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Bu tez ¢alismasinda degisik kimyasal ve ylizey 6zelliklerine sahip metal katkili
(Zn, Ag ve Cu) hidroksiapatit (HAP) nanokaplama malzemeler iizerinde biiyiitiilen insan
yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) canlilifi ve osteoblastik
farklilasma potansiyelleri ile substrat-materyal arasindaki iligki ve hiicre davranisi
incelenmistir.

Bu amagla biyomalzemeler iizerindeki hiicre canliligt MTT, LDH ve DNA miktar
tayin yontemleri ile belirlenmistir. Biyomalzemeler iizerinde biiyiitilen MKH’lerin
osteoblastik farklilagma kapasiteleri, Alizarin Kirmizis1 (AK) Boyama, Alkalen Fosfataz
Spesifik Aktivitesinin (ALP) biyokimyasal olarak olciilmesi ve Osteopontin gen
ekspresyon seviyesi rt-PCR ile degerlendirilmistir. Ayrica MKH’lerin biyomalzemeler
iizerindeki adezyonlar1 ve hiicre adezyonunun malzemelerin biyouyumlulugu iizerindeki
etkisi; hiicre adezyon deneyi, vinkiilin ve f-aktin hiicre iskelet elemanlarinin
immunofloresan boyanmasi ve ekstraselliiler matriks proteinleri ve hiicre adezyon
yolaginda yer alan 84 adet geni iceren rt-PCR array ile incelenmistir.

Sonuglar genel olarak Zn, Ag ve Cu metal iyonlart igeren HAP nanokaplama
ylzeyler iizerinde biiyiitilen MKH’lerde canliligin, herhangi bir osteojenik uyaran
igermeyen ortamdaki hiicrelerde osteoblastik farklilagmanin ve hiicre adezyon yeteneginin,
ticari olarak kullanilan ve higbir metal iyonu icermeyen HAP’e gore daha yiiksek oldugunu,

bu metal iyonlarinin malzemenin biyouyumluluguna katkida bulundugunu goéstermektedir.

Anahtar Kelimeler: MKH, nanomateryal, biyomateryal, adezyon, osteojenik farklilasma
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PhD Dissertation
ASSESMENT OF ADHESION, VIABILITY AND OSTEOGENICALLY
DIFFERENTIATION CAPACITY OF HUMAN ADIPOSE TISSUE DERIVED
MESENCHYMAL STEM CELLS WHICH IS GROWN ON METAL ION (Zn, Ag
and Cu) DOPED NANOHYDOXYAPATIT COATED SURFACES, BY in vitro
METHODS
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In this study, human adipose tissue derived mesenchymal stem cells (MSC)’, that
grown on metal ion (Zn, Ag and Cu) doped hydroxyapatite nano-coating surfaces which
have different chemical and surface properties, viability, osteogenic differentiation
capacity and interactions between substrate-material and cell behavior, were investigated.

For this purpose, viability of the cells on biomaterials were determined by MTT,
LDH and DNA quantitation methods. The osteogenic differentiation capacity of MSCs
which is grown on biomaterials were analyzed with Alizarin Red (AR) Staining,
biochemically by Alkaline Phosphatase Specific Activity (ALP) and Osteopontin gene
expression level by rt-PCR. Furthermore, adhesion of the MSCs on biomaterials and the
effect of cell adhesion on biomaterials biocompatibility were detected by cell adhesion
assay, immunofluorescence staining for vinculin and f-actin cytoskeleton component and
rt-PCR array which including 84 extracellular matrix proteins and cell adhesion pathway
genes.

The results generally demonstrates that viability of MSCs, osteogenic
differentiation of the cells in without osteogenic stimulation in medium and cell adhesion
capability are higher on nano-coating surfaces that including Zn, Ag and Cu metal ions
than commercial HAP. This results reveal that these metal ions contribute to

biocompatibility of material.

Key Words: MSCs, nanomaterial, biomaterial, adhesion, osteojenik differentiation

il



v

“Biitiin miimkiinlerin kiyisinda...”

