirilmigtir. Her grupta s6zi gegen genlerin ifade duzeylerinde
anlamli farkhliklar gézlenmistir. Diger sonuglarla da paralellik gostererek TGF-33/
BMP-2 grubunda kemik olusumunda rol oynayan genlerin ifade dizeylerinde

oldukga anlamh artislar gézlenmigtir
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CLEFT PALATE REPAIR IN ANIMAL MODELS WITH “TGF-B3” VE “BMP-2”
RELEASING SCAFFOLDS
Aybuke Alici

ABSTRACT

The aim of this thesis is to produce scaffolds that release growth factors in
different regimes in order to use them in cleft palate repair. In the context of the
study, 2 different growth factors were loaded to gelatin films (3% m/v in H20). The
first growth factor was TGF-33 since in the abscence of it cleft palate may appear
and at the same time it has the ability to trigger the cell transformation and the
second factor was BMP-2 due to its potential to induce the mineralized bone
generation. In this part of the thesis, gelatin films were prepared in 3 different
groups as unloaded (no growth factor were loaded), BMP-2 loaded and TGF[3-3
loaded. The gelatine films, both unloaded and loaded with growth factors, were
placed into the poly(L-lactate) (PLA) and poly(e-caprolaktone) (PCL) polymeric

scaffolds.

In the second part of the thesis, cleft palates were created with surgical operation
in the experimental animals (Wistar rats). The scaffolds without bioactive agents
and “TGF-B” and “BMP-2” loaded gelatine films containing scaffolds were placed
into the defects of the experimantal animals (10 group ;n=70) in a suggested
model (only BMP-2 loaded gelatine film placed scaffolds, separately loaded “TGF-
B” and “BMP-2” placed at the same scaffold). An alveolar defect was created in
the negative control group and no other operations exposed to these animals. In
the positive control group, the otogreft which was taken from animal’s iliac bone
was implanted to the defect side. 7 experimental animals were used for each
group in 2 different time periods, and the volumetric values of the newly formed
bone tissues were measured through first taking microscopic and then micro-
computerized tomography (micro-CT) from the defect areas of the animals, by
sacrificiying at the 1st and the 4th month. After the period of a month new bone
formation observed in the autogreft group whereas due to time dependent
comparison of groups within themselves only TGF-B3/BMP-2 group showed a

significant difference.



Samples were put into histological observation after micro-CT analysis. Fractions
that were dyed with haematoxylin, eosin and masson trichrome were evaluated in
the contex of recovering defects, new bone generation and tissue response. Data
obtained from histological studies showed that there was a quick regeneration in
autogreft group in 1st and 4th months whereas BMP-2 and TG-3/BMP-2 groups
showed closer results to new bone generation values of autogreft groups in 4th

month.

Morever, for the measurement of BALP, which is the specific bone form of the ALP
that is released to the blood via osteoblasts, in each 21th days and 4th months,
blood has been gathered and from their serum, BALP concentrations were
examined through the ELISA method. BALP concentrations measured on 21th day
no significant difference was observed. However in the 4th month there was a
significant increase in BALP activity in autogreft and TG-B3 / BMP-2 groups. The
genes that were used as molecular indicators (osteocalsin, osteonectine, alkaline
phosphotase, bone sialoprotein, runt related transcription factor and type |
collagen) for the formation of in vivo, bone, osteoblast differentiation and
proliferation were selected and the level of gene expressions were determined to
evalute the effect of TGF-B3 and “BMP-2”. Gene expression levels were
determined using real time reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-
PCR) method (5 groups, n=25). Time dependent changes of gene expression
levels was assessed by working with the samples that were obtained from
experimental animals from which biopsy were taken on 7th day and which were
sacrificed on 21th day. Significant differences were obtained in expression levels
of the genes mentioned. Paralel to the other results there observed very significant
increases in the expression levels of genes that play role in bone regeneration in
TGF-B3 / BMP-2 groups.

Keywords: Bone tissue engineering, biodegredable polymers, cleft palates,
gelatine, TGFB-3, BMP-2

Advisor: Prof.Dr. Erhan Bigkin, Hacettepe University, Bioengineering Division;
Co-Advisor: Assistant Prof.Dr. Kamile Oztiirk, Aksaray University, Department of
Biology.
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1.GiRIS

Dudak, damak veya alveol kemik defektleri en yaygin olarak kargilasilan konjenital
kraniofasiyal anomaliler arasindadir ve tedavileri igin, birbirine goére avantaj ve
dezavantajlari olan birgok cerrahi yontem tanimlanmistir [1, 2]. Alveol defektlerinin
gunumuzdeki tedavi yontemleri; genel olarak yakinindaki yumusak dokunun
hasarli bolgeye yonelmesi ve ikincil olarak yarik hattindaki defektli sert dokunun
kanselloz kemik grefti ile (kalca-ilyak-kemiginden alinan) doldurulmasi seklinde

Ozetlenebilen iyi tanimlanmis cerrahi yontemlerdir.

Alveolar kemik defektlerinin onarilmasi igin iliyak kemikten alinan kansell6z kemik
otogreftlerinin kullanilmasi godu cerrahin tercih ettigi bir tekniktir. iliyak kemik
greftlerinin alinmasi ve greftin alici yataga yerlestiriimesi hematom, duyu siniri
yaralanmasi, skar olusumu ve enfeksiyon gibi olasi komplikasyonlarida
beraberinde getirmesine karsin, bu otogreftler osteoblastlari, kemik elemanlarini
ve mezenkimal hicreleri de igeren U¢ boyutlu canli dokular oldugundan
osteoinduksiyon ve osteokonduksiyon potansiyellerine de sahiptirler. Hastanin
uygun bir verici (donér) bdlgesinden alinan otogreftlerin alveol defektlerinde
oldukca basarili bir sekilde kullanildiklarini sdylemek mumkundir [9]. Greftin
basarili olmasinda hem greftteki hem de yarigi cevreleyen alveolar kemikteki
osteojenik faktorlerin, ekstraselller kemik matriks proteinlerinin, mezenkimal
hicrelerin, cesitli bliylime faktorlerinin etkili oldugu soylenebilir. Bunlarin yarattigi
kemik olusumunu uyarma (osteoinduktif) ve kemigin ice buyumesini etkinlestirme
(osteokonduktif) etkisi ile hem otogreftin ¢cevre kemige entegrasyonunu hem de

yeni kemik dokusunun olusumunu gergeklestigi ifade edilmektedir [9].

Osteojenik potensiyeli olan faktorlerden kemik morfogenetik proteinleri,
donustlriact buylime faktori (TGF) beta super ailesinin bir pargasi olan bir grup
endojen proteindir. Bu proteinler, embriyolojik buylime ve iskelet olusumu ile
ilgilidirler. Tam olusmus bir iskelet, bu proteinleri cok az miktarlarda icermektedir
ve bu kemigin varligini surdurmesi ve kirik iyilesmesi ile ilgilidir. Kemik
morfogenetik proteini (BMP)-2'nin hayvanlarda osteoblast aktivitesini uyardigi ve
kemik olusumunu arttirdig1 gosterilmigtir [10-11]. Kemik minerallesmesinin dogasi
hakkinda temel arastirmalari yUruten bir ortopedi cerrahi olan Marshall Urist, bu

ajanlarin varliklarini ve rollerini kavramlastiran ilk kisidir. 1971 yilinda Urist ve
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Strates, bu ajanlari ifade etmek igin kemik morfogenetik proteini terimini
kullanmiglardir ve ¢ok miktarda kemigin saflastiriimasi ile az miktarda BMP
izolasyonunu basarmislardir [12]. Wozney ve arkadaslari ise rhBMP-2
(rekombinant insan kemik morfogenetik proteini) proteinini kodalayan geni
klonlamayi basarmislardir [13]. Gunumuzde rekombinant teknoloji ile rhBMP-2 saf
olarak buyuk miktarlarda Uretilebildigi icin klinikte ve laboratuarlarda
kullanilabilmektedir. rhBMP-2 uygun bir ortama konuldugunda yeni bastan kemik
olusumunu saglayabilmektedir. rhBMP-2, defekt alaninda bulunan kdk hicrelerin
kemik olusturan hucrelere farklilasmasini saglamaktadir. Morfogenez olarak
adlandirilan bu sireg, bu yeni ajanlarla benzersiz bir sekilde isler. Yaygin klinik
oncesi ve klinik ¢alismalar, rhBMP-2'nin etkinligini ve guvenilirligini gostermistir.
Chin ve Boyne insan digi primatlarda rhBMP-2’nin alveolar distraksiyon
bolgelerindeki iyilesmeyi arttirdigini rapor etmislerdir [14]. Chin ve arkadaslari,
insanlarda alveolar distraksiyon uygulamalarinda rhBMP-2yi kullanmislardir [15].
Chin ve Carstens ylz ve kafatasi yariklarinda, yarik boyunca, rhBMP-2'nin kemik

butunligunun saglanmasinda etkili oldugunu bulmusglardir [16].

TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3’Un fare damaginin gelismesi sluresince temporal ve
uzamsal ekspresyonu ayrintili bir sekilde incelenmistir. Bu deneysel galismalarda,
damak kenarlarinin  uzamasi ve birlesmesi dénemlerinde TGF-B’larin
duzenleyiciler gibi etki ettikleri dne surulmustar. TGF-B3’Un ekspresyonu, ikincil
damak birlesmesinden hemen 6nce (farede embriyolojik olarak 13,5. gtin) medial
kenar epitelinde lokalize olmustur [17, 18]. TGF-B3 geni kapatimis fare
olusturulmasi ile TGF-B3 geni eksik fare yavrulari, dogumdan sonraki 24 saat
icinde oOlmuslerdir [19]. Belirgin bir zitlikta, TGF-B1 geni kapatimis farelerde
damak yarigi olusmamistir [20,21]. Dusuk siklik oranlarinda (23%) damak yarigi
gozlenen TGF-B2 geni kapatiimis farelerde fazladan birgok diger anomaliler de
ortaya c¢ikmistir [22]. Buna ek olarak, TGF-B3’'Un damak kenarlarinin
birlesmesinde vazgecilmez bir rol oynadigina dair duastince, normal TGF-B3
aktivitesinin, antisens oligonukleotid veya ndtralize edilmis antikor yoluyla
engellenmesini takiben in vitro olarak damak olusumu sirasinda birlesme

bozuklugunun olugsmasiyla dogrulanmistir [23].



Damak vyargr dogustan oldugu icin, tedavide kullanilacak mevcut damagi
kapatmak igin otogreft alinacak bodlge ¢ogu durumlarda yetersizdir. Dolayisiyla
oldukga sik karsilasilan bu sorunun giderilmesi icin alternatif yontemler gerekir.
Kemik doku muhendisligi bunlardan biri olarak degerlendiriimektedir. Klasik kemik
doku muhendisligi uygulamalarinda; aktif kemik hucreleri (osteoblastlar) izole
edilir, bu primer hucreler in vitro hicre kultirlerinde ¢ogaltilir, vucuttaki
ekstraselltler kemik matriksini taklit etmesi beklenen makrogdzenekli, gézenekleri
genis ve birbiriyle bagintih olan (agik gdézenek yapisinda) biyobozunur doku
iskelelerine yuklenir. Bu hibrid yapilar doku onarimi igin defektli bdlgeye
yerlestirilir. Bazi durumlarda doku iskeleleri icinde (biyoreaktorlerde, vb.) kemik
hicrelerinin Gg¢ boyutlu dagilip-blylmesi hatta 6n kemik dokusunun olusturulmasi
saglanir ve bu biyohibrid yapilar onarimda kullanilir [24]. Son yillarda, primer
kemik hucreleri yerine 0zellikle mezenkimal kok hucrelerin kullaniimasi yoninde
bir egdilim vardir [25]. Ancak hem primer hem de (6zellikle) kok hicrelerin
kullaniminda c¢ok siki dizenlemeler vardir (6zellikle gelismis Ulkelerde), ve tim
hicre tedavi yoOntemlerinde benzer olarak bunlarn kullanan Granlerin
ticarilestiriimesi oldukga zor gorulmektedir. Bu kisitlamalar yeni bir yaklagimi
gundeme getirmigtir. Bu yaklasimda doku iskelelerinin osteojenik potansiyeli olan
ajanlar ile (6rnegin buyume faktorleri) yiklenmesi ve bu modifiye doku iskelelerinin

biyomateryal olarak defekt onariminda kullaniimasi éngorilmektedir [14, 26]

Sunulan tez kapsaminda, damak yariklarinin onariminda kullaniimak Gzere farkh
rejimlerde iki farkli bUyume faktdorl salan biyobozunur doku iskelelerinin
geligtirimesi ve yaratilacak hayvan modellerinde (damak yarikli siganlar) bu
materyallerin kullanilabilirliginin arastirlmasi amaclanmistir. Calisma kapsaminda
doku iskelesi Uretiminde kullanilacak biyobozunur polimerler ve bunlardan doku
iskelesi  olusturma igin  uygulanacak yontemler, grubumuzun &nceki
deneyimlerinden yararlanilarak laktat/e-kaprolaktonhomo/kopolimerlerinden doku
iskeleleri hazirlanmasi ve yapi karakterizasyonunda kullaniimistir. Osteoinduktif
etkisi olan TGF-B3 ylUklenmis jelatin filmlerin ve osteokondaktif etkisi olan BMP-2
yuklenmis jelatin filmlerin poli laktat/e-kaprolakton homo/kopolimerlerinden
hazirlanan go6zenekli biyobozunur doku iskelerine yerlestiriimesi ile bu yeni
modifiye materyallerin hazirlanmasi/uygulanmasi ve etkinliginin arastiriimasi

hedeflenmigtir. Hayvan modellerinde uygulanan bu doku iskelelerinin kemik doku
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rejenerasyon kabiliyetleri histolojik, radyolojik, biyokimyasal ve gen ifade dizeyi

calismalariyla incelenmisgtir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Damak Yariklan

Dudak, damak veya alveol kemik defektleri en yaygin olarak karsilasilan konjenital
kraniofasiyal anomaliler arasindadir ve tedavileri igin, birbirine goére avantaj ve
dezavantajlari olan bir¢gok cerrahi yontem tanimlanmistir [1, 2]. Damak yariklarinin
gunumuzdeki tedavi yontemleri; genel olarak yakinindaki yumusak dokunun
hasarli bolgeye cevrilmesi ve ikincil olarak yarik hattindaki defektli sert dokunun
kanselloz kemik grefti (kalca-ilyak-kemiginden alinan) ile doldurulmasi seklinde
Ozetlenebilen iyi tanimlanmis cerrahi yontemlerdir. Yumusak damaktaki anormal
yerlesimli kaslarin onarimi veya birlestirilmesi islemi (palatoplasti) ile de damagin
fonksiyonel/anatomik butinliglt saglanir. Bu islem sonucunda hastanin
beslenmesi ve konusmasi dogal seyrine girmektedir. Bu tedavinin gocugun
konusmaya basladigi 18. aydan 6nce yapilmis olmasi dinyaca kabul edilmis
tedavi zamanlamasidir. Ozellikle komplet damak yariklarinda, yumusak damak
defektlerine ek olarak alveolar kemik defektleri de eklenmektedir. Bu kemik
defektleri greftler ile onarilmaz kendi haline birakilirsa sag-sol alveolar
segmentlerin dizilimi bozulmakta gogu zaman kollabe olmaktadir [3, 4]. Buna bagh
olarak maksilla (orta yuz bolgesini olugturan kemik) gelisimi ve butunlugu
bozuldugundan orta yuz hipoplazisi, beraberinde de “Class 3" agiz kapanis
bozuklugu olusmaktadir [5]. Alveolar defektli bu hastalarda adizdan alinan gida ve
sivilarin burundan geri gelmesi sikca kargilasilan bir diger tatsiz durumdur.
Alveolar kemik defektlerinin onarilmasi i¢in iliyak kemikten alinan kansell6z kemik
otogreftlerinin kullaniimasi ¢ogu cerrahin tercih ettigi bir tekniktir. Bdylece ayni
seansta hem kemik hem de yumusak doku defekti onarilmis olmaktadir [6,7]. Eger
alveolar segmentler bu cerrahi islem sirasinda —dizilimi bozuk- ise énce ortodontik
tedavi ile dizilim sorunu c¢o6zilmek zorundadir. Alveolar kemik defektinin tedavi
edilmesinin bir diger zorunlulugu da buradan ¢ikacak olan lateral kesici ve kanin
disleri icin kemik matriksin gerekliligidir. Aksi durumda g¢ikmayan ya da anormal
yonelimli anormal diglerin gelisimi kaciniimazdir. iliyak kemik greftleri su sirali
islemler sonucu alinir; hasta yatar pozisyondayken iliyak kemigin anterio-stiperior
kenarina ciltten yapilan insizyon ile ulasilir. Cevre yumusak doku, kas ve sinirler

korunur/uzaklastirihr. Dikdortgen bir kemik kenar kapak gibi kaldirilir. Alttaki iki



korteksli iliyak kemik kanadinin ortasindaki kansell6z kemikten kuret yardimi ile
kanselloz kemik grefti alinir, pesinden greft alici yataga yerlestirilir. Bu greftler sivi
gecirmez sekilde yumusak doku ile 6zenle kapatilip dikilir. Kanama kontrolunden
sonra ayni sira ile donor alan kapatilir, kaldirilan dikdortgen kemik kapak yerine
iade edilir. Tahmin edilecegi gibi agri, hematom, duyu siniri yaralanmasi, skar
olusumu ve enfeksiyon gibi olasi komplikasyonlar mevcuttur. Bu otogreftler canli
osteoblastlari kemik elemanlarini ve mezengimal hicreleri de igeren Ug¢ boyutlu
canli dokular oldugundan osteoinduksiyon ve osteokonduksiyon potansiyeline
sahiptirler. Ote yandan bebek hastada ve siganlarda da donér alan sorunu ve
yetersizligi ayni Ol¢lidedir. Tanimlanmis birgok palatogingivoplasti teknikleri
mevcuttur. Hangi teknigin kullanilacadi dogal olarak hastadaki defekte, defekt
blayUkliglne ve eslik eden anomalilere baghdir. Bir diger faktér de cerrahin hakim
oldugu ya da deneyimli oldugu; bir bagska deyisle en iyi bildigi teknik olmasina
baghdir. Halen kullaniimakta olan en yaygin palatoplasti yontemleri; 1-Von
Langenbeck teknigi, 2-Milard teknigi, 3-Veau-Wardill-Kilner pushback teknigi, 4-
Furlow double-reversing Z-plasti teknigi, 5-intravelar veloplasti, uvuler vyer
degistirme teknikleri sayilabilir [8]. Ameliyat sonrasi flep ayrilmasi, fistll olusumu
gibi 6nemli komplikasyonlar gozlenmektedir. Yarik genisligi fistil olusumunda
onemli etkendir, birincil damak veya daha fazla ikincil damakla ilgili yariklar daha
yuksek fistll oranlarina sahiptirler. Uzun dénem palatoplasti komplikasyonlari
olarak, velofaringeal vyetersizlik ve/veya orta yuz vyetersizligi ile kapanis
bozukluklari  sayilabilir. ~ Uygulanan  yontem ve cerrahin  deneyimi,

komplikasyonlarin sikligini ve derecesini 6nemli oranda etkiler [27].

Hastanin uygun bir verici (dondér) bdlgesinden alinan otogreftlerin damak
yariklarinda oldukga basaril bir sekilde kullanildiklarini sdylemek mumkuandur [11].
Greftin basarili olmasinda hem greftteki hem de yaridi cgevreleyen alveolar
kemikteki osteojenik faktorlerin, ekstraselliler kemik matriks proteinlerinin,
mezensimal hucrelerin, cesitli bliyime faktorlerinin etkili oldugu soéylenebilir.
Bunlarin yarattigi osteoinduktif ve osteokonduktif etki ile hem otogreftin cevre
kemige entegrasyonunu hem de yeni kemik dokusunun olugsumunun gerceklestigi
ifade edilmektedir. Sekil 2.1’de primer ve sekonder kemik gelisimi ve bu suregte

etkili olan genler gosterilmektedir.



Bmp2
Shh

TefB3
Thx22

Msx/
Thx22
Bmp4
Bmp2
Lhx®

- Thx22

Tg/p3
« Irft
Pvrll

Sekil 2.1 Primer ve sekonder damak gelisimi ve etkin olan genler, A. Damak
olusumunun baslangici (E: G6z, NS: Nazal septum, MP: Maksiller prosses, P:
Palatal ¢ikintilar, T: Dil) B. Maksiller hiicre hareketleri (NC: Nazal bosluk, OC: Oral
bosluk) C. Primer ve sekonder damak olusumunun tamamlanmasi (Ph: Filtrum,
UL: Ust dudak, PP: Primer damak, SP: Sekonder damak; U: Uvula) [155]

En sik greft alinan bolge olan iliyak kanata ait morbiditelerle sik olarak
kargilastiriimaktadir. Major komplikasyonlar %38,6,mindr komplikasyonlar ise

%20,6 olarak rapor edilmistir.



2.2 Greftler

Gunumizde iskelet sistemindeki kemik deformitelerinin rekonstriksiyonunu
gerektiren travma, kemik enfeksiyonlari, konjenital anomaliler, kas iskelet sistemi
tumor cerrahileri, revizyonartroplasti cerrahiler ve spinal cerrahiler sirasinda
olusan kemik defektlerini tedavi etmek amaciyla sentetik veya dogal kaynakl
bircok farkli malzeme kullaniimaktadir. Greft uygulamalarinda transplante edilen

materyaller immunolojik orjinlerine gére su sekilde siniflandiriimaktadir [28].

Kemik grefti olarak otogreftler ve allogreftler kullanilir. Kemik yerine gecebilecek
maddeler arasinda ise seramikler (dogal ve sentetik), demineralize kemik matriksi,
BMP (kemik morfojenik protein), otolog kemik iligi, buyime faktorleri ve kompozit

greftler tercih edilebilir.

2.2.1 Otolog Kemik Greftleri (Otogrefler)

Otogrefler ayni canlidan alinan dokulardir. ilk kez Branemark ve arkadaslar
tarafindan ortaya atilmistir [29]. iskelet sisteminde olusan deformitelerin
tedavisinde kullanilan bu otolog kemik greftlerinin kansell6z, damarli (vaskuilarize)
olmayan kortikal, damarli kortikal ve kemik iligi seklinde kullanimlari mevcuttur.
Otogreftlerin osteojenik, osteokonduktif ve osteoinduktif 6zellikleri farkhilik gosterir
[30].

2.2.1.1 Otolog Kanselloz Kemik Greftleri

Spinal fluizyon, kemik kayiplarinin doldurulmasi ve kirik tedavisinde en sik
kullanilan greftler, otolog kansell6z kemik greftleridir. Otojen kansell6z kemik
naklinde bu greftin icinde osteojenik kemik ve kemik iligi huicreleri, osteokonduktif
kollajen ve mineral matriksi, matriks proteinleri ve osteoinduktif matriks

proteinlerininde hasarl bolgeye nakli gergeklesir.

Burwell 1960'Il yillarda yaptigi ¢alismalarda, otogreft yerlestirilen bdlgede olusan
yeni kemik dokusunda primitif osteojenik htcrelerin osteoblastlara dontstiginu

gOstermistir [31].



2.2.1.2 Kortikal Kemik Otoqreftleri

Kortikal kemik greftlerinin biyouyumluluklari, otojen kansell6z kemik greftlerine
gore daha az basar gosterirler. Kortikal kemigin porozitesinin az olmasi greftin
damarlanmasini negatif yonde etkiler. Kortikal kemigin icerdigi osteoblastik
progenitor hiicre sayisli, trabekiler kemige gore daha azdir. Kortikal kemikteki
hiicreler, oksijen diftizyonu ve besin aktariminin az olmasi nedeniyle naklediimeye
daha az direnclidir. Kortikal kemik grefleri dayanikh olmayan buylk kemik

kayiplarinin doldurulmasinda avantaj saglar [32].

2.2.1.3 Kansell6z Kemik Otoqgreftleri

Damarli olmayan otogreftlerde gorilen rezorbsiyon, osteokondiksiyon ve
remodelasyon gelismemesi sebebiyle damarli olmayan otogreftlere goére ilk
haftalarda daha dayaniklidirlar. Bu greftler, yapisal butinltklerini kaybetmeden
inkorpore olur ve nakledildikleri alanin mekanik 6zellikleri ve Wolf kanunlari

dogrultusunda hipertrofiye olurlar.

2.2.1.4 Kemik iligi

Kemik iliginin greft olarak kullaniminda osteojenik 6zelliginden faydalanilir. Sahip
olduklari canh hucrelere osteoblastlara dontisme egilimi gdsterirler. Bu grubun tek

dezavantaji mekanik olarak bir destek saglayamamalaridir.

2.2.2 Allojen Kemik Greftleri (Allogrefler)

Ayni canl turinden alinan fakat aliciyla hicbir genetik benzerlik tasimayan
greftlerdir.  Allogreflerin  immunolojik yanitlari sebebiyle yaygin olmayan
kullanimlari 1. Dinya savas! siransinda artmigtir. Dondurulmus kurutulmus veya
dondurulmus formlari mevcuttur. Poroz yapiya sahiptirler. Bu yapilarinda
progenitor hicreleri ve endotelyal hiicreleri barindirirlar. Matrikslerinde bulyime
faktorlerini ve az miktardada kemik morfojenik proteinleri igerirler. Allojen kemik
hazirlanmasi ve sterilizasyonu sirasinda yapilan islemler, kemigin immunojenik
etkilerini azaltirken, osteoinduktivite, osteokonduktivite ve mekanik 6zellikleri
Uzerinde de etkilidir [30].



2.2.3 Ksenojenik Kemik Greftleri (Xenogrefler)

Alcidan farkh tirde bir vericiden elde edilen greftlerdir. Diger greft cesitleriyle
kiyaslandiginda bu materyallerin erken dénem klinik uygulamalari normal iyilesme
surecini yavaglatmaktadir. Bu sinifta dana kemigi en yaygin olarak kullanilan greft
kaynagidir. Hazirlanma asamasinda kullanilan organik ¢6zuciler greftin

immunojenitesinin gcogunu kaybetmesine sebep olur [28].

2.2.4 izojen Kemik Greftleri

Tek yumurta ikizlerinden transplante edilen dokulara verilen isimdir [30].

2.3 Kemik Dokusu

Kemik, insan vucudunda biyomekanik ve mekanik oOzellikleri sayesinde yapi
mataryeli olarak is gorur. Buna bagli olarak bazi gorevleri vardir. Bunlari su sekilde
siralamak mimkindur: Iskeleti olusturur, kafatasi ve géglste bulunan beyin,
akciger ve kalp gibi yasamsal organlari korur ve onlara desteklik saglar, genellikle
uzun kemiklerde bulunan kemik iligi kan hicrelerini meydana getirir, iskelet
kaslarinin kemiklere bagh olmalari ve kasilmalari ile vicut hareketlerini sadlar,
vucutta kalsiyum deposu durumundadir [33- 35]. Kemik ayni zamanda kendisini
yapisal olarak tamir edebilen, mineral depolama 6zelligi sayesinde hucre digi sivi

dengesinin korunmasinda rol oynayan bir yapiya sahiptir [36- 39].

Kemik dokusu hucreler arasi en ¢ok sertlesmis olan dokudur. Butun kemikler i¢
yuzeylerde endosteum ve dis yuzeylerde de periosteum adi verilen osteojenik
hiicrelere sahip zarlar ile ortaltdar [40]. Kemigin kimyasal dizeni, vicudumuzda
blylk oranda aynidir. Vicut agirligimizin %30’u organik madde, %45’ inorganik
madde ve %25’i sudan olusmustur [41]. Kemik dokusu, kemik matriksi ve c¢esitli
kemik hicrelerinden (osteoprogenitdr hicreler, osteoblastlar, osteositler,

osteoklastlar olmak Gzere dort tip) meydana gelmistir.

Kemik dokusunun matriks kismi organik matriks ve inorganik matriks olmak tzere
iki kisimda incelenmektedir. Her iki bolimde de kemigin fiziksel ozellikleri
onemlidir [42].

Kemigin organik matriksine osteoid madde denir. Kemik matriksinin organik

kisminin %95 kadarini kollajen tip | lifleri, geri kalan kismini ise sekilsiz zemin
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maddesi olusturmaktadir. Sekilsiz zemin maddesi iginde proteinlere bagli olarak
glikozaminoglikanlar bulunmaktadir. Spesifik bir glikoprotein olan osteomukoid
buna 6rnek olarak verilebilir. Bu proteinler icinde tirozin ve leusin amino asitleri bol,
prolin ve glisin az, hidroksiprolin yoktur. Bag doku kollajeninden farki da budur.
Kemigin organik matriksinden izole edilen iyi bilinen diger iki énemli protein
osteokalsin ve sialoprotein’ dir. Bu iki protein gama-karboksiglutamik asitler igerir
ve bunlar Ca®" iyonlarini baglayarak kemik matriksinin kalsifikasyonunu saglar.
Glikozaminoglikanlardan 6zellikle kondriotin-4-stilfat (kondriotin-A), kondriotin-6-
sulfat (kondriotin-C) ve keratan silfat dominant olarak bulunur [35]. Kemigin
organik yapisini buyuk oranda olusturan kollajen liflerin sentezi mezenkimal orjinli
osteoblastlardan meydana gelir. Osteoblastlar bir sure sonra, kendi olusturduklari
kemik matriksi tarafindan sarilarak osteosit adini alirlar. Bu hicreler, artik devamli
kemik olusturma yeteneklerini kaybetmislerdir. Kemikte bulunan diger buyuk tip
hiicreler, cok c¢ekirdekli osteoklastlardir. Bu hucreler, kemigin surekli sekil
degistirme (remodelling) isleminin bir pargcasi olan, kemik rezorpsiyonu ile

ilgilidirler.

Kemigin inorganik matriksi kemik kuru agirhginin %65'i kadardir. inorganik
maddeler iginde kalsiyum ve fosfat tuzlari bliyuk oranda daha sonra bikarbonat ve
sitrat tuzlari gelir. Ayrica magnezyum, potasyum, sodyum gibi elementlerin tuzlari
da bol olarak bulunur. Kalsiyum ve fosfatin bikarbonat ve hidroksiapatit kristalleri
yaygindir ve hidroksiapatit kristalleri Caio (PO4)s (OH) tipik kristaller seklindedir.
igne veya uzun kristaller seklindeki hidroksiapatitler kollajen lifleri yaninda uzanur.
Bu kristallerin etrafi amorf bir madde ile sariimistir. Kristalin ¢evresindeki iyonlar
hidratlar seklindedir. Bdylece kristal etrafinda bir su tabakasi var demektir. Bu
tabaka sayesinde kristal kolayca buytr veya kugultr. Diger bir ifadeyle kristal ile
viicut sivisi arasinda iyon alis verisi kolayca saglanmaktadir. inorganik materyalde
%99 Ca, %50 Mg, %35 Na, %4 K iyonlari bulunur [35,40]. Kemik inorganik fazin,
organik matrikse gore olan orani kemigin cinsine ve yasina baghdir. Mineral
matriks olusumu organik matriks olusumundan kisa bir stre sonra %90 oraninda
gerceklesir. Kalan %10’u dokunun iyonlara gegirgenliginin azalmasi nedeniyle
yavas ¢Okelir. Yaglanmaya bagli olarak mineral matriksin bilesimi degisir; kalsiyum
ve karbonat orani artar, fosfat, magnezyum ve su orani azalir. Fosfat yerine

karbonat tutulmasi nedeniyle Ca/P orani giderek yukselir. Mineral matriksin
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organik matrikse orani ve bilegimi bazi patolojik nedenlere bagl olarak da degisir.
Rasitizm veya osteomalaside mineral matriks orani %35’e iner; kalsiyum orani
duser, magnezyum orani yukselir [41]. Kemik, minerallerin statik bir deposu
degildir. Osteoblastik ve osteoklastik bir aktivite ile kemik bilesiminin sabitligi,
dinamik bir denge halinde surdarulir. Kemigin bu surekli yeniden sentezlenmesi
ve rezorpsiyonu hayat boyunca devam eder. Kemigin buylimesi kesildikten sonra
da uzun stire devam eder. Bu durum kemigin yeniden sekillenmesi (remodelling)
olarak adlandiriir. Normal durumlarda kemik olusumu ve rezorpsiyonu siki bir
sekilde baglantilidir [43].

Kemik dokusunun diger elemanlari osteoprogenitor, osteoblast, osteosit ve
osteoklastlar olmak {zere kemik hicreleridir. ilk (¢ hiicre kemik yapimi ile
gorevlidirler. Bunlar arasinda transformasyon gorulir. Diger bir deyisle bu hlcreler
gerektiginde birbirlerine donusebilirler. Dorduncu tip hlcre ise orijin olarak farkl
olup kemik yikimi ile gorevli olup kemigin gerektiginde yeni seklinin olusmasinda
gorev yaparlar. Osteoklastlar monontkleer fagosit sistem hucrelerindendir [35].

Sekil 2.2°de kemik hicreleri gosteriimektedir.