T. UYAR



TESEKKUR

Doktora siirecinin, birgok acidan heyecan verici gelismelerle biitiin diinyanin
ilgisini ¢eken kok hiicre ve rejeneratif tip kavramlartyla molekiiler biyolojinin engin
denizinde birlestiginde olduk¢a yorucu ve emek isteyen ancak bir o kadar da keyifli bir
siire¢c oldugunu diisiiniiyorum. Bilimsel yeteneklerimin, kisiligimin ve karakterimin
sekillendigi bu sabir isteyen siiregte, tiim lisansiistii egitimim ve doktora tez
caligmalarim sirasinda beni maddi ve manevi her anlamda destekleyip, yolumu agan,
yapmak istediklerim i¢in beni her zaman destekleyip bana firsat veren, en zor anlarimda
giilen gozleriyle ve pozitif enerjisiyle bana umut asilayan, doktora egitimim sirasinda
Almanya’ya gitmem i¢in beni cesaretlendirerek ve destekleyerek bana baska bir
diinyanin kapilarinin aralanmasimi saglayan, bir omiir boyu silikranla anacagim
danisman hocam Dog. Dr. A. Tansu KOPARAL’ a,

Engin bilgisi ve ongoriisiiyle tecriibelerini benimle paylasan ve beni daima
olumlu sozleriyle motive eden Sayin Rektdor Yardimcimiz Prof. Dr. A. Savas
KOPARAL’a,

Lisansiistli egitimim boyunca benden esirgemedigi maddi ve manevi her tiirlii
destegi, ilgisi ve sevgisiyle yanimda olan, sadece 0gretmenim degil ayn1 zamanda
ablam da oldugu, destegini ve giivenini hep hissettirdigi i¢in, bana olan inanciyla
akademik gelisimime yaptig1 sonsuz katkilar1 i¢in hocam Prof. Dr. Kadriye BENKLI’
ye,

Tez calismam sirasinda kullandigim biyomalzemelerin hazirlanmas1 ve
yaptigimiz ortak calismalardaki her tiirlii destegi icin On dokuz Mayis Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi’nden Yrd. Dog. Dr. Mevliit GURBUZ’e, Anadolu Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Malzeme Miihendisligi Boliimiinden doktora grencisi Ayse
Giil AKYUREKLI’ye ve &zellikle Almanya’ya gidebilmem icin verdigi destegi,
motivasyonu ve bana olan inanc1 i¢in Prof. Dr. Aydin DOGAN’a,

Doktora egitimim siiresince dnemli bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan,
giivenini ve ilgisini benden esirgemeyen Saym Anabilim Dali Bagkanimiz Prof. Dr.
Hiilya SIVAS’a,

Almanya’da yaptigim arastirma sirasinda bana laboratuvarini agan, her tiirlii
bilgi ve tecriibesini benimle paylasan, bana yeni bakis ac¢ilar1 kazandirip, bu alanda

bana yeni bir yol acan Dresden Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi-Centre for



Translational Bone, Joint and Soft Tissue Research’den Saymn Prof. Dr. Michael
GELINSKY ve Dr. Anne BERNHARDTa,

Calismalarim sirasinda hicbir zaman yardimini esirgemeyen Berlin Teknik
Universitesi, Berlin-Brandenburg School for Regenerative Therapies’den Dr. Beren
ATAC’a ve Dresden Teknik Universitesi-German Center for Neurodegenerative
Diseases (DZNE)’den Dr. Caghan KIZIL a,

Deneylerim sirasinda verdigi destek ve giiler yiizii i¢in Eskisehir Osmangazi
Universitesi Histoloji A.B.D. arastirma gorevlisi Erhan SAHIN’e ve ayn1 laboratuvari
paylastigimiz  arkadaslarima, elektron mikroskobu goriintiilerin  alinmasinda
yardimlarini esirgemeyen Yrd. Dog. Dr. Volkan KILIC’a ve Dog¢. Dr. M. Burgin
MUTLU’ya,