Osteoprogenitor hucreler genellikle istirahat halindedir veya uyarima ile
osteoblastlara donugerek kemik matriksinin sentezlenmesini saglarlar. Bu hicreler
genellikle normal buyume sirasinda ve erginde kemigin sekil degistirdigi
durumlarda aktiflesirler. Bunlar kemik ylzeyinde 6zellikle periosteumun ic
yluzeyinde, endosteumun altinda ve Volkmann kanallari ile Havers kanallari igin
doseyen endosteumda bulunurlar. Erginde kemigin sekil degistirdigi durumlarda
osteoblastlari  olustururlar.  Osteoprogenitor  htcreler diger dokulardaki
farkhlasmamis mezensim hicrelere karsilik olan hucreler olup ikiye bélunir ve
cogalirlar. Bolunip c¢ogalirken osteoblast ve osteoklastlara doéntsurler. Bu
hdcrelerin yag hacresi, fibroblast ve kemik iligindeki kan yapici hulcrelere
donusebildigi de gosterilmigtir [44]. Fakat bu hicreler kemik hicrelerini olugturmak
uzere farkllagmamig hicrelerdir. Osteoprogenitor hiicreler istiharat halinde yassi,
sitoplazmalari asidofilik bazen bazofiliktir. Cekirdekleri yassi ve oval sekillidir.
Granulli endoplazmik retikulumlari, serbest ribozomlari ve kuguk golgileri
bulunmaktadir. Osteoprogenitor hucrelerin farkllasma durumlar tam kesinlik

kazanmamakla birlikte mezensim hucrelerinden farklilagsmiglardir.
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Osteoblaslar matriksi sentezledikleri i¢cin kemik yapimi huacreleridir. Matriksin
kollajen tipl liflerini ve glikozaminoglikan kismini sentezler. Diger bir ifadeyle kemik
dokusunun organik kismini sentezlerler. Yeni sentezlenmis bu organik kisimda
heniz mineral birikimi olugsmadigi icin sertlesmemistir. Hucrelerin  hemen
etrafindaki bu kisma osteoid denir. Osteoblastlar ayni zamanda matriksin
kireclesmesi (kalsifikasyonu) ile ilgilidir. Kireclenme olayi osteoblastlarin ¢api 50-
250 nm kadar olan zarli kiguk kesecikler halinde salgilanmaya basglamasi ile
baglar. Bu kesecikler alkalen fosfataz enzimi bakimindan zengindir. Osteoblaslar
IStk mikroskobunda kemik olusumu yerlerinde tek siral olarak yer alan kubik veya
poligonal sekilli hucreler olmalariyla kolayca taninirlar. Sentezledikleri matriksin
minerallesmesi henidz olmadidi igin eosinle koyu boyanirlar. Osteoblastlarin
sitoplazmalari tim organeller bakimindan gelismistir. Sitoplazmada alkalen
fosfataz bakimindan zengin grandller bulunmaktadir. Bu hicreler elektron
mikroskobunda incelendigi zaman hdcreler arasi siki baglanti bdlgeleri oldugu
goérulur. Bu bagdlantilar matriksin minerallestigi durumlarda hucreler arasi iligkiyi
saglamak icin hazirlik durumudur. Osteoblastlar osteojenik 0Ozelliktedir. Kemik

dokusunun yuzeyindeki bosluklari doser [41,35].

Osteositler kemigin olgun hicre tipleridir. Dokuda matriksle sariimis
durumdadirlar. Osteoblastlarin transformasyonu ile meydana gelmis hicrelerdir.
Kemik dokusu yapisinin korunmasi ile gorevlidirler. Isik mikroskopunda yildiz gibi
uzantilari olan ve halkasal olarak siralanmis olarak goértunarler. Minerallesmis
matriks arasinda ince kanalciklarla birbirleriyle badlantilar (anastomoslar)
yapmislardir. Osteositlerde osteoblastlar gibi matriksin kollajen tip | liflerini ve
glikozaminoglikanlarini sentezler. Bazi arastiricilara gore osteositik osteolizis ile
de kemik doku erimesi yapilmakta olup kalsiyum iyonlari plazmaya verilmektedir.

Osteositlerin 6lumunun ardindan matriks rezorpsiyonu olugur [38, 44, 35].

Osteoklastlar buylk ve c¢ok cekirdekli hucrelerdir. Bunlarin gorevi kemik yikimi
yaparak kemik dokuda yeni bosluklar meydana getirmektedir. Genellikle ylzeyde
yer alan bu hucrelerin agmis olduklari bosluklara Howship lakunleri veya erime
bdlgeleri denir. Eosinifilik htcreler olan osteoklastlar asit fosfatazin kuvvetli
resksiyon gostermelerinden dolayi ¢ok sayida lizozomlara sahip oldugu anlasilir.

Bu hicrelerin bazi kenarlarinda mikrovillus gibi ¢ok sayida sitoplazmik zar
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katlanmalari vardir. Diga dogru zar katlanmalari seklinde olan bu yapilari ile zar
yuzeyini oldukga genisletmistir. Zar katlanmalari diplerinde ¢ok sayida pinositik
kesecikler vardir. Lizozomal kesecikler icinde matrikse ait olan karakteristik
hidroksiapatit kristallerine de rastlamak muamukundir. Osteoklastlar kemik
dokundaki makrofajlardir. Orijinleri monositlerdir. Kollajenaz enzimi salgilayarak
matriksin organik kismini eritirler. Inorganik kismini ise fagositozla hiicre igine
alirlar. Bu olay dekalsifikasyon suresince meydana gelir. Osteoklastlar
osteoblastlarla birlikte mekanik streslere bagli olarak kemigin sekillenmesine,
plastik etkinligini en iyi sekilde yapabilmesine olanak saglarlar. Kemikte
depolanmig kalsiyumun devinimini saglar. Osteoklastlarin sayi ve etkinlikleri
hormonal denetim altinda olup paratiroid ve tiroksin hormonlari etkisinde artar,

kalsitonin ve dstrojen hormonlari etkisinde azalir [42, 35].

h\ TR | o
WA

\ Osteosit \‘/

Iqtramembranoz kemik

- )
- - " A

Sekil 2.2 Kemik hucreleri

2.3.1 Kemik iyilegmesi

Herhangi bir zorlama ile kemigin anatomik butunliginin bozulmasi durumuna
kirik denir. Organizmada meydana gelen fizyolojik reaksiyonlar, batinligu bozulan
kemigin yapisal 6zelliklerini tekrar kazanmasini hedefler. Kemik, diger dokular gibi
skar dokusu olusturmaz ve kendini yeniden yapilandirarak iyilesir. Yumusak
dokudan farkli olarak, kemikte osteoblast ve osteoklastlarin aktiviteleri ile

Ozellesmis kalsifiye kemik dokusu rol oynar. Kirik iyilesmesi, defektin meydana
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geldigi an baslar ve kirik uglari birlesinceye kadar suregelir. Bugline kadar tam

olarak aydinlatilamamis iki sekilde incelenir:
1-Primer Kirik iyilesmesi
2-Sekonder Kirik lyilesmesi

2.3.1.1 Primer Kirik lyilesmesi

Genellikle sungerimsi kemikte goralur. Dis kallus olusumu gbézlenmeden, sadece
i¢ kallus olusumuyla seyreden temas iyilesmesi seklindedir. Kallus radyolojik
olarak gézlenemez. Osteoklastlar kirik uglarindaki nekrozu, rezorbe eder. ilerleyen
evrede osteoblastlar yeni kemik yapisini meydana getirirler. Kikirdak olusum

surecide gbzlenemez.

2.3.1.2 Sekonder Kirik lyilesmesi

Indirek kemik iyilesmesi veya periosteal - endosteal kallus ile non-osteonal
iyilesme olarak da isimlendirilebilir. Sekonder kemik iyilesmesini 3 evrede
izleyebilmek muimkundir. Bunlar; inflamatuar dénemi, tamir doénemi ve
remodelizasyon donemidir [45]. Sekil 2.3'te kemik iyilesmesi donemleri

gOsterilmisgtir.

INFLAMATUVAR TAMIR REMODEL IZASYON
DONEM DONEMI DONEMI

FAZIN

GELISIMI

~10%-~ 10% >

40%
ZAMAN

Sekil 2.3 Kirik iyilesmesi dénemleri [46].

inflamatuar (Hematom, Yangi) Donem (1-4 giin):

Doku travmalarinda oldugu gibi, kiriklarda da dokunun ilk cevabi “inflamasyon”

yani “yangi”dir. Bu donem ilk 3—4 gunlik sireyi kapsar. Bu evrede hematom ve
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hdcre olumu enflamasyonu baglatir. Kirigin etrafina toplanan kan ve lenf sivisina
kirlk hematomu denir. Hematom uyguladigi basingla kirik uglarini bir arada tutar.
Kirikk hematomu ortaminda bulunan trombositler ve ortamdaki diger hucreler
epidermal biyume faktorti (EGF), fibroblast biylume faktori (FGF), trombositten
uretiimis blyume faktort (PDGF), donusturci buyume faktoru-beta (TGF-(),
kemikten taretilmis buyame faktora (BDGF), interlokin—1 (IL-1) gibi proteinleri
ortama salarlar [47]. Bu proteinlerin periosteal hiicre gogalmasi, doku onarimi ve

matriks sentezi gibi gorevleri vardir.

Onarim (Reperasyon) Donemi (2- 40 giin ):

Bu evrede nekrotik dokulari rezorbe edilir ve fibroblastlarin bélgeye gé¢ etmesiyle
onarim evresi baglar. Onarim déneminde goérev alan hicreler mezansimal kdkenli,
¢ok yonlu gelisim glcune sahip olan (pluripotent) hucrelerdir. Osteoklastlar olu
kemik dokusunu kaldirirken osteoblastlara farklilagsma kemige yakin bolgelerde ilk
olarak gozlemlenir. Kirik uglarina yakin bolgelerde dis kallus olusumu meydana
gelir. Bu evre fibroz kallus dénemi olarak adlandirilir. Osteoblastlar kallus iginde
kemigin olugabilecedi matriks ortamini sentezlerler. Fibroz kallus donemini kirirdak

yapiminin ortama hékim olmasiyla kikirdak kallus donemi izler.

Mineralizasyon(kalsifikasyon) evresinde ALP kalsiyumu c¢okturar [48, 49].
Osteoklastlarin geri emilimle bosaltti§i alanlar osteoblastlar tarafindan sarilarak

kemik olusumu baslatilir. Bu evreden sonra sert kallus olusumu baslar.

Kemidgin Yeniden Sekillenme (Remodeling) Donemi:

Bu evre en uzun evredir. Osteoklastik faaliyetle rezorbsiyon devam ederken,
osteoblastlar yeni kemik olusumunu saglamaktadir. Bir dnceki evrede kalsifiye
olan kirkirdak osteoid dokuyla yer degisir. Kallus endokondral kemik olugum
yoluyla 6rgii kemik ile yer degistirir. Orgli kemik agir agir rezorbe olur ve lameller

kemik ile yer degistirir. Sekil 2.4’te kemik onarimi asamalarina ait sekil verilmigtir.
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Sekil 2.4 Kemik onarimi

2.3.2 Kemik Belirtecleri

Alkalen Fosfataz (ALP):

Alkalen fosfataz butin hicre tiplerinde bulunabilen hicresel bir proteindir. Bu
nedenle kemige 6zgu degildir. ALP’nin bu farkh tipleri barsak, plasenta, kemik,
karaciger ve bobrekten koken almaktadir. Bu izoenzimler arasindaki fark
yapilarinda bulunan siyalik asitin degisik oranlarda bulunmasidir. ALP substrattaki
fosfat gruplarini kaldiran bir hidrolaz enzimi olarak is gérmektedir. Farkli hicre
tiplerinin proliferasyonunda goérev almaktadir. Birgok calisma ALP’nin hicresel
aktivitenin ve farkllagmanin erken belirleyicisi oldugunu gdOstermistir. Ayni
zamanda protein duzeyinin mekanik gu¢ uygulamalarinda da yukseldigi

gOsterilmistir [50- 60].

ALP’nin izoformlarindan biri olan kemik alkalin fosfatazi (BALP) osteoblastlar
tarafindan Uretilir. Osteoblast membranina yerlesik olan bu protein osteoblast
aktivasyonunun olmasi durumunda dolasima salinir. Bu nedenle kemik

dongusunidn en dnemli belirtecleridir.

2.3.2.1 Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri, DNA'nin Uzerindeki sifreyi protein sentezine gotlrecek

yol olan transkripsiyon basamagini, DNA Uzerindeki belirli bdlgelere baglanarak,
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tek baslarina ya da bagka proteinlerle birlikte kolaylagtiran veya engelleyen
proteinlerdir.

Runt iliskili transkripsiyon faktorii 2 (Runx 2):

Runt iligkili transkripsiyon faktéri 2 (Runx2, (Cbfa 1/PEBP2Aa/AML-3/0sf2))
osteoblast fenotiplenmesindeki en Onemli gen olarak tanimlanir [61]. Birgok
calisma memeli organizmalarin iskelet gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini

gOstermigtir.

Yapilan ilk galismalarda Runx2'nin osteokalsinleri dizenlendigi goérilmustir. Fakat
son donemlerde yapilan arastirmalar genis bir spektrumda ostaoblastlara 6zgu
genleri duzenledigini gostermistir. Runx2 transkripti birgok osteogenik sinyal
yolagini etkileyebilmektedir. Bu yetenedi sayesinde osteokalsin, osteopontin,
kollajen 1, kollajenaz 3 (matriks metaloproteinaz 1), kemik siyaloproteini, alkaline
fosfataz TGFB reseptor 1, RANKL (nUkleer faktdor kapa b ligandi reseptor
aktivatori) gibi genleri direkt uyarabilmektedir (Sekil 2.5) [1,62-66].

MAPK Ubiquitin
Pathway Proteasome

Sekil 2.5 Runx2’nin regulasyonu ve etkiledigi yollar. Up regulator etkiye sahip
olanlar yesille gdsterilirken, inhibitdr etkiye sahip olanlar kirmizi ile gosterilmistir.

2.3.2.2 Matriks Proteinleri

Kemigin organik matriksine osteoid madde adi verilir. Osteoid madde erigkinlerde
kemik agirhginin % 25%ini, hacim olarak da % 38"ini olusturur. Organik maddelerin
%95"i kollajen, proteoglikanlar ve glikoproteinlerden olugsmaktadir.
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Kemik Siyaloproteini (BSP):

Yapisinda yUksek oranda siyalik asit igeren, kemigin non-kollajen matriksinde
bulunan glikopeptit yapisinda 70-80 kDa agirligindaki yapi elemanidir. Esnek
yapisi nedeniyle hidrofobik kollajen baglanma boélgeleri iceren birka¢ yapisal
bdlgesi vardir. Osteoblastlar ve osteoklastlar tarafindan sentezlenir. Kemik
formasyonunu saglayan osteoblastlar tarafindan BSP geninin ifadelenmesi
hormonlar ve sitokinler tarafindan arttirilir. BSP kemik formasyonunda, mineralize
olmus dokularin ekstraselliler matrikslerinin organizasyonunda ve matriks

adezyonuda buyuk role sahiptir.

Kollajen 1 (COL1):

Tip | kollajen, kollajenin 6ncul formudur. Hlcre ylzeyindeki sitokinlerle diger
ekstrasellller matriks proteinleri arasindaki baglantilari bicimlendirirler. Deri, dis,
kornea, damarlar ve tendonlar gibi birgok hicre tipinde tayin edildigi igin kemige
0zgl olarak kabul edilmez. Bu protein hiicre adezyonunda, proliferasyonunda ve
osteoblastlarin  fenotiplerinin  farkhlagsmasinda gérev alir. Kollajen [I'in
ifadelenmesinin mekanik gl¢ uygulamalarindan 2 glin sonra arttigini gosteren
calismalar vardir [67, 68]. Bu nedenle osteoblastik farklilagsmada erken belirte¢
olarak gorev aldigi gdézlemlenmigtir. Osteoblastlarin tip | kollajen sentezinde amino
(-N) ve karboksi (-C) propeptidleri ekstraselliler endopeptidaziar tarafindan
kopariimaktadir. Serum tip | kollajen karboksiterminal propeptid (PICP) ve amino-
terminal propeptid (PINP) dizeyleri, kemikte osteoblastlar ve bag dokusundaki
fibroblastlarda sentezlenen yeni kollajen sentezindeki degisiklikleri gosterir [69-
70].

Osteokalsin [OC (Kemik gla Proteini)]:

Kemik gla proteini olarak da bilinen osteokalsin kemige 6zgu nadir proteinleden
biridir [71]. 48 aminoasitten olusur ve 5.8 kDa agirhgindadir. Hidroksiapatit
baglama yetenegindedir. OC’nin baslica 6zelliklerinden biri vitamin-K bagiml,
gamma karboksiglutamik asit (Gla) kisimlarinin kalsiyum baglamasidir. Kemigin
non-kollajen kisminin bir elamanidir. Osteoblastlar, odontoblastlar ve hipertrofik
kondrositler tarafindan dretilirler [72- 73]. Osteoblast progenitdr hicrelerin

farkllagsmasinda, kemigin bicimlenme asamasinda matriks sentezi ve
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mineralizasyonunda bulyuk rol oynarlar [74]. Bu gen birgok hucre igi faktor ve cesitli
reseptor baglanma bdlgeleri sayesinde de farkli hormonlar tarafindan diazenlenir
[61]. Genin yUksek duizeylerde ifadelenmesi Runx2 proteini tarafindan dutzenlenir.

OC’nin regulasyonu Sekil 2.6’da gosterilmisgtir.

Osteocalcin Geni @

Sekil 2.6 OC’nin regulasyonu. Up regulator etkiye sahip olanlar yesille
gosterilirken, inhibitdr etkiye sahip olanlar kirmizi ile, baglanan partner proteinler
sarl ile gosterilmigtir.

Yapilan c¢alismalar, OC’nin kemik formasyonu sirasinda sentezlendigini
gOsterirken, resorpsiyon asamasinda yikildigini géstermistir. Bu sebeple OC’nin
kemik matriks metabolizmasinimi yoksa kemik dongusunin mu belirleyicisi oldugu

tam olarak acik degildir [74].

Osteonektin (SPARC):

SPARC (Osteonektin, BM-40) 32kD agirhiginda, asidik ve sisteince zengin
glikoprotein yapisinda kalsiyum baglayan bir matriks proteinidir. Bu proteinler
ECM’in yapisal elemanlari olarak is gérmekten c¢ok hulcre-matriks iletisimini
saglarlar [75]. Ekstraselliler matrikse destek saglayan hidroksiapatite ve
katyonlara yuksek ilgisi vardir [76]. SPARC kemik formasyonu ve resorbsiyonu
arasinda bir denge sagdlar. Sekil 2.7°de yeni kemik olusumu stresince rol oynayan

molekuler dizenleyiciler gosterilmistir.
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Sekil 2.7 Kemik olusumunun molekiler duzenleyicileri [77].
2.4 Doku Mihendisligi

Langer ve Vacanti doku muhendisligini doku fonksiyonunu yenileyen, devam
ettiren veya geligtiren biyolojik maddelerin geligtiriimesi igin muhendislik ve yasam
bilimlerinin prensiplerini uygulayan disiplinler arasi bir arastirma sahasi olarak
tanimlamistir [78]. Doku muhendisligi, 6zgin hucrelerin biyopsi yoluyla hastadan
alinarak, kontrolll kultr ortamlarinda, biyomimetik 6zellik gosteren iskelet yapilar
(skafold) Uzerinde Uretilmesi ve elde edilen bu yapinin hastadaki hasarli bélgeye

yerlestirilerek yeni doku olusumunun gergeklestiriimesi fikrine dayanmaktadir [79].

Hucrelerin modern tipta; hastalik, onarim ve rejenerasyonda dokular igin terapotik
ajanlar olarak kullanimi en zor ve karmasik konulardan biridir. Doku muhendisligi,
zarar gormus doku ya da organlarin tedavisi igin yeni terapotik stratejilerin
geligtiriimesi i¢in buylk potansiyeli olan ¢ok farkh disiplinleri bir araya getiren yeni
bir yaklagim olarak 6ne cikmaktadir [80]. ilk basta kaza sonucu yaralanmalar
olmak Uzere, kanser gibi hastaliklarin ya da dogum sonrasi anomalilerinin cerrahi
islemlerle kaybedilen organ ya da dokularin organ veya doku nakliyle tedavi
edilmesi oldukga sik kullanilan bir yontemdir. Cerrahi bir operasyonla alinan
dokularin hastadaki yarali bolgeye nakli basarili sonuglar veren bir tedavi yontemi
olsa da her dokunun nakli mumkin degildir. Ayrica operasyonda enfeksiyon
riskinin yuksek olmasi bu yontemi sinirlandirmaktadir. Bu yOntemde
kullanilabilecek alternatif doku kaynaklari diger insanlardan alinan dokular
(allogreft) olabildigi gibi bazi hayvanlardan alinan dokular (ksenogreft) ya da
organlar da olabilmektedir. Fakat bu kaynaklarin kullaniminda implantasyon
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sonrasi meydana gelebilecek immunolojik etkilerin ve dondr organ bulunmasinin

zorlugu sorun tegkil etmektedir [81].

1990’li yillarda doku muhendisliginde buyuk gelismeler olmus ve su ana kadar
aktif arastirma kapsamindan ¢ikarilan bir doku ya da organ olmamistir. Bununla
birlikte eklem hasarlarinin tamiri igin aralarinda deri ve kikirdagin oldugu yalnizca
birka¢ Urun klinik denemelere alinmistir. 1933 yilinda Bisceglie’'nin, bir polimer
membran igerisine yerlestirdigi fare timodr hucrelerini, tavuk embriyolarinin
abdominal bosluguna yerlegtirmesi ve sonrasinda bu hucrelerin yasamaya devam
ettigini gostermesi doku muhendisliginin ilk 6rnekleri arasinda verilebilir [82]. Son
yillarda, muhendislik ve yasam bilimlerinde kullanilan ydntemleri bir araya
getirerek uygulayan doku muhendisligi yaklasimi, doku yenilenmesi icin yapay
sistemlerin olusturularak yeni ve etkili tedavi yontemlerinin geligtiriimesi umudunu

aciga cikarmis ve ¢ok sayida bilim adaminin ilgisini cekmigtir [83].

Klasik doku muhendisligi yaklagiminda organlarin ya da dokularin basarili bir
sekilde rejenerasyonunda uU¢ temel 0ge bulunmaktadir. Bunlardan ilki doku
olusumunu saglayan hucrelerdir. Bu hlicreler doku olusumu suresince etraflarinda
depolanan hucre digi matrikste bulunurlar. Dokunun yapisi ve fonksiyonunun
devamliligi igin hicre disi matriks 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle doku
muhendisliginde hiucre digi matriksi taklit eden yapilar meydana getirmek temel
hedeflerden biridir. iste bu nedenle doku miihendisligi yaklasimindaki ikinci dnemli
faktor hacre digi matriksi taklit ederek, hucrelere yapisal destek saglayarak,
hicrelerin yapigmasini ve uremesini saglayacak doku iskelesidir [84]. Bu yapinin
gozenekli, biyouyumlu, bozunabilir 6zellikte olmasi gerekir. Boylece hicrelerin
gbcu ve ice dogru buyumeleri icin destekleyici zemin saglanir [85]. Doku
muhendisligi yaklasiminda son onemli 6ge biyosinyal molekulleridir. Biyosinyal
molekdlleri, biyomalzeme-hticre etkilesimleri ve bu etkilesimlerin kontrol edilmesini
saglayan hucre yapisma ve buyume faktorleridir. Bu molekuller implant bdlgesine
cevre hicrelerin gocunu, orada cogalmasini veya faklilagsmasini uyarirlar ve
transplantasyondan ©6nce doku iskelelerine kovalent ya da kovalent olmayan

gucler ile birlesir ve ya immobilize edilebilirler [85].

Doku muhendisligi ¢calismalari birgok farkl konuda yurGtilmektedir. Deri, kemik,

kikirdak, sinir ve kan damarlari bu ¢alismalara ornek olarak verilebilir. Bunlardan
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kemik doku muhendisliginde diger doku muhendisliklerinde de oldugu gibi gelecek
vadeden, doku iskeleleri, hucreler, belirli biyosinyal molekdllerinin kullaniimasiyla

olugturulan ug boyutlu yagayan hucresel yapilarin tasarimidir.

2.5 Kemik Doku Miihendisligi

Kemik defektleri dogumdan gelen anomaliler, travma, konjenital deformasyonlar
ya da konjenital patolojik deformasyonlar gibi ¢esitli nedenlerle olusabilir [86].
Kemik dokusu kendini yenileme yetenegine sahip olsa da, kritik boyutun
uzerindeki hasarlarin tumuyle iyilesebilmesi mimkuin olmamaktadir. Amerika’da
her yil 1,5 milyondan fazla insan kemik cerrahisi operasyonlarina maruz
kalmaktadir [87]. Kemik defektlerinin onarilmasinda uygulanan cerrahi yaklasimlar
ginimuizde biyomalzemelerin  kullaniminida icermektedir. Kemik doku
muahendisligi yardimi ile doku yenilenmesi ile dokunun normal fonksiyonlarini
koruyabilmek mumkuinddr. Bu uygulamalar hasarli bdlgelerin fonksiyonel ve
uygulanabilir alternatiflerinin  kullanimina izin vermektedir. Biyomalzemeler

metaller, polimerler, seramikler and kompozit materyaller olabilir.

Kemik doku mihendisliginde kullanilacak biyomalzemenin osteokonduktif (kemigin
ice buyumesini etkinlestirme), osteoinduktif (kemik olusumunu uyarma)
Ozelliklerinin yaninda hucre filtrasyonuna izin verecek godzenekli bir yapiya sahip
olmasi beklenir. Ayrica, biyouyumlu, biyobozunur, kolay kullanilabilir ve dogal
kemigin mekanik oOzelliklerine benzer bir yapi gostermeli ve ekonomik olmalidir
[88- 89].

2.5.1 Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Bliyiime Faktorleri

Blyume faktorleri embiryonik gelisim sirasinda, doku onariminda rol oynayan
polipeptit yapisindaki kritik sinyal molekulleridir. Hiicrelerdeki metabolik aktiviteler
Uzerinde etkileri sebebiyle, bliylime faktorleri hiicre metabolizmasinin sistemik ve
lokal duzenleyicileridir [90]. Bu sinyal molekulleri hicre bdlinmesini tesvik eden
mitojenler, proliferasyonu uyaran ve farkli fonksiyonlari da olan blytime faktoérleri
ve doku tiplerinin olusumunu saglayan morfojenler olarak siniflandirilabilir [91].
Sinyal molekulleri hedef hilcrelerin yluzey reseptorlerine badlanarak etkilerini

gosterirler. Etki ettikleri preoteinler ve kofaktdrler hicre c¢ekirdegindeki
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transkripsiyon faktorlerini uyararak htcresel aktiviteleri ve hcrelerin fenotiplerini

belirleyecek olan genlerin ifade dizeylerini diizenlerler.

Osteoblastlar ve diger kemik hucreleri birgok farkh blyime faktéri ve sitokin
sentezlesede kemik doku muhendisliginde ¢ogunla insulin-benzeri buyime (IGF),
donusturict buyuame faktorleri (TGF-B), kemik morfojenik proteinleri (BMP),
vaskiler endotelyal biyume faktorleri (VEGF) kullaniimaktadir.

2.5.2 Donusturicu Buyume Faktorleri (TGF-B)

(TGF-B) hemen hemen butin hicre tiplerinden ifade edilen énemli bir polipeptit
olup hicresel olaylarin genis bir arahdini dizenlemektedir. Trombositlerin alfa
granulleri igcinde yogun miktarda bulunur, hasarlanan bolgeye degranilasyonla
salinir. Vucudun butun hucreleri tarafindan ifade edilen edilen bu sitokin parakrin
ve otokrin olarak trombosit, makrofaj, nétrofil, kemik, plasenta, bobrekler,
endometrium ve malign hdcreler tarafindan da Uretilir [92- 94]. Makrofajlar
tarafindan kendi Uretimini otokrin yolla duzenler. Ayrica monositleri uyararak
fibroblast buyime faktori (FGF), platelet kokenli buyime faktori (PDGF), timor
nekroz faktor alfa 2 (TNF-a), insulin benzeri biuyume faktori—1 (IGF-1) gibi
blylme faktorlerinin salinimini saglar [6]. Cogunlukla TGF-B ekstra sellller
matriks birikimini sadlar ve fibrozise neden olur. TGF-f fibroblast kemotaksisini ve
bu hicrelerce kollajen ve fibronektin Gretimini uyarirken, metalloproteinazlarca

hdcre disi matriksin yikimini inhibe eder.

TGF-B; TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 olmak Uzere 3 izoformdan olusur ve bunlar
heteromerik tip | ve tip 1l reseptdr kompleksleri yoluyla sinyal verirler. Ligandin
baglanmasi TGF-BI reseptori ile TGF-BII, serin/treonin kinaz arasinda heteromik
kompleksin olusmasini saglar. TGF-BI, TGF-BIl tarafindan fosforillenerek aktive
edilir. Aktif olan TGF-Bl reseptoru, hicre nukleusuna sinyal tagiyan SMAD
proteinlerini fosforiller ve aktive eder. SMAD ailesine ait proteinler, tip | reseptor
kinazlarin tanimlanmig olan ilk substratlaridir ve reseptor sinyallerinin hicre

cekirdegi icindeki hedef genlere iletiminde merkezi bir rol oynar [95].

Gen ifade duzeyi ve linkaj ¢alismalari TGF-B’nin izoformlarindan biri olan TGF-33
geninin dudak ve/veya damak yariklari arasinda bir iligki oldugunu goéstermistir
[96- 98]. Hayvan modellerinde yapilan galismalar damak gelisimi siresince TGF-
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B3’Un gerekli oldugunu ortaya koymustur. TGF-3’Un hasara ugratildigi fare
calismalari damak yariklari ile sonuglanmigtir [99- 100]. Yapilan son ¢alismalar

TGF-B3’Un damak yariklarinin tedavisinde kullanilabilecedini gostermistir [101].

2.5.3 Kemik Morfogenetik Proteinleri

Kemik morfogenetik proteinleri, buyume faktorleri grubundan transforme edici
blyume faktort-g (TGF-B) superailesinin yapisal ve fonksiyonel Gyeleridir. 1965
yihinda Urist'in mineralize olmayan kemik matiksini sicanlardaki ektopik bolegelere
implante edip kemik formasyonunun arttigini gozlemlemesiyle fark edilmislerdir
[12, 102]. 40 farkh turd tanimlanmistir. Bu turler aminoasit benzerliklerine gore alt
gruplara ayrilmiglardir. Homodimerik yapida yaklagik 30 kD agirligindadirlar.
Birincil yapilari TGF-B ile % 40-50 benzerlik gosterir [103]. BMP’ler ¢cogu organ
sisteminin, ©zellikle hicresel fonksiyonlar yonunden gelisimini saglayan ve
dizenleyen kritik buyume faktorleridir. Bu dizenleyici etkilerini kok hicrelerin,
progenitor hucrelerin ve normal hucrelerin ¢ogalmasini indukleyerek biyolojik
reaksiyonlarin aktivasyonunda gostermektedirler [110]. Embriyogenez sirasinda,
dorsal-ventral desenlendirme, embriyonik vicut plani olusturulmasi [104] , hlcre
apoptozisi [105], sinir hucrelerinin farkhlasmasi [106- 107], organogenez sirasinda
epitelyal-mezenkimal etkilesimleri dizenlemek gibi birgok gdrevleri vardir. Kemik
induksiyonu, onarimi ve bakiminin yani sira, memeli organizmalarin embiryonik
gelisimleri sUresince rol oynadiklarina dair birgok kanit bulunmaktadir [108- 109].
Kemik morfojenik protein kodlanmasindan ve sinyalizasyonundan bu giine kadar

20 kadar genin sorumlu oldugu ortaya ¢ikarilmistir [110].

Kemik morfogenik proteinlerinin kemik formasyonu ve iyilesmesinde en énemli rol
oynayan blUyume faktorleri oldugu gosterilmistir [110- 111]. Yetiskin memelilerde
BMP, osteoblastlar ve osteositler tarafindan sentezlenmekte ve primer olarak
kemik ve dentinde yer almaktadir. BMP’lerin osteojenik aktiviteleri olgun olmayan,
primitif hicreler tUzerinde etkindir. Olgun osteoblastlarin BMP’ye yanit vermedigi
tesbit edilmigtir [112]. In-vitro kosullarda yapilan ¢alismalar mezenkimal hucrelere
uygulanan BMP’in matriks Uretiminde, alkalen fosfataz dizeyinde ve tip | kollajen
sentezinde artisa neden oldugunu goOstermistir [113- 114]. Bunun yaninda
mezenkimal hulcrelerin sayisinda artis meydana gelmemektedir [115- 116]. Bu
sonu¢ BMP’ler mitojen olarak is gérmeyip morfogen olarak galistigini géstermigtir.
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Kemik iyilesmesinde BMP’ler pluripotent kok hacrelerinin  osteoblastik
donusumunde rol alirlar. Bu sayede farkllasmamis mezenkimal hicreler
osteojenik donosumlerine basalayip yeni meydana gelen kemigin ekstraselller
matriksinin sentezi ve kalsifikasyonunda is gorurler [117]. Ayrica bu stokinler
matriks sentezini arttirirken, ALP ve COL1 sentezini indiklemektedir. BMP-2,
BMP-4 ve BMP-7'nin en etkin osteoinduktif ozelliklere sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu proteinler arasinda kemik morfogenetik protein-2’'nin osteoinduktif

Ozelligi en fazla olan protein oldugu gértulmuagstir [118- 119].

Son zamanlarda bu sitokinlerle ilgili birgok c¢alisma yapilmistir ve gunumuzde
rekombinant BMP’ler doku muhendisligi drtinlerinde kemik ve doku yenilenmesini

saglamasi amaciyla yaygin kullanim alanina sahiptir.

Yapilan c¢alismalarda kullanilan tasiyicilarin BMP’leri ilk 24 saatte saldigi
gosterilmigitir. Fakat polimer yapidaki tasiyicilarin kullanimiyla BMP’lerin kontroll

saliminin gerceklegtirilebilecegi ortaya konmustur [120- 123].