Calismalarimi yiiriitmem igin Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii imkanlarindan yararlanmami saglayan biitiin Anadolu Universitesi Biyoloji
boliimii hocalarima ve caliganlarina ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora egitimim sirasinda sagladigi essiz olanaklar ve sundugu imkanlarla
hem bilimsel hem de sosyal anlamda gelismemi saglayan, 1104F075 numarali Doktora
Tez Aragtirma Projesi ve 1306F197 numarali Tesvik Projesi ¢ergevesinde tez
calismalarima maddi destekleyen, doktora Ogrencilerinin de maddi olarak
desteklenmesine olanak saglayarak katildigim yurt dis1 kurs ve kongrelerde edindigim
bilgi ve deneyimleri tez ¢alismama uygulama firsati veren Anadolu Universitesi
Rektorliigii ve Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii ve Anadolu Universitesi
Proje Arastirma Birimi’ne sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica bu zorlu ve uzun siireg boyunca yanimda olduklari, sabirla hayallerime
ulasmam i¢in beni destekledikleri, bana inandiklar1 ve maddi manevi her tiirli
desteklerini hep hissettirdikleri i¢in biricik annem Giiler BOSTANCIOGLU na,
kardeslerim flkem BOSTANCIOGLU ve Gérkem BOSTANCIOGLU na ve babam Ali
BOSTANCIOGLU’na sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

R. Beklem BOSTANCIOGLU
Subat 2015

vi



ICINDEKILER

OZET oottt i
ABSTRACT ...ttt ettt sttt st it
TESEKKUR ..ottt ettt \%
ICINDEKILER ..ot vii
SEKILLER DIZINT ...t X
CIZELGELER DIZINT ..o xii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI........cccoiumiininineineiecirecnereneenes Xiv
Lo GIRIS et 1
L1 KOK HUCTELET ..o 4
1.1.1. Embriyonik kOk hiicreler........c.covvivviiiniiiiiiiecieeieeeeeeeee e 6

1.1.2. Yetiskin KOK hliCreler ........ccooiiieiiiiiiiicee e, 7
1.1.2.1.Insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler................. 9

1.2, Kemik DOKUSU ..c..coviiiiiiiiiieieieceeete e 13
1.3, BiyOomalZemEIeT ........ccviiiiieiieiiecieeiie ettt 15
1.3.1. Nanomalzameler.........ccccoeiiiiiiiiiiiiiieieiieeee e 16

1.3.2. Kemik uygulamalari i¢in nanomalzemeler..............cccccoeveeniienenn. 18

1.3.3. Osteoindiiksiyon ve osteointegrasyon mekanizmasti...................... 23

1.3.4. Hidroksiapatit ve Ag, Zn, Cu metal iyonlart ...........ccceevvverreennnnn. 24

1.4. Adezyon MOIEKUIIri........ccueiiuiieeiiecciie e e 28

2. MATERYAL ve YONTEM.....ccooeiniiriiiiiierieeineiiesiesese s ssssseseessssnens 32
2.1 MaAeryal .ot e 32
2,11, CHRAZIAT ... 32

2.1.2. Kimyasal Maddeler ..........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiieee e 32

2.2, Y ONEEIMLueiiiiiiiieiie ettt ettt st ettt et 33
2.2.1. Seramik tozlarin iiretilmesi ve kaplanmasi.............ccccecvvevrienreennnns 33

2.2.2. Biyolojik aktivite calismalart .........cccceccvveeviieeiiieeiieeie e 36

2.2.3. Hiicrelerin kiiltiir ortaminda bliyUitilmesi ..........ccoeeveriieiienieennens 37

224, MTT RSt .eueiiieiieiieieeie ettt s 37

vil



2.2.5. LDH Ot .eueiiiiiiniiiieeieeieeieeeeseeeeeee ettt 39

2.2.6. Picogreen boya ile hiicrelerdeki dna miktarinin belirlenmesi........ 40
2.2.7. MKH'lerde osteojenik farklilasmanin uyarilmast..............ccceeenee. 41
2.2.8. Osteojenik farklilasmanin AK boyama ile saptanmasi .................. 41
2.2.9. Osteojenik farklilasmaninALP ile biyokimyasal tespiti................. 42
2.2.10. Osteopontin mRNA seviyesindeki degisimin saptanmasi.............. 43
2.2.11. Hiicre adezyon deNEYT ......cccueeuieruiieiiieiieeiieeiee et 47
2.2.12. Immunoflouresan boyama.............cocoovevveeeeveeeeeveeeeeeeeseseseenenans 47
2.2.13. Hiicre adezyonunun SEM'de incelenmesi ............cccceeevveeeieenneennnn. 48