Uygulanan malzemelerde BMP’nin 10 ng/ml ile 1 mg/ml arasindaki degerleri
kullaniimistir [124]. Kemik dokusunun dogal ortaminda 1 ug/g BMP bulundugu ve
osteojenik farklilagmayi indiklemek icin gereken dozun 300 ng/ml degerlerinde
seyrettigi géz onunde bulundurulursa pek c¢ok uygulamada kullanilan dozun

fizyolojik ortamdaki BMP dozundan ¢ok daha fazla oldugu goraltr [125].

2.6 Dogal polimerler

Biyobozunurluk ve biyouyumluluk 6zelliklerinden dolay! doku iskelesi olarak dogal
polimerlerin kullanimi avantajlidir. Jelatin, kollajen, kitosan, fibrin, aljinat, vb
polimerlerin dogal olmalarindan kaynaklanan avantajlari yaninda yuk tasima
uygulamalarinda dusuk mekanik gu¢ gostermeleri dezavantaj olarak sayilabilir. Bu
dezavantajin Ustesinden gelebilmek icin dogal polimer yapisindaki malzemeler
uygun kimyasallarla ¢apraz baglanip [126] ya da hidroksiapatit gibi seramiklerle
kompozit yapilar olugturulabilir [127].

Kollajen, osteoblast kemik hucrelerinden dogal olarak salgilanan temel organik
bilesiktir. Kollajenin temel yapisi, U¢lu sarmal olusturan U¢ polipeptit zincirinden

olusmaktadir. Kollajenin vicutta en ¢ok bulunan htcre digi matriks elemani olmasi
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sebebiyle kemik doku muhendisliginde doku iskelesi materyali olarak sik
kullaniimaktadir [126, 128, 129]. Kollajen tip-l, kemik dokusunda yaygin olarak
eksprese olurken, kollajen tip-1l kikirdak ekstraseliler matriksinde yaygin sekilde
bulunmaktadir. Bazi kollajen tipleri salgilanan kollajenazlarla bozunabilmektedir.
Kollajen, domuz derisi ve inek derisi gibi ksenojenik kaynaklardan izole edilip
saflagtirilabilir ve membran filmler, sungerler, iplikler ve asidik hidrojellere
donustardlebilir [130]. Kollajenin distik mekanik 6zelliklerinin Gstesinden genellikle
capraz baglama ile gelinmektedir [126]. Capraz baglama yapilsa dahi, tim kollajen
skafoldlarin mekanik 6zellikleri kisithdir. Kollajen temelli skafoldlar deneysel ve
klinik ihtiyaglara gore modifiye edilebilir. Skafold tretiminde belli kolojen tiplerinin

kullaniimasiyla hiicresel farklilagsma saglanabilir [131].

Genellikle kitosan, deniz kabuklularinda ve fungal hicre duvarlarinda bulunan
deasetillenmis  bir  kitin  cesitidir.  Kitosan insan enzimleri tarafindan
parcalanabildiginden doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimaktadir [132].
Kitosan, yapisal olarak dogal glikozaminoglikanlara benzemektedir ve glukozamin
ve N-asetil-D-glukozamin B (1-4) seklinde badli bir kopolimerdir. Lineer bir
polisakkarit olan kitosan pozitif yukli olup biyobozunur olmasi, biyouyumlulugunun
yuksek ve isleme kolayhdindan dolayr doku muhendisliginde yayin olarak
kullanilmaktadir. Kitosan c¢ozulerek cesitli metodlarla jel sekline getirilip
kullanilabilir  [133]. Ayrica kitosanin deasetilasyon derecesi degistirilerek
fizikokimyasal ve biyolojik yapisi degistirilebilmektedir [134]. Bu 0Ozellikleri ile

kitosan kemik doku muhendisliginde kullanigli hale gelmektedir [131].

Doku muhendisliginde kullanilan dogal polimerler arasinda bulunan fibrin
polipeptid yapisinda olup vicutta yara iyilesmesinde 6nemli bir role sahiptir. Kan
damarlarinda bir hasar meydana geldiginde pihtilasma mekanizmasi fibrinojen
molekullerinin  kendiliginden toplanmasiyla olugmaktadir. Fibrin olusan kan
pihtilarinda ya da kan plazmasinda bulunan fibrinojenin ticari olarak islenmesi ile
elde edilebilmektedir [135].

Diger bir dogal polimer olan aljinat, B-D-mannuronik asit ve (1-4) bagh a-L-
glukuronik asitin polimerlesmesi ile olusan lineer bir polisakkarittir. Doku
iskelelerinin olusumunda Ca*? gibi ¢cok degerlikli katyonlarin varliginda c¢apraz
baglanabilir [136].
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Doku muhendisliginde dikis ipi olarak vyillardir bir dogal polimer olan ipek
kullanilmaktadir. ipek bocekleri ve 6riimcekler tarafindan fiber formda (retilen
fiboroz yapida bir proteindir. ipek yiiksek diizeyde mekanik giice sahiptir ki bu
nedenle kemik doku muhendisliginde doku iskelesi olarak kullaniimasi potansiyeli
olusturmaktadir. Ayrica ipegin yuzey karakterini, kimyasal immobilizasyon veya
arjinin-glisin-aspartat (RGD) gibi peptitlerin fiziksel adsorbsiyonu ile modifiye
etmek mamkundur [137, 138].

Doku muhendisliginde kullanilan bir diger polimer de lineer ve viskoelastik yapida
yuksek molekuler agirliga sahip olan ve tum bag doku yapilarinda bulunan
hiyaluronik asittir. Hlcre disi matriksin temel bileseni olmakla beraber hicrenin
ylzeyindeki proteinlere 6zgun olarak baglanabilirler. Doku muhendisliginde umut
vadeden bir doku iskelesi potansiyelinin olmasinda bu o6zelliklerinin yani sira
farkhlasma, yara iyilesmesi ve enflamasyonda rol almasida etkili olmaktadir [130,
139].

Mikroorganizmalar tarafindan Uretilen poliester yapisinda biyopolimer olan
polihidroksialkanoatlar (PHAs) doku miuihendisligi uygulamalari igin uygun
yapilardir [140]. Bu polimerler is1 yoluyla iglenebilirler ve biyobozunurdurlar.
PHA'lar arasinda yer alan poli(3-hidroksibutirat) kemik dokusuna adaptasyonu ve

in vitro kemik olusumunu destekledidi icin ilgi cekmistir [141, 142].

2.6.1 Jelatin

Jelatinin ana kaynagi domuz derisi, sigir derisi ve balik kemigi ve balik derisidir.
Bu yapilardan jelatinin ekstraksiyonu asit, alkali, enzimatik ve sicaklik/basing
olmak Uzere dort islemde yapilmaktadir [143- 144]. Vicutta en yaygin deri, tendon
ve kemik gibi bag dokularda bulunan kollajenin kimyasal, fiziksel veya isisal
denaturasyonuyla elde edilir [145- 146]. Hayvan esash kollajen asit hidrolizi
sonucu Tip A jelatini ve alkali hidrolizi sonucu Tip B jelatini olusturur. Jelatinin
kollajenden 2 farkli yolla izolasyonu Sekil 2.8’de verilmigtir. Jelatinin fiziksel
Ozellikleri renksiz ya da mat sari renkli olabildigi gibi seffaf yaprak, serit, toz ya da
grandl halde de bulunabilmektedir [147- 148]. Jelatinin en 6nemli karakteristik
Ozelliklerinden biri sulu ¢ozeltilerinin 35-40°C’ den daha asagidaki sicakliklarda
jellesme 6zelligi gostermesidir. Clinkl sicak suda ¢ozunup sogjudukga jel formuna
donusmektedir. Ayrica soguk su iginde siser ve yumusar, agiriginin 5-10 misli
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suyu emip sisme Ozelligi tasir. Bu oOzelliklerinin yaninda proteolitik enzimler,
bakteriler, koruyucular, elektrolitler, anyonik ve katyonik polimerlerle etkilesmez
[147- 149]. Jelatin; alkol, eter ve kloroformda ¢6ziinmez. Ayrica asiri asidik ortam

(pH=2 ) ve yine asir alkali ortam ile (pH >10) gecimsizdir.
COOH CONH2
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Sekil 2.8 Kollajenden 2 farkli yolla jelatin saflastiriimasi

Kollajenle karsilastirildiginda ¢ok daha ucuz olmasi ve derisik ¢ozeltilerinin kolay
elde edilmesi gibi nedeniyle biyomalzeme olarak kullanimi oldukga yaygindir.
Ayrica c¢Ozeltilerinde kullanilan miktarlarinin ve c¢apraz baglanma miktarlarinin
degistiriimesiyle bu malzemeye istenen biyobozunurluk seviyesi rahatlikla
kazandirilabilmektedir. Ticari olarak birgok farkl fizikokimyasal yapida olan jelatin
formlari bulunabilmektedir. Farmasotik ve medikal alanda olduk¢a yaygin
kullanima sahiplerdir. Klinik uygulamalar jelatinin biyoguvenligini kanitlamistir
[150].

Biyomedikal alanda yaygin olarak kati dozaj sekillerinde (pastil, supozituar, sert-
yumusak kapsdul, tablet), kontrolli salimda (mikrokapsul, mikrokire, tablet vb)
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jelatin  kullanimi olduk¢a yaygindir [151- 153]. Gida, farmasottik ve fotograf
endustrileri, jelatinin baslica kullanildigi alanlardir [145, 143, 154].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 TGFB-3 ve BMP-2 Yuklu Jelatin Filmlerin Sentezlenmesi

Calismada dncelikle jelatin % 3 (w/v) oraninda damitik suda sicaklik yardimiyla
(38°C) c¢ozulmuastir [135]. Daha sonra literatir bilgisi 1s1§inda biyolojik
aktivasyonlari icin gerekli olan miktarlarda “Donusturiucu Buyume Faktora -B3”
(TGF-B3) (20 ng) ve “Kemik Morfogenetik Protein 2" (BMP-2) (200 ng) ayri filmler
sentezlenmek suretiyle bu ¢ozeltiye eklenmistir [156, 157]. Cozelti diktdrtgen sekilli

kaliplara dokulerek 1 gun sure ile kurumaya birakilmigtir.

Elde edilen filmleri ¢apraz baglamak icin en uygun yontem olan gluteraldehit
buhari yontemi secilmistir. Bu ydnteme gore; filmler, icerisinde % 25'lik
gluteraldehit igceren petri kabi bulunan vakum etivinde 24 saat boyunca
bekletilerek gluteraldehit buhari ile etkilestiriimistir [157]. Reaksiyona girmeyen
gluteraldehitin uzaklastiriimasi i¢cin % 0,15’lik glisin ¢Ozeltisi etanol/su (80/20 v/v)
karigsimi igerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltide filmler 4 saat slreyle
bekletildikten sonra etanol ile yikanmigtir. Bu sekilde, yapilan iglemler sirasinda
suda c¢ozlinebilen biyume faktorlerinin kaybinin en aza indirgenip verimin en

yuksek oldugu bir ydntem uygulanmigtir.

3.2 Poli(L-laktat)/Poli(e-kaprolakton) Polimerlerin Sentezlenmesi ve Polimerik

Blendlerin / Doku iskelerinin Hazirlanmasi

3.2.1 Poli(L-laktat)/Poli(e-kaprolakton) Polimerlerin Sentezlenmesi

Calismanin polimer sentezi basamaginda Halil Murat Aydin’in Hacettepe
Universitesi Biyomuhendislik Anabilim Dalinda optimize ettigi kosullar altinda
sirasiyla L-laktat (LLA) (Purac, Hollanda) dimeri, e-kaprolakton (¢ -CL) (Aldrich,
Almanya) monomeri ve kalay oktoat (SnOc) (Sigma, ABD) ise katalizor olarak
kullaniimistir. Ayni kosullar altinda laktat dimeri ve € -kaprolakton monomerinin
yigin polimerizasyonu yontemi ile ayri ayri polimerizasyonu gercgeklestirilmistir.
Kullanilan LLA dimeri susuz toluen igerisinde ¢o6zulmis ve yeniden
kristallendirilerek saflastirilip kullaniimistir. e-kaprolakton monomeri, kullanilan tim
¢cOzuculer ve katalizor higbir islem uygulanmadan kullaniimigtir. Polimerizasyonlar
icin monomer/katalizor orani agirlikga 1000 olarak secilmigtir. Polimerizasyon

reaktori olarak cam balon kullaniimigtir. Polimerizasyon bu reaktorde vakum
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altinda, etlvde gercgeklestiriimigtir. Sekil 3.1 ve 3.2’de sirasiyla PLLA ve PCL

polimerizasyon reaksiyonlari gorilmektedir [131].
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Sekil 3.1 Isi ve katalizér varhiginda poli(L-laktat) polimerizasyon reaksiyonu

d ﬁ
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\J

Sekil 3.2 Isi ve katalizér varliginda poli(e-kaprolakton) polimerizasyon reaksiyonu

Y

n

Polimerizasyon basamaginda izlenen yol soyledir: Segilen LLA veya e-CL ve
monomer-katalizor oranina gore miktarlari hesaplanan katalizor polimerizasyon
reaktoriine konur. Katalizor susuz toluende c¢o6zilerek eklenir. Daha sonra oda
sicakliginda toluenin tamami vakum varliginda uzaklastirilir, reaktore bir sire azot
verilir ve agzi kapatilarak polimerizasyon sicakligina getirilmis etive alinir ve
reaksiyon baglatilir. Katalizorin homojen bir sekilde karismasini saglamak
amaciyla ilk bir-iki saat reaktdr calkalanir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
reaktor etivden gikarilarak oda sicakliginda sogutulur. Balonun agzi agilir, polimer
susuz kloroformda ¢ézlllir ve soguk metanolde c¢okturulir. Elde edilen polimer
vakum altinda etlivde kurutulur, 4°C’de muhafaza edilir. Polimerizasyon sicakligi
PLLA ve PCL polimerleri i¢cin 120°C’dir. PLLA icin polimerizasyon suresi 30 saat
secilirken, PCL igin 4 saat segilmistir [131].

3.2.2 Polimerik Blendlerin Hazirlanmasi

Bozunma davranigini ve mekanik ozellikleri daha iyi sekilde kontrol edebilmek ve

amaca uygun en iyi PLLA/PCL karisiminin belirlenmesi igin, yukarida anlatilan
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sekilde sentezlenen iki farkh molekul agirhidgina sahip iki polimer kullanilarak
blendler hazirlanmistir. Blend igerisinde bulunan dusik molekul agirligina sahip
PCL’nin disuk molekul agirligindan dolayr dnce bozunmasi ve in vivo olarak hiicre
proliferasyonu icin daha fazla yer sunmasi, yapiya esneklik kazandirilmasi
dusundlurken, gorece olarak daha yuksek molekul agirhgindaki PLLA fraksiyonu
oldukca yuksek gozeneklilige (yaklasik %90) sahip skafoldlarin yapisal
butunlGgunun korunmasi igin yapiya dahil edilmigtir. Blendler basit¢e, elde edilen
polimerlerin daha 6nceden belirlenmis adirliklarda ayri ayri tekrar kloroform
icerisinde ¢ozunmesi (% 15 a/h) ve mekanik karistirma altinda, bu polimer
¢Ozeltilerinin oldukga etkin bir sekilde birbirleriyle karistirlmasi, son olarak da
soguk bir coOktirme ortaminda (metanol) c¢oktlrallp, kurutulmalar ile elde
edilmigtir. 3 farkh PLLA/PCL blend orani kullaniimigtir: %25 PLLA + %75 PCL
(Blend A), %50 PLLA + %50 PCL (Blend B) ve son olarak %75 PLLA + %25 PCL
(Blend C). Farkh 3 blend orani kullanilarak hazirlanan doku iskeleleri ile yapilan 6
aylik in vitro bozunma deneyi ve mekanik testlerin sonunda %50 PLLA + %50 PCL
blendi daha sonraki galismalar i¢in gerek mekanik ozellikleri, gerekse bozunma

davranisi agisindan uygun bulunmustur [131].

3.2.3 Poli(L-laktat)/Poli(e-kaprolakton) Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

PLLA ve PCL polimerik blendi kloroform igerisinde ¢ozulmus (12 a/h) ve 250-355
Mm partikil boyuna sahip NaCl kristalleri ¢ozeltiye eklenmistir. Karisim 8 mm
capindaki bir kaliba yerlestirilmistir. CozUcu ugurulduktan sonra tuz partikalleri
iceren polimerik doku iskelesi kaliptan c¢ikartiimistir. Bir sonraki adimda tuz
partiktlleri 4 glin boyunca damitik su igerisinde ekstrakte edilmistir. Doku iskeleleri
25 °C’de vakum altinda etlivde kurutulmuslardir. Doku iskelelerinin gézenekleri
arasindaki baglantilarin arttirilmasi igin suUperkritik karbondioksit muamelesi
yapilmistir. Bu basamak ayni zamanda katalizor fazlaliklari, reaksiyona girmemis
monomerler ve buna ek olarak in vitro ya da in vivo c¢alismalarda
uzaklastirimamalari halinde hicreleri Oldurebilen ve/veya toksik olabilecek
reaktiflerin uzaklastirilmasi igin de kullanilmaktadir. Bu ¢alisma superkritik karbon
dioksit cihazi kullanilarak yapilmistir. Secilen parametreler su sekildedir: Basing:
2000 psi, Sicaklik: 35 °C ve muamele suresi: 10 dakika [131].