2.2.14. rt-PCR-array ile farkl1 ylizeylerde biiyiitiilen hiicrelerde adezyon

ile ilgili genlerin mRNA diizeylerinin tespit edilmesi........ 48
3. BULGULAR ..ottt st st 50
3.1. Metal Iyon Katkili Nanoseramik Tozlar Karakterizasyonu................. 50

3.2. Farkli Metal Iyonlar igeren Yiizeylerin MKH Canliligi Uzerine
Etkisinin MTT Testi ile Degerlendirilmesi ........................ 53
3.3. Farkli Metal Iyonlar1 Iceren Yiizeylerin Uzerindeki MKH
Canliligmin LDH Testi Ile Belirlenmesi .............ccoo......... 55
3.4. Hiicrelerde DNA Miktarinin Picogreen Boya ile Belirlenmesi .............. 57
3.5. MKH’lerde Osteojenik Farklilagsmanin AK Boyama ile
Degerlendirilmesi .......ocevveevieriieiieiiieeeeie e 58

3.6. MKH’lerde Osteojenik Farklilagmanin Biyokimyasal Analizi

(Alkalen Fosfataz Enzim Miktar Tayini) ..........ccccceeueennee. 59
3.7. Osteopontin Gen Ekspresyon Seviyesinin Tespit Edilmesi.................... 61
3.8. Hiicre Adezyonunun OIGHIMESI ...........c.coveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenes 62
3.9. Immiinofloresan Boyama (F-Aktin ve Vinkiliin) ...........cccococeevevevenennnee. 63

3.10. Taramali Elektron Mikroskobu ile Hiicre Adezyonunun incelenmesi....64

3.11. Hiicre Adezyonunun rt-PCR array ile Degerlendirilmesi ...................... 64
4. TARTISMAL ..ottt sttt et aessessesteeseeseeneas 81
5. SONUQ ..ttt ettt sttt ettt et et e et et e sbesbe b saeene e 97

viil



6. KAYNAKLAR

X



SEKILLER DiZiNi

Sekil.1.1. Kok hiicrelerin rejeneratif tipta kullanim alanlart.............cocccoeeieeiin. 4
Sekil.1.2. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagma kapasiteleri...........cc.cceeueennnenn. 5
Sekil.1.3. Adipoz kdkenli mezenkimal kok hiicrelerin farklilagsma

potansiyelleri ve kullanim alanlari ............cccccoeeeveennenns 11
Sekil.1.4.Biyomalzemelerin insan viicudundaki kullanim bélgeleri .................... 20
Sekil.1.5. Kemik dokusu ve HAP'IN YapIST.....ccceeviieriieiiiiiieeieeeeee e 25

Sekil.1.6. Ekstraselliiler matriksin hiicre i¢in 6neminin sematik olarak
OSLEITIMEST ..o e 30

Sekil.2.1. Kalsiyum fosfat esaslit HAP yapili tozlarin iiretim ve kaplama

AKIS PLANT Lot 35
Sekil.2.2. Cam lamellerin kaplanmasi i¢in kullanilan sistemin kurulum semasi...36
Sekil.2.3. MTT deneyi sirasinda gerceklesen reaksiyon.........ccceeeveeecvieencveeennnen. 38
Sekil.2.4. PicoGreen boyasinin topolojik formuilii............coceeveriiiniiiinicniincnnn, 40
Sekil.3.1.1. HAP pikine ait XRD 6rgii desenleri ..........cccoevvevieenieniieniienieeienne 50
Sekil.3.1.2. Uretilen tozlarm XRD &rgii desenleri............ocoovvvevevevereeereeererennnnnns 51
Sekil.3.1.3. Uretilen tozlarin diisiik biiyiitme SEM goriintiileri..............cocoev....... 52
Sekil.3.1.4. Uretilen tozlarm yiiksek biiyiitme SEM gériintiileri.......................... 52
Sekil.3.1.5. Uretilen tozlarin tane boyut analizleri..............cocoovevereuevevererreeeennnns 53

Sekil.3.2.1. Farkli metal iyonlar1 igeren HAP nanokaplama yiizeylerin

MKH’lerin canlilig1 {izerindeki etkisi (OS+) .................. 54
Sekil.3.2.2. Farkli metal iyonlar1 igeren HAP nanokaplama yiizeylerin

MKH’lerin canlilig1 tizerindeki etkisi (OS-)................... 54
Sekil.3.3.1. MKH'lerin nanokaplama yiizeyler tizerindeki canliliginin

LDH testi ile karsilagtirilmast (OS+) .....oeevvveecieeeneennee, 56
Sekil.3.3.2. MKH'lerin nanokaplama yiizeyler {izerindeki canliliginin

LDH testi ile karsilastirilmasi (OS-) .....ccceevieiiieniennnne 56
Sekil.3.4.1. Farkli ylizeyler iizerinde biiyiitilen MKH’lerin DNA tayini............. 57
Sekil.3.4.2. Farkl yiizeyler iizerinde biiyiitiillen MKH’lerin DNA tayini............. 58

Sekil.3.5.1. Farkh yiizeyler iizerindeki MKH’lerde osteoblastik
farklilagsmanin AK boyama ile tespit edilmesi................. 59



Sekil.3.6.1. Hiicrelerde ALP enzim miktarindaki degisime bagli olarak

osteojenik farklilasmanin degerlendirilmesi. .................. 60
Sekil.3.6.2. Hiicrelerde ALP enzim miktarindaki degisime bagl olarak

osteojenik farklilasmanin degerlendirilmesi. .................. 60
Sekil.3.7.1. Osteopontin genine ait MRNA SEVIYESI.....cceevuierreerieeiieiieereeneennns 61
Sekil.3.8.1. MKH'lerin HAP nanokaplama yiizeyler iizerindeki adezyon

yeteneklerinin degerlendirilmesi..........ccccceeveeiiieninnins 62
Sekil.3.9.1. MKH'lerin HAP nanokaplama ytizeyler tizerindeki

adezyon yeteneklerinin Vinkiilin ve F-aktin hiicre

iskeleti elemanlarinin varligina gore degerlendirilmesi.. 63
Sekil.3.10.1. Hiicrelere ait SEM goriintileri...........oo.ooeviiiiiiiiiiiiiiininnn 63
Sekil.3.11.1. rt-PCR deneyinde ekspresyonu incelenen genlerin

ekspresyon degisimlerini gdsteren

gen haritast .........ociiiiiiiiiiii 69

X1



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge.1.1. Mezenkimal kok hiicre belirtecleri .........cooveeriiiiiiniiiniiniiiiee 10
Cizelge.2.2. cDNA sentezi i¢in kullanilan karigim i¢erigi.........ccccceevveevienivennnnne 46
Cizelge.2.3. rt-PCR i¢in miks iGeriZi.....ouvitiiiiiiiiiiii i, 46

Cizelge.3.1.1. EDX analizi sonucuna gore tozlarda bulunan metal iyonlarmin
katkt ylizdeleri..........cooooiiiiiii 53
Cizelge.3.10.1 rt-PCR verilerine gore 84 genin ekspresyon
seviyelerinin degerlendirilmesi ..........ccceeeveevienciieniennnnnns 66
Cizelge.3.10.2. rt-PCR verilerinde degerlendirilen 84 hedef genin

ayrintili agiklamasi ve gen bank numaralari................. 68

xii



SIMGELER ve KISALTMALAR
DiZiNi

EKH: Embriyonik kok hiicreler

MKH: Mezenkimal kok hiicreler

AKH: Adipoz dokudan koken alan yetiskin kok hiicreler
HAP: Hidroksiapatit

B-TCP: Beta-kalsiyum fosfat

THK: i¢ hiicre kitlesinden

CFU-F: Fibroblast kolonisi olusturan birim (colony forming unit)
OD: Optik yogunluk/Absorbans