33



3.3 TGFB-3 ve BMP-2 Yiiklii Jelatin Filmlerin Doku iskelelerine Yiiklenmesi

Damak yarigi modeline uygun acgik gozenek yapisinda, birbiriyle baglantili genis
g6zenekli biyobozunur doku iskeleleri (7x4x3 mm) hazirlanmistir. Bu bdlimde
amag, doku iskelesinin bozunmasi sirasinda blyume faktérlerinin sirali olarak
salinmasidir. Bunun igin sekil 3.3'de gosterilen modelde doku iskelelerinin
lateralinde Uger yarik acilmigtir ve buyume faktoru iceren jelatin filmlerin
hazirlanan doku iskelesi modeline uygun olabilmeleri igin filmler farkli boylarda
kesilip yerlestiriimislerdir. TGF-B3 iceren jelatin filmler 5mmx3mm boyutlarinda
kesilip doku iskelesinde kenarlara yakin, BMP-2 iceren jelatin filmler ise
3mmx1mm boyutlarinda kesilip merkeze yerlestiriimigtir. Burada, yuzeye yakin
olan jelatin filmlerden TGF-B3’Un erken salinmasi bunu takiben de merkezde

bulunan jelatin filmden BMP-2’nin salinmasi amaclanmistir.

Sekil 3.3 Deney hayvanlarinda cerrahi iglem ile yaratilan alveol defektlerine
implante edilen jelatin film iceren 6rnek doku iskelesinin optik fotografi

3.4 TGFB-3 ve BMP-2 Yiiklii Jelatin Filmleri iceren Doku iskelelerinin Damak
Yarigt Onarim Malzemesi Olarak Biuyume Faktorleriyle ve / veya Yalniz
Basina incelenmesi (In Vivo)

Bolim 3.2 deki protokole goére hazirlanan skafoldlar in vivo olarak Wistar
sicanlarina yerlestirmis ve 1. ve 4. aylarda denekler sakrifiye edilerek alveolar
numuneler gikartiimistir. Deney sonrasinda istatistik yontemler kullanilarak histoloji

calismalari yapilimigtir.

3.4.1 Skafoldlarin hazirlanmasi ve sterilizasyon
Hazirlanan skafoldlar, olusturulacak alveolar defektlere oturacak sekilde (7x4x3

mm) kalinhdinda kesilmistir. Wistar siganlarina (n=96) implante edilmeden 6nce
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gamma sterilizasyonu igin uygun torbalara yerlestiriimis 20 kGray gama iginina

maruz birakilarak sterilize edilmistir.

3.4.2 Hayvan Deneyleri

Calismanin bu asamasinda agirliklari 350g ila 500g arasinda degisen erkek
wistar-albino sigcanlar kullaniimigtir. Denekler 12 saat gece ve 12 saat gunduz
ortaminda ad libitum olarak Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda beslenmiglerdir. Deney hayvanlarinin kullanilmasi igin gereken
etik kurul izni Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’'ndan alinmisgtir.
23/02/2010 tarihli, 2010/7 no’lu izni ile gergeklestirilmigtir.

Sicanlarin anestezisi intraperitoneal ketamin/ksilazin enjeksiyonu ile saglanmigtir.
Denekler anestezi altinda supin pozisyona getirilerek agizlari retraktor yardimi ile
aclimig, povoidon ile lokal temizlik yapilmis, molar dis ve ondeki kesici dis arasi bir
cm’lik bolge mukozasi bisturi ile tam kat kesilmistir. Daha sonra dentoalveolar
periost kaldirimis ve alveolar kemige ulagilmistir. ince uglu bir matkap ile alveolar
kemik (nazal kemige kadar) kesilerek 7x4x3 mm boyutlarinda kemik defekti
olusturulmustur (Sekil 4.2). Hemostazi takiben her gruba 6zgl islemler
gerceklestiriimis en sonunda insizyon eriyen 5/0 ipek ile tekli suturler seklinde

kapatilmigtir. TUm gruplarda bu cerrahi igslem standart olarak gergeklestirilmistir.

islem yapilan gruplardan kontrol grubunda (n=7) mekanik olarak defekt
olusturulduktan sonra herhangi bir islem uygulanmamistir. Otogreft grubunda
(n=7) aynm sicanlarin iliyak kemiginden alinan kemik greftleri defekte
yerlestirilirken, deney grubuna hazirlanmig doku iskeleleri, defekti tam dolduracak
sekilde yerlestiriimistir. Paralel yurGtllecek calismalarda 2 farkli denek grubuna
sirasiyla “skafold/bos jelatin” ve bunlarin “blylume faktorleri yiklenmis jelatin film”
formlari implante edilmistir. Deney bitiminde denekler sakrifiye edilmistir. Bu
sakrifiye isleminden dnce (genel anestezi altinda) deneklerden kan alinmistir. Her
bir gruptan n=7’ser denek histolojik ve morfolojik ¢alismalar icin 1 aylik ve 4 aylik
surelerde go6zlemlenmistir. Siganlar sakrifiye edildikten sonra, damak yariginin
oldugu kisimdan alinan érnekler %2’lik paraformaldehit iginde sabitlenmisgtir.

Gen ifade diuzeyi galismalan icin yukarida acgiklanan her gruptan 5’er denek

kullanilmigtir ve belirtilen mekanik defektler deneklere ayni sekilde uygulanmis,
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deneklerden 7. gunde defekt bolgesinden biyopsi alinmistir. 21. gunde ise
denekler sakrifiye edilmistir. Ornekler sivi azatta dondurulup, -80 C'de muhafaza

edilmistir.

GRUPLAR:

Grupl = Kontrol (Defekt) Grubu

Grup 2 = Otogreft grubu

Grup 3 = Skafold / bos jelatin grubu

Grup 4 = Skafold/yalniz BMP-2 yiklenmis jelatin film grubu
Grup 5 = Skafold/TGFB3 / BMP-2 yiklenmis jelatin film grubu

Histolojik ve morfolojik ¢alismalar icin her grupta, 1.ay 7 denek, 4. ay 7 denek

incelenmigtir.

Gen ifade duzeylerini arastirmak igin her grupta 7. glin 5 denek, 21. giin 5 denek

incelenmisgtir.

3.5 Gen ifade Diizeyi Calismalari

Kullanilan doku isklelerinin kemik iyilesmesi Uzerine etkilerini incelemek amaciyla
deneklere yerlestiriimis olan skafoldun oldugu alandan 7 ve 21. gunde alinan doku
drneklerinde, kemik morfogenezi igin belirte¢ olarak kullanilan genlerin ifade
dizeyleri real time RT-PCR yontemi ile arastiriimistir. Bu ¢alismada, kollajen tip |
(COL1a1), akciger/kemik/bdbrek alkalen fosfataz (ALPL), kemik gamma-
karboksiglutamat (gla) protein (osteokalsin =Bglap = OC), osteonektin (SPARC),
kemik siyaloproteini (BSP), runt iligkili transkripsiyon faktori (Runx2) ve referans
gen olarak bir housekeeping gen olan (tum canh hucrelerde stabil olarak ifade
edilen) GAPDH'In ifade dizeyi mRNA seviyesinde saptanmistir. Gen ifade

dizeylerinin saptanmasinda kullanilan basamaklar asagida sirasiyla verilmistir.

3.5.1 RNA izolasyonu

Deneklerden elde edilen defektli bolgeye ait dokular, steril serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra RNA izolasyonuna uygun buyukluge getiriimigtir. DNaz ve RNaz
free 1.5 ml'lik ependorf tiplere alinan doku 6rnekleri hizli bir sekilde sivi azot
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icinde dondurularak analizlerin yapilacagi gune kadar - 80°C’de muhafaza
edilmistir. Doku 6rneklerinden Chomczynski ve Sacchi tarafindan tanimlanan,
guanidin isothiocyanate/phenol-kloform metodunun modifikasyonu sonucu olusan
Trizol (invitrogen, USA) kullanilarak Ek-E’de verilen protokol ile toplam RNA'lar
elde edilmistir [165]. (Odabas, 2011) Kontaminasyonun engellemesi amaci ile
izolasyon iglemi guvenlik kabininin iginde gergeklestirilmistir. Elde edilen RNA'larin
derisimi 260nm dalga boyunda nanodrop 2000 (Thermo Scientific, ingiltere)

cihaziyla olgulmustar.

3.5.2 Komplementer DNA (cDNA) sentezi

izole edilen total RNA'larin derisimi ve safliklari spektrofotometrik olarak (260/280
nm) saptandiktan sonra, 1pg/ml total RNA'dan, oligo dTe-1s) primerleri ve cDNA
sentez kiti (Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit- Roche) kullanilarak
cDNA sentezi gergeklestiriimistir. cDNA sentezi icin kullanilan ters transkriptaz-

PCR (RT-PCR) otomatik 1s1 dongusu programi Cizelge 3.5.2.1'de verilmigtir.

Cizelge: 3.5.2.1 cDNA programinda Otomatik Isi Dénguisi Programi

Sicaklik Zaman Doéngu Sayisi
Primer Baglanmasi 37° C 5 dk 1
Ters Transkripsiyon 42° C 60 dk 1
inaktivasyon 70° C 5 dk 1
Sogutma 4° C - 1
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Cizelge: 3.5.2.2 cDNA RT-PCR tepkime karigimi

Derisim Hacim
Steril H20 - RNA miktarina gore
degisken
Reksiyon Tamponu 5x 4ul
dNTP 1mM 2ul
Oligo DT 0.5pg/ul 1ul
RNaz inhibitéril 20u/pl 1
Reverse transkriptaz 200u/l ul
RNA 1ug
Toplam 20ul

3.5.3 Real Time PCR

Gen ifade diizeyi galismalari Real-time PCR yoéntemi ile Light Cycler™ (LC) cihazi
kullanilarak belirlenmistir. Amplifikasyonlar icerisinde, cDNA, mRNA'ya 6zgu
primerler, UPL problar, master karisimi (FastStart Universal Probe Master, Roche)
ve steril su kullanilarak, 20 ul toplam tepkime hacminde gergeklestiriimigtir. PCR
islemi LightCycler® Carousel-Based System (Roche, Isvicre) cihazinda cizelge
3.5.3.1’de verilen basamaklarda gergeklestirlmistir. Secilen genler ile ilgili 6zgin
primer ve UPL prob listesi gizelge 3.5.3.2'de verilmistir. Kullanilan problar Roche

Diagnostic’ ten temin edilmistir. Her deney en az g kez tekrar edilmistir.
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Cizelge 3.5.3.1 Real Time PCR programi

Sicaklik Sure Dongu

Denaturasyon 95°C 10sn 1
95°C 10sn

Amplifikasyon 60°C 30sn 45
72°C 1sn

Sogutma 40°C 10sn 1
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Cizelge 3.5.3.2.Spesifik primer ve UPL prob sekanslari

Hedef 5’ 3’ oligoniikleotid sekansi

Forward: GCACAACATCAAGGACATCG
ALPL Reverse: TCAGTTCTGTTCTTGGGGTACAT

UPL Probe #77 (Roche)

Gen Bank No: NM_013059.1

Forward: CGGCCACGCTACTTTCTTTA

Reverse: CGAACTATCGCCATCTCCAT
BSP UPL Probe #65 (Roche)

Gen Bank No: NM_012656.1

Forward: CATGTTCAGCTTTGTGGACCT
COLlal Reverse: GCAGCTGACTTCAGGGATGT

UPL Probe #92 (Roche)

Gen Bank No: NM_053304.1

Forward: GTGCCAAAAGGGTCATCATCTC

GAPDH Reverse: GGTTCACACCCATCACAAACATG
Probe: (JOE)TTCCGCTGAT GCCCC-(BHQL1)
Forward: ATAGACTCCGGCGCTACCTC
. Reverse: CCAGGGGATCTGGGTAGG
Osteocalcin

UPL Probe #125 (Roche)
Gen Bank No: NM_013414.1

Forward: TGAGACCTGTGACCTAGACAATG
Reverse: CCAGATCCTTGTTGATGTCCT
UPL ProbEe: #65 (Roche)

Gen Bank No: NM_012656.1

Osteonectin

Forward: CCACAGAGCTATTAAAGTGACAGTG
Reverse: AACAAACTAGGTTTAGAGTCATCAAGC
UPL Probe #98 (Roche)

Gen Bank No: NM_053470.1

RUNX-2

Batin hedef genlerin ifade dizeyleri GAPDH housekeping geni referans alinarak
REST 2009 (Relative expression soft ware tool) yazilimi (QIAGEN, Almanya)

kullanilarak hesaplanmistir.

Goreceli gen ifadelerinin  hesaplanmasinda REST programi ve “Pfaffl”

matematiksel yontemi kullanilmistir. Pfaffl esitligi asagida belirtilmistir [160].
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E (hedef) ACt (kontrol- hasta)

E (referans) ACt (kontrol- hasta)

Esitlikteki Ct dederi, tepkime sirasinda olusan flioresans sinyalin esik degeri
gectigi andaki dongu sayisina karsilik gelmektedir. Ct degeri tepkimenin basinda
mevcut olan mRNA (cDNA) miktari ile ters orantilidir. ACt degeri ise kontrol ile
orneklerin Ct degerleri arasindaki farki gostermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR

verimliligi, esitlikte elde edilen R ise oranini gostermektedir [161].

3.6 Histoloji ve Histomorfometri Galigmalari

Kemik ornekleri %10’luk tamponlanmis nétral formalin ¢ozeltisinde tespit edildikten
sonra 1 ve 4 aylik 6rnekler mikrotomografiye gonderildi. Mikrotomografi sonrasi
dokular De Castro ¢ozeltisinde (kloral hidrat, nitrik asit, distile su) kontrolli olarak
dekalsifiye edildi ve sabit vakumlu otomatik bir doku takip cihazi ile izlenerek
parafine gomiildi. Ug-bes mikrometre kalinh§indaki kesitler hematoksilen eozin
(HE) ve Masson trikrom (MT) ile boyandi. MT ile kompakt kemigin kirmizi, osteoid
ve kikirdagin yesil, hicre sitoplazmalarinin eflatun boyandi§i yiksek kontrastli
goruntuler elde edildi. Alveolar defekt alani, bilgisayar ve dijital kamera (Leica DFC
480, Westlar Almanya) baglantii Leica DMR (Westlar Almanya) marka isik
mikroskobunda goruntilendikten sonra defekt alani en kiguk buylutmede saklanip
Qwin plus marka (Leica, Westlar Almanya) géruntd analiz programi ile kantitatif
olarak degerlendirildi. Yeni trabekuler kemik alanli total defekt alanina oranlanarak
elde edilen piksel olgimleri mikrometre kareye donusturuldy; elde edilen oran
yuzde olarak kaydedildi [158, 159].

3.7 Mikro-bilgisayarli tomografi (u-CT) ile Radyomorfometrik Analiz

Denekler 1. ve 4. aylarda karbondioksit narkozu ile sakrifiye edilmistir. Tomogrofik
radyograflar, mikro-bilgisayarli tomografi cihazi (Skyscan 1174, Belgika)
kullanilarak maksiller kesici dislerin labiyal ylzeyinden zigomatik arka kadar olan
bdlgeden elde edilmigtir. Elde edilen radyograflar Gzerinden Nrecon Software
(Skyscan 1174, Belgika) programi ile 21 pm kaliniginda iki boyutlu kesitler
alinmistir. Sekillendirme 6ncesi ve sonrasinda elde edilenb mp formatindaki 2
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boyutlu kesitler 3D-Doctor (v.3.5 Able Software Corp; Lexington, MA) medikal
analiz programina aktariimistir. 3D-Doctor volume render ve surface render gibi
islemler denegin 2 boyutlu kesit gortntulerinde gergek zamanli olarak elde eder.
Vektor tabanli c¢alisan medikal modelleme programidir. Segmentasyon,
kesitlerlerin her biri icin Hounsfield Degerleri'ne gore yapilir. Microct'de her bir
vokselde hesaplanan X-isini zayiflatma degerini standart bir deger ile belirtmek
amaciyla Hounsfield skalasi olarak adlandinlan bir referans sistemi
kullaniimaktadir. Hounsfield skalasinda x-isini atenuasyon degerleri -1000 ve
1000 arasinda 2000 birim icerisinde siniflandiriimistir. Segmentasyon yapilirken
standardizasyon amaci ile referans noktalari belirlenmistir. Boundary islemine tabi
tutulan Kkesitler dekupe edilip, gerekli dizeltmeler yapilmistir. Elde edilen
gorunttlerin 3D surface renderingi kalibrasyonu yapilan kesitler Uzerinde
yapiimistir. STL formatinda kaydedilen goruntiler NURBS (non uniform rotional b
spline) temelli Rhinoceros 3D(Robert McNeel & Associates, Seattle, USA) analiz
programina aktarilmistir. 3 boyutlu goruntilerin uzaysal duzlemde orta hattan
alinan kesitleri ve bu kesitler Gzerinden yapilan analizleri olusturulan bu stl formati

uzerinden yapilmistir.

3.8 Biyokimyasal Galigmalar

Genel anestezi altinda denekler sakrifiye edilmeden once kalplerinden kapali
punksiyonda 5cc kan alinmistir. Antikoagulant olarak EDTA kullanilmistir. Ornekler
1000g’'de 15 dk sureyle santrifuj edilmistir. Santriflj sonunda plazmalari ayirilan
ornekler 6lcumlerin yapilacagi gine kadar -80°C’de saklanmistir. Kemik 6zgu ALP
aktivitesi Rat Bone Alkaline Phosphatase (BALP) ELISA Kit (Cusabio, Cin)
kullanilarak tespit edilmigtir. Optik yogunluklari mikroplate okuyucu (ASYS,

ingiltere) ile dlglimusgtir.

3.9 istatiksel Calismalar

Bagimsiz degiskenler gruplar, bagiml degigkenler histolojik, biyokimyasal ve
radyolojik olcimlerdir. Verilerin normal dagilip dagiimadigr Shapiro-Wilk testiyle
degerlendirildi. Tum veriler parametrik olmayan testlerle (¢coklu karsilastirma igin
Kruskal Wallis, ikili kargilastirma icin posthoc Dunn testi) degerlendirildi. Spearman

korelasyon testiyle biyokimyasal, radyolojik ve histolojik verilerin korelasyonu
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degerlendirildi. Tum veriler ortanca, minimum ve maksimum degerleriyle 6zetlendi.

Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 In-vivo Calismalar

Damak vyariklari igin yeni doku muhendisligi stratejilerinin gelistiriimesi amaciyla
yurutulen tez calismasi kapsaminda damak yarikli hayvan modeli olusturulmustur.

Bu model Wistar-albino si¢anlar Gzerinde uygulanmigtir.

In vivo galismalar Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
H.U.ET-2010/7 dosya nolu karari ile uygulanmistir. Bu model temel olarak
soyledir: Alveolar kemikte 7mm c¢apinda bir hasar olusturulmustur. Bu hasar
bdlgesinin zamana bagli iyilesmesi 4 farkli grupta 4 ay boyunca izlenmistir. Tez
kapsaminda tasarlanan hayvan modeli ve ayrintilari bolim 3.4.2° de detayl olarak
anlatiimistir. Operasyon sonrasi her bir sican dikkatlice incelenmis, rutin
aktivitelerinde ve hareket kabiliyetlerinde farkliik goézlenmemistir. Bu gruplar

kisaca,
i) Kontrol (Defekt) Grubu
i) Otogreft grubu
iii) Skafold/bos jelatin grubu
iv) Skafold/yalniz BMP-2 yuklenmis jelatin film grubu
v) Skafold/ TGFB3/BMP-2 yuklenmis jelatin film grubu

Calismalar hakkinda genel prosedir onceki boélumlerde verilmistir. Hasar

bdlgesinde uygulanan cerrahi operasyon goruntuleri Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1 A)Sigan damaginin adiz i¢cinden goérinimu B)Siganlarda olusturulan
alveolar kemik defektinin yandan goruntusu

4.2 Gen ifade Diizeyi caligmalari

Hayvan modellerinden elde edilen o6rneklerde TGF-3 ve BMP-2’nin kemik
olusumuna etkisi histolojik, radyolojik, biyokimyasal ve molekiler dizeyde
arastinimistir. Molekuler dizeyde yapilan arastirmalarda kemik gelisimi ve ECM
yapisi icin onemli olan temel genler secilmigtir. Bunlar temel olarak Kollajen Tip |
(COL1a1), akciger/kemik/bobrek alkalen fosfataz (ALPL), kemik gamma-
karboksiglutamat (gla) protein (osteokalsin) (Bglap) (OC), osteonektin (SPARC),
kemik Siyaloproteini (BSP), runt iligkili transkripsiyon faktori (Runx2), ve kontrol
amaci ile bir housekeeping gen olan (tum canli hicrelerde ifade olan) GAPDH
olarak ifade edilebilir.

Erken donem gen ifadele dizeyi calismalarinda ornekler 7. ve 21. gunlerde
incelenmigtir. Sonugclar kontrol grubu, otogreft grubu, doku iskelesi bos jelatin
grubu, doku iskelesi yalniz BMP-2 igceren jelatin film grubu, doku iskelesi TGF(-3
ve BMP-2 iceren jelatin film grubu olmak uzere, kendi aralarinda ilgili genlere gore
zamansal ve ifadelenme dizeylerine gore incelenmis ve analiz edilmisleridir. Elde

edilen sonuglar nicel olarak degerlendirilmigtir.

4.2.1. Gen ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

Gen ifadelenmesinin Pfaffl matematiksel yontemi ile hesaplanabilmesi icin gerekli
olan her bir genin ve referans gen GAPDH’In mRNA dizeyinde ifade duzeyini
nicel olarak gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrileri elde

edilmistir.

45



4.2.2 Gen ifade Diizeylerinin Karsilagtirmasi

Real Time PCR’da primerlerin ilgili gen dizileri ile baglanmasi bu genin ortamdaki
derisimi ile dogru orantiidir. Boylece bir gene ait mMRNA ortamda ne kadar fazla
bulunursa eslesmeyle dogru orantili seyreden amplifikasyonlar isimanin o kadar
erken gergceklesmesine neden olur [101]. Bu bilgiler isi1ginda gen ifade duzeylerinin
zamansal ve grupsal incelenmesi ile ilgili ortaya ¢ikan grafikler Sekil 4.2; 4.3; 4.4;
4.5; 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmigtir. ifade dizeylerinin kargilagtirmali analizi
QIAGEN-REST-2009 (Relative Expression Software Tool) programinda
gerceklestiriimistir. Bu yazihm 2 genin ifade duzeylerinin karsilastirilmasina izin
vermektedir. Gen ifade dizeylerine ait grafikler 2’li karsilastirmalar sonucunda
elde edilmistir. Gen ifade duzeyleri ile ilgili gizelgeler ve istatistik degerleri Ek 3’te

verilmigtir.

RUNX2 ifade diizeyi
{(RUNX2 mRNA/GAPDH mRNA}

1
m
*
*
I *
0+ —_—————

7.Gan 21. Gun
M Kontrol W Otogreft M Skafold/Bogsjelatin @ BMP-2 & TGF-Beta3/BMP-2

Sekil 4.2 Farkli bayime faktorleri iceren doku iskelelerinin Runx2 geninin ifade
diizeyine etkisi.. Hedef genlerin ifade dizeyleri GAPDH mRNA ifade duzeyi temel
alinarak normalize edilmistir. *; p<0.05.
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ALP ifade diizeyi
{ALP mRNA/GAPDH mRNA}

=
- (=2 =] [=}
. 1

N

7.Gun 21. Gin
& Kontrol i Otogreft M skafold/ Bosjelatin HEBMP-2 M TGF-Beta3/BMP-2

Sekil 4.3 Farkli bliyume faktorleri iceren doku iskelelerinin ALP geninin ifade
diizeyine etkisi Hedef genlerin ifade dizeyleri GAPDH mRNA ifade duzeyi temel

alinarak normalize edilmistir. *; p<0.05.

Col | ifade diizeyi

/GAPDH mRNA)

{COLI mRNA
N

[y
I

=
I

w

7.Gin 21. Gan
H Kontrol M Otogreft M Bos Skafold/Jelatin @ BMP-2 & TGF-Beta3/BMP-2

Sekil 4.4 Farkh buyime faktorleri igeren doku iskelelerinin COL1a1 geninin ifade
dizeyine etkisi. Hedef genlerin ifade dizeyleri GAPDH mRNA ifade diuzeyi temel

alinarak normalize edilmistir. *; p<0.05.
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BSPifade diizeyi
(BSP mRNA/GAPDH mRNA)

*

7.Gan 21. Gan
® Kontrol w Otogreft u Skafold/Bosjelatin & BMP-2 & TGF-Beta3/BMP-2

Sekil 4.5 Farkli biyime faktorleri iceren doku iskelelerinin BSP geninin ifade
diizeyine etkisi. Hedef genlerin ifade dizeyleri GAPDH mRNA ifade dulizeyi temel

alinarak normalize edilmistir. *; p<0.05.

~

OC Ifade Duzeyi
{OC mRNA/GAPDH mRNA)

7.Gin 21. Gin
i Kontrol 4 Otogreft @ Bog Skafold/Jelatin @ BMP-2

7.gin 21.gin
aTGF-B3/BMP-2

%

0

OC ifade duzeyi
(OC mRNA/GAPDH mRNA)

Sekil 4.6 Farkh buyume faktorleri iceren doku iskelelerinin OC geninin ifade
dizeyine etkisi. Hedef genlerin ifade dizeyleri GAPDH mRNA ifade dizeyi temel

alinarak normalize edilmistir. *; p<0.05.
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SPARC ifade diizeyi
[SPARC mRNA/GAPDH mRNA}
-

2
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7. Guan 21. Gin
 Kontrol w Otogreft & Skafold/Bos jelatin @ BMP-2 & TGF-Beta3/BMP-2

Sekil 4.7 Farkh bayume faktorleri iceren doku iskelelerinin SPARC geninin ifade
diizeyine etkisi. Hedef genlerin ifade dizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel
alinarak normalize edilmistir. *; p<0.05

Gen ifade dizeylerinin kontrol gruplarina goére karsilastiriimasiyla elde edilen
grafiklerin kendi aralarinda ve gruplar arasindaki karsilastiriimalari hakkinda su

gorusgler ortaya konabilir;

- Kemik olusumunun erken dénem belirteci olan (2-3 giin) Runx2 geninin 7. gin
incelemelerinde bu genin kontrol grubuna gére down reglle oldugu
gozlenmektedir. Fakat Runx2’nin BSP ve COL1 genlerini aktiflestirdigi
bilinmektedir. Bu 2 genin 7. gun ifade duzeylerinde anlamh bir artis
gozlenmektedir. Bu veri 1siginda Runx2'nin BSP ve COL1’in regllasyonunu
saglayip kontrole gbére down reglile olmaya basladigi disundlebilir. 21. ginde
Runx2’nin otogreft ve TGF-B3 / BMP2 grubunda tekrar ifade edildigi gorulmektedir.
Kemik olusumunda Runx2’nin tekrar ifade edilmesi ALP,COL1 ve OC genlerinin

ifade duzeylerini arttirmaktadir

- 7. gunde BSP genini otogreft, BMP-2 ve TGF-3/BMP2 gruplarinda ifade
olmaktadir. TGF-B3/BMP2 grubunun ifade dizeyi diger 2 gruba gére anlamli
Olcude fazladir. 21. gun BSP ifade duzeylerinde anlaml farkhlik 7. glinde de
oldugu gibi otogreft ve TGF-B3 / BMP2 gruplarinda gézlenmistir
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-COL1 geni 7. gunde skafold / bog jelatin, BMP-2 ve TGF-3/BMP2 gruplarinda
ifade olmustur. Bu gruplar arasinda en yuksek ifade duzeyine sahip olan grup
BMP-2 grubu olarak gozlenmigtir. BMP-2 grubunu bos jelatin grubu izlemistir.
Fakat bu gen kemik 6zgin olmadigindan ifade dizeylerindeki her artis kemik
olusumuyla iligkilendirilemeyebilir. COL1 ifade duzeyinin mekanik etkilerle arttigini
gOsteren galigsmalar vardir. [67,68] Kemik olusumunda COLY’in ifade seviyesinin
BSP ifade dizeyiyle paralel arttigi bilinmektedir. 7. giin verilerinde yalniz TGF-$3 /
BMP2 grubunda COL1 ve BSP genlerinin birlikte aktive oldugu goérulmektedir.
COL1 ifade duzeyinde anlamh farklilk sadece TGF-B3 / BMP2 grubunda
gozlenmektedir. Bu sonu¢ RUNX2 ve ALP genlerinin ifade duzeylerindeki artisla

paralellik gostermektedir.

-ALP geni 7. glnde yalnizca otogreft grubunda up regule edilmistir. Bu grupta
implante edilen otogreftin bunyesinde osteoblastlari barindirdigr disunudlirse bu
beklenen bir sonuctur. 21. ginde TGF-3/BMP2 grubunda diger gruplara goére
oldukga fazla ifade olmustur. Bu deger Runx2’nin ifade duzeyiylede korelasyon

gostermektedir. Bu grubu BMP-2 ve otogreft gruplari izlemektedir

-Daha ge¢ donemde ifade edilen genlerden OC ifade dizeylerinde 7.gtinde bir
farklihk g6zlenmemigtir. Timuyle kemik 6zgl bir gen olan OC geni 21. gun TGF-
B3/BMP2 grubunun gen ifade dizeyi diger gruplarla karsilastirildipinda oldukca
yuksektir.

-Daha ge¢ dénemde ifade edilen genlerden SPARC ifade diizeylerinde 7.gtinde bir
farklihk gozlenmemistir. SPARC kemigin mineralizasyon evresine gectiginin bir
gostergesidir. Bu gende 21. ginde otogreft ve TGF-f3/BMP2 grubunda farklilik
g6zlemistir. Bu gen icin otogreft ifade dizeyinin TGF-3/BMP2 grubunda

grubundan fazla olmasi beklenen bir sonugtur.

4.3 Alkalen Fosfataz Aktivitesi

Kemik 6zgin alkalen fosfataz osteoblastlarin hicre ylzeyindeki vezikullerde
bulunan enzimlerdir ve yeni kemik olusumu sirasinda osteoblastlarca kana salinir
[162, 163].
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Deneklerden elde edilen drneklerin serum BALP miktarlari 21. gin ve 4. aylarda
incelenmigtir. Erken donemde (21.glin) serum BALP seviyelerinde anlamli bir fark
g6zlenmemigtir. Gen ifade dizeyi ¢alismalari 21.gin orneklerinde ALP geninin
henlz ifade edilmeye basladigini géstermektedir. . Bu bilgi dogrultusunda BALP
21. gun orneklerine ait sonuglarla gen ifade duzeyi calismalarinin 21. gin
sonuglari paralellik gostermektedir. Gruplara ait 4. ay serum ALP aktivitesi
sonuclari Sekil 4.9° da grafik haline getirilmistir. Buna gore alkalen fosfataz
aktivitesi, TGFB-3/BMP-2 yuklenmis jelatin filmlerin uygulandigi grupta skafold /
bos jelatin grubuna ve BMP-2 grubuna gore daha fazla olgulmastur. En yuksek
ALP aktivitesi beklendigi Uzere otogreft grubunda gozlemlenmistir. Otogreft grubu
ve TGFB-3/BMP-2 uygulanan gruplardaki yuksek ALP miktarlari kemik
olusumunda oncul rol oynayan osteoblastlarin aktif oldugunun gdstergesidir [164].
Bu bilgi dogrultusunda TGFB-3/BMP-2 uygulanan gruplardan elde edilen
sonuglarin altin standart olan otogreft grubu sonuglarina oldukga yakinhk

gOsterdigi soylenebilir.

150,00

126,00

tesi (U/L)

1

100,00

75,007 é

0,005

BALEF Aktiw

T T T T
Fontrol Jtogrefc Ekafcld/Bog BHPZ TGFEI/EHNPZ
Jelatin

Sekil 4.8 Kontrol, otogreft, skafold/bos jelatin, BMP-2, TGFB-3/BMP-2 gruplarina
ait 4. ay BALP aktivitesi. P<0.05
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4.4 Mikro-bilgisayarli Tomografi (u-CT) ile Radyomorfometrik Analiz

Hayvan deneyi ¢alismalarinin sonunda 1 ve 4 aylik surelerde érnekler operasyon
ile hasar bolgesinden ¢ikartildiktan sonra histolojik analizlerinden 6énce tomografik
incelemeleri yapilmistir. Tomografik incelemede amag, hasarli bdlgede olusan
yeni kemigin tespitidir. Bu bolumde her gruptan 7’ser hayvan incelenmigtir.
inceleme sonucunda elde edilen tomografik radyograflardan her gruba ait 3’er
tomografik radyograf Sekil 4.10; 4.11; 4.12; 4.13 ve Sekil 4.14"de verilmigtir. Yeni
olusan kemik alaninin tayini 3D goéruntilerin 3D-Doctor (v.3.5 Able Software Corp;
Lexington, MA, A.B.D.) medikal analiz programinda deneklerin Ust ¢enesi santral
dislerin arasindan gecen bir hattan simetrik olarak ikiye boliinerek ¢enenin
operasyon gérmeyen sol segmentindeki toplam kemik hacminin ¢enenin saginda
alveol defekti olusturlan segmentindeki toplam kemik hacminden c¢ikariimasiyla

bulunmustur.

1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek

Sekil 4.9: Kontrol (defekt) grubunun 1. ve 4. aylarina ait tomografik radyograflar
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Sekil 4.10: Otogreft grubunun 1. ve 4. aylarina ait tomografik radyograflar

1.0rnek 2.0rnek 3.0rnek

1.Ay

4. Ay

Sekil 4.11 Scafold/Bos jelatin grubunun 1.ve 4. aylarina ait tomografik radyograflar
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Sekil 4.13 TGFB-3/BMP2 grubuna ait 1. ve 4. aylarina ait tomografik radyograflar

1. ay tomografik incelemeleri sonucunda gruplar arasinda anlamli bir farkhlik

g6zlenmistir. Bu veriler isidinda olusturulan grafik Sekil 4.15’ de verilmistir.
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Sekil 4.14 Cenenin operasyon gormeyen sol segmentindeki toplam kemik hacmi
farkinin ¢enenin saginda alveol defekti olusturlan segmentindeki toplam kemik
hacmin ylzde farkina ait grafik

Grafikteki degerler saglikli dokudaki kemik hacmi ile hasarli dokudaki kemik
hacminin arasindaki farkin ylzdesini verdidi icin grafikteki deger ne kadar kuguk
olursa yeni kemik olusumunun o kadar fazla oldugunun gostergesidir. Beklenildigi
Uzere zaten denegin kendi iliyak kemiginden implante edilmis otogrefti tasiyan
otogreft grubunda saglikli doku ile hasarli doku arasindaki farkin en az oldugu
gOrulmustar. 1. ay sonuglarinda otogreft grubunu BMP-2 ve skafold / bos jelatin
grubu izlemektedir. Fakat bu degerler diger parametrelerle Kkorelasyon

gOstermemistir.

4.5 Histolojik Bulgular

Birinci ayda otogreft grubundaki yeni olusan kemik miktari tim defekt alani ile
oranlandiginda kontrol grubu, bos doku iskelesi grubu ve BMP uygulanmis doku
iskelesi grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde daha fazlaydi (sirasiyla
p=0.011, p=0.004, p=0.016). Dorduncu ayda otogreft uygulanan gruptaki yeni
kemik miktari bos doku iskelesinin uygulandigi gruba gére daha ¢oktu (p=0.00).
Doérdunci ayda yine TGF-3 / BMP-2 uygulanan grupla yalniz BMP-2 uygulanan
gruptaki yeni kemik miktarlari bos doku iskelesinin uygulandidi gruba gore daha

coktu (sirasiyla p=0.008 ve p=0.008). Bu sonuclara gore incelenen tim zaman
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dilimlerinde otogreft uygulanan gruplarda aktif kemik yapimi hizlanmigtir.
Dordunct ayda BMP-2 uygulanan gruplarda aktif kemik yapimi altin standart olan
otogreft uygulamasini yakalar diizeyde belirgin bicimde artarken, bu deger TGF-33
/ BMP-2 uygulanan grupta daha yuksektir (Sekil 4.16, 4.17 ). Buna ragmen
gruplarin  higbirisinde  kritik  buyUklikteki alveol defekti tam olarak

kemiklesmemigtir. Bu durum literattr ile uyumludur.

Doku iskelesi ve tasiyici olarak jelatin uygulanan gruplarda biyomalzemeye hafif
ila orta derecede bir doku yaniti oldugu saptanmistir. Daha dnce biyomalzemenin
doku uyumu bagka c¢alismalarimizda nicel olarak degerlendirilip biyouyumlu olarak
saptandigindan, bu c¢alismada skorlanmamigtir. Biyomalzeme c¢everesinde
lenfosit, makrofaj ve yer yer yabanci cisim dev hucreleri izienmekle birlikte higbir
ornekte ve zaman diliminde fibrozis (skar dokusu), nekroz ve ciddi yabanci cisim
reaksiyonuna rastlanmamigtir. Biyomalzeme c¢evresinde intramembrandz yoldan
yeni kemik spikdllerinin olusumu izlenmigtir. Otogreft ve buylme faktérleri
uygulanan gruplarda defekti dolduran bag dokusu damardan daha zengin ve
olugsan yeni kemik trabekulleri diger gruplara gore daha buyuktd. Ancak
gruplardaki denek sayilarinin kisitlihgi nedeniyle gruplar arasinda her zaman
anlaml farkhliklar izlenemedi. Sekil 4.18 ve Sekil 4.19de 1. ve 4. aya ait

histomorfometri grafigi verilmistir.
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Sekil 4.15 1.ay gruplarinin yeni kemik olusumunun dokuda histolojik boyama
bulgulari. Yukaridaki sol kolon HE, sag kolon MT ile boyali 1 aylik alveolar defekt
alanina ait tumu 200’10k buyutmede elde edilmis mikrograflardir. Otogreft ve BMP
doku iskelesi gruplarinda kavitedeki yeni kemik miktarinin kontrole gére daha fazla
oldugu izlenmektedir. Doku iskelesi gruplarinda(E-J) biyomalzeme uygulanan
alanlar takip sirasinda eridiklerinden yerlerinde bosgluklar kalmigtir. KK: Kompakt
kemik, TK: Trabekller kemik, BD: Bag dokusu, DI: Doku iskelesi, HE:
Hematoksilen eozin, MT: Masson trikrom
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Sekil 4.16 4.ay gruplarinin yeni kemik olugsumunun dokuda histolojik boyama
bulgulari. Yukaridaki sol kolon HE, sag kolon MT ile boyali 4 aylik alveolar defekt
alanina ait tuma 200’0k bayitmede elde edilmis mikrograflardir. Otogreft ve BMP
doku iskelesi ve TGF BMP doku iskelesi uygulanan gruplarda kavitedeki yeni
kemik miktarinin bos doku iskelesi grubuna goére daha fazla oldugu izlenmektedir.
Doku iskelesi gruplarinda(E-J) biyomalzeme uygulanan alanlar takip sirasinda
eridiklerinden yerlerinde bosluklar kalmistir. KK: Kompakt kemik, TK: Trabekuler
kemik, BD: Bag dokusu, DI: Doku iskelesi, HE: Hematoksilen eozin, MT: Masson
trikrom
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Sekil 4.17 1. Ay sonuglarina iligkin histomorfometri grafigi
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Sekil 4.18 4.ay sonuglarina iligkin histomorfometri grafigi



5. SONUCLAR
Tez kapsaminda, biyouyumlu ve biyobozunur PLLA/PCL gdzenekli polimerik doku

iskeleleri kullanilmistir.

Tez kapsaminda, blyume faktorlerinin tagiyicisi olarak %3 oraninda (w/v) jelatin

filmler sentezlenmistir. Bu filmler gluteraldehit buhari ile gapraz baglanmistir.

Tez kapsaminda, sentezlenen buyume faktoru tagiyan veya tasimayan jelatin

filmler skafoldlara laminatlar seklinde yerlestiriimistir.

Tez kapsaminda, in-vivo hayvan modeli olarak sigan (Wistar Albino) alveol defekti

modeli segilmistir.
Tez kapsamindaki in-vivo galismalarda toplam 95 hayvan incelenmistir.

Tez kapsamindaki in-vivo galismalar kontrol, otogreft, skafold / bos jelatin, BMP-2,

TGF-B3/BMP-2 gruplari olmak tzere 5 grupta incelenmisgtir.

Tez kapsamindaki in-vivo calismalarda siganin (ist genesinde 7x3x4mm? luk bir
alanda yaratilan alveol defektinin iyilesmesi gruplara bagh olarak gen ifade diuzeyi
calismalari igin 7. ve 21. gunlerde, histoloji ve micto CT ¢alismalari igin 1. ve 4.

aylarda incelenmisgtir.

Erken dénem gen ifade dizeyi calismalarinda Kollajen Tip | (COL1lal),
akciger/kemik/bobrek alkalen fosfataz (ALPL), kemik gamma-karboksiglutamat
(gla) protein (osteokalsin) (Bglap) (OC), osteonektin (SPARC), Kemik
Siyaloproteini (BSP), Runt iligkili transkripsiyon faktori (Runx2) ve GAPDH genleri

incelenmigtir.

Erken dénem gen ifade dizeyi g¢alismalar igin 7. ve 21. gunlerde deneklerden
ornekler toplanmistir. Dokulardan RNA izole edilip, cDNA sentezi
gerceklestiriimigtir. Elde edilen cDNA’lardan belirlenen primer ve problar
kullanilarak Real- Time PCR programinda ilgili genlere ait mRNA derisimi

belirlenmistir.
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Sonuglar REST analiz programinda, gruplarin kendi aralarinda ikili
karsilagtinimalari yapilip zamana bagli gen ifade duzeyleri saptanmigtir. Sonuglar

bir home-box gen olan GAPDH’a gére normalize edilmistir.

Her grupta ilgili genlerin ifade diizeylerinde anlamli farklilik gdzlenmistir. Ozellikle
TGF-B3/BMP-2/Skafold grubunda kemik olusumunda rol oynayan genlerin ifade

duzeylerinde artis gézlenmigtir.

Biyokimyasal analizler sonucunda zamana bagli serum BALP degerleri
belirlenmistir. Erken dénem (21.gln) sonuglarinda gruplar arasinda anlamli bir fark
gOzlenmemigtir. 4. ay sonuglarinda TGF-3/BMP-2 grubundaki BALP aktivitesinin
pozitif kontrol grubu olan otogreft grubundaki aktiviteye oldukga yakin oldugu

gozlenmistir.

Tomografik incelemeler sonucunda 1 aylik gruplar arasinda farklilik gézlenmistir.
Burda otogreft grubundaki kemik hacmi yuzdesinin diger gruplardan fazla oldugu
go6zlenmigtir. 4. ay sonuglarinda istatistiksel bir anlam gdzlenemesede yalniz TGF-
B3/BMP-2 grubunun 1. ve 4. ay sonuglari anlamhdir ve bu grupta yeni kemik

olusumunun basladigini gostermektedir.

Histolojik incelemelerde dokular hematoksilen eozin ve Masson Trikrom boyalari

ile boyanmis ve yeni kemik olusumu zamana bagli olarak incelenmistir.

Yeni kemik olusumu parametrik olmayan testlerle (coklu karsilastirma igin Kruskal

Wallis, ikili karsilastirma igin posthoc Dunn testi) degerlendirilmistir.

Bu sonuclara gbére 1. ve 4. ay incelemelerinde BMP-2 otogreft uygulanan
gruplarda aktif kemik yapimi hizlanmistir. Doérdinct ayda TGF-B3/BMP-2

uygulanan gruplarda aktif kemik yapimi diger gruplara gore artis gostermistir.

Sonu¢ olarak tez kapsaminda alveolar kemik defekti olusturulan deney
hayvanlarinda defektin onarimi icin, TGF-B3 ve BMP-2 buytime faktorlerini birlikte
barindiran jelatin filmleri iceren PLLA/PCL go6zenekli polimerik doku iskelelerinin

zaman dilimleri igerisinde yeni kemik olusumuna etkisi gdsterilmistir.
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EK-2 Dokudan RNA izolasyon Protokolii

1- 50-100 mg arasindaki dokular ¢6zinmeden pastle veya mortar ile homojenize

edilmigtir.

2- Homojenizasyon islemine 1000 ul TriFast ile devam edilmistir. Ornek hacminin,
homojenizasyon sirasinda kullanilan TriFast hacminin %10"nu ge¢memesine

saglanmistir.
3- Ornekler oda sicakhiginda 5 dakika bekletilmistir.

4- 200 ul kloroform eklendikten sonra 15 saniye boyunca vortekslenmis ve 10

dakika oda sicakliginda tutulmustur.

5- Ornekler 11.000 rpm’de 5 dakika 4 °C’de santriflij edilir. Santrifij sonunda
karisim, altta kirmizi faz (fenol kloroform fazi), arafaz ve Ustte renksiz sivi faz

olmak Uzere ug¢ faza ayrilmistir.
6- Ust faz yeni bir steril 1.5 ml'lik ependorf tiipiine aktariimistir.

7- Baslangigta kullanilan TriFast miktarinin yarisi kadar izopropanol eklenip

vortekslenmigtir.

8- Ornekler 1.5 saat -20°C’de bekletildi. 11.500 rpm’de 10 dakika 4°C’de santrifijj

edilmistir. Ustte kalan sipernatan atiimigtir.

9- DNA kontaminasyonunu engellemek icin ug basina 5U DNAz, 300 ul Dnaz
Buffer I (200mM Tris-HCL, 20mM MgCI2, 500mM KCI) ve 400 ul DEPC’li su
eklenerek 30 dakika 37°C’de bekletilmistir.

10- Orneklerin uzerine 300 ul 25mM EDTA eklenmistir ve 65°C 10 dakika
bekletilmistir.

11- 12.000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifij edilmigtir. Pelete dokunmadan Ustte

kalan supernatant atilmigtir.

12- 1000 ul %75%lik alkol eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dakika 4°C’de santrif(j

edilmistir. Pelete dokunmadan Ustte kalan stpernatant atilmistir.
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13- Peletin tzerine tekrar 1000 ul %75’lik alkol eklenerek, 12.000 rpm’de 10

dakika 4°C’de santrifUj edilir. Pelete dokunmadan uUstte kalan stipernatant atilir.

14- Pelet kurumaya birakilir. 30-50 ul DEPC"li su ile sulandirilir.
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EK-3 Gen ifade dlizeyi analizleri tablosu
7. gun GAPDH, ALP, BSP, COL1, OC, SPARC ve RUNX2 genlerinin kontrol

grubuyla otogreft grubu arasindaki gen ifade diizeylerine iligkin istatistiksel analizi

Gen ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000

ALP 2,053 0,043
BSP 1,388 0,007
CoL1 0,119 0,002
ocC 0,127 0,028
SPARC 0,105 0,016
RUNX2 0,331 0,036

7. gin GAPDH, ALP, BSP, COL1, OC, SPARC ve RUNX2 genlerinin kontrol

grubuyla Skafold/bos jelatin grubu arasindaki gen ifade duzeylerine iligkin

istatistiksel analizi

Gen ifadelenme P degeri

GAPDH 1,000

ALP 0,367 0,027

BSP 0,404 0,006

CoL1 2,964 0,004

ocC 0,781 0,009

SPARC 0,512 0,020

RUNX2 0,355 0,034
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7. gun GAPDH, ALP, BSP, COL1, OC, SPARC ve RUNX2 genlerinin kontrol

grubuyla BMP-2 grubu arasindaki gen ifade duzeylerine iligkin istatistiksel analizi

Gen [fadelenme P degeri
GAPDH 1,000

ALP 0,497 0,009
BSP 1,283 0,015
coL1 4,611 0,000
oC 1,121 0,040
SPARC 0,943 0,030
RUNX2 0,261 0,000

7. gun GAPDH, ALP, BSP, COL1, OC, SPARC ve RUNX2 genlerinin kontrol
grubuyla TGF-3 / BMP-2 grubu arasindaki gen ifade duzeylerine iliskin

istatistiksel analizi

Gen [fadelenme P degeri
GAPDH 1,000

0,085
ALP 0,776 0,002
BSP 3,732 0,027
COL1 4,257 0,000
oC 0,621 0,048
SPARC 0,051 0,003
RUNX2 0,492 0,045

78



21. gun GAPDH, ALP, BSP, COL1, OC, SPARC ve RUNX2 genlerinin kontrol

grubuyla otogreft grubu arasindaki gen ifade dizeylerine iligkin istatistiksel analizi

Gen [fadelenme P degeri
GAPDH 1,000

ALP 1,304 0.046
BSP 4,377 0,025
COL1 0,095 0,002
oC 2,060 0,007
SPARC 6,063 0,007
RUNX2 1,556 0,032

21. gin GAPDH, ALP, BSP, COL1, OC, SPARC ve RUNX2 genlerinin kontrol

grubuyla skafold / bos jelatin grubu arasindaki gen ifade duzeylerine iligkin

istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000

ALP 0,647 0,046
BSP 0,057 0,007
COL1 0,998 0,030
OC 0,277 0,011
SPARC 0,069 0,027
RUNX2 0,082 0,006
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21. gun GAPDH, ALP, BSP, COL1, OC, SPARC ve RUNX2 genlerinin kontrol

grubuyla BMP-2 grubu arasindaki gen ifade duzeylerine iligkin istatistiksel analizi

Gen [fadelenme P degeri
GAPDH 1,000

ALP 2,416 0,043
BSP 0,223 0,004
COL1 0,214 0,023
oC 0,021 0,008
SPARC 0,013 0,023
RUNX2 0,046 0,000

21. gun GAPDH, ALP, BSP, COL1, OC, SPARC ve RUNX2 genlerinin kontrol
grubuyla TGF-B3/BMP-2 grubu arasindaki gen ifade dizeylerine iligkin istatistiksel

analizi

Gen [fadelenme P degeri
GAPDH 1,000

ALP 8,619 0,013
BSP 4,477 0,017
COL1 2,775 0,014
ocC 20,217 0,022
SPARC 4,699 0,009
RUNX2 2,297 0,029
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