BSA: Bovin serum albumin

YKH: Yetigkin kok hiicre

SVF: Stromal vaskiiler fraksiyon

DBM: Demineralize kemik matriksi

BMP: Kemik morfojenik protein

ESM: Ekstraselliiler matriks

FAK: Fokal adezyon kinaz

TGF- B: Doniistiiriicti biiylime faktori 8

bFGF: Bazik fibroblast biiytime faktorii

VEGTF: Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii

PDGF: Trombosit kaynakli bliytime faktorii

DMSO: Dimetil Stilfoksit

MEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

EDTA: Etilen-diamin tetra astetik asit

FBS/FCS: Fetal Bovine Serum/Fetal Calf Serum

MTT: 3-(4,5-dimetiliazol-2-yl)-2,5 difenil tetrozolyum bromid
LDH: Laktat Dehidrogenaz

NaHCO3: Sodyum bikarbonat

PBS: Fosfat Tampon Cozeltisi (Phosphate buffered saline)
TE Buffer: Tris EDTA buffer

AK: Alizarin kirmizisi

xiil



ALP: Alkalen fosfataz
MgCl,: Magnezyum kloriir
TRITC: Tetramethylrhodamine B isothiocyanate

OS: Osteojenik stimulasyon

X1V



1. GIRIS

Kok hiicre kendini yenileme yetenegi olan ve farklilasarak yeni hiicreleri
olusturabilen klonal bir hiicredir. Kok hiicreler baslica embriyonik kdk hiicreler
(EKH) ve yetiskin tip kok hiicreler (YKH) olmak {iizere iki ana grupta
incelenebilirler. Yetigskin kok hiicreler, canli organizmalarda doku ve organlarda
bulunan kok hiicrelerdir. Yetiskin kok hiicreler kendilerini yenileme 6zelliklerine
sahiptirler ve ihtiyac halinde farklilasma gostererek doku ve organlarin tamirini,
yenilenmelerini ve yasamlarini devam ettirmelerini saglamaktadirlar. Son yillarda
yapilan arastirmalar birgok dokuda yetiskin kok hiicre bulundugunu
gostermektedir [1]. Mezenkimal kok hiicreler (MKH) yetiskin kok hiicre tipidir.
Stromal kokenli olmalari nedeniyle genel anlamda “destek hiicresi” 6zelligi
tagimalar, MKH’lerin tibbin bir¢ok alaninda kullanim potansiyeli tagimasinin
temelini olusturmaktadir. Doku mikrogevresinin (nis) énemli bilesenleri olmalari
ve ¢ogunlukla immiin sistem {iizerine baskilayict 6zellik tagimalarindan dolayi
biiyiik ilgi uyandirmaktadirlar. Ayrica gen aktarimi kolayligi nedeniyle kalitsal
hastaliklarla ilgili arastirmalarda ve bir¢ok klinik alandaki uygulamalarda da
kullanilabilmektedirler [2-8].

Organizmanin en zengin kok hiicre kaynaklarindan biri olan kemik iligi,
MKH’ler icin ana kaynak sayilmaktadir. Kemik iligi disinda bir¢ok dokudan da
MKH izole edilebilmektedir. Kemik/periost, kas dokusu, dis pulpast ve
maksillofasial dokular, karaciger, lipoaspirasyon materyalleri, kordon kani,
kordon stromasi, plasenta, amniyon sivisi, sinovial s1vi, hatta periferik kandan da
adezyon Ozellikleri nedeniyle ayristirilarak ¢ogaltilabilmeleri miimkiindiir [2-5, 9,
10]. Adipoz doku (yag doku) yetiskin kok hiicreler icin bol, kolay ulasilabilir ve
yenilenebilen bir kaynaktir. MKH’ler adipoz dokudan kollojenaz pargalanmasi ve
diferansiyel santrifiigasyon ile lipoemilim (liposuction) atiklarindan bile izole
edilebilir. Adipoz dokudan koken alan yetigkin kok hiicreler (AKH) adiposit,
kondrosit, miyosit, néronal ve osteoblastik hiicrelere farklilagabilen multipotent
hiicrelerdir. AKH’leri akut ya da kronik olarak yaralanmis dokularin
rejenerasyonu ve tamiri i¢in kullanilabilmektedirler. Bu hiicrelerin ve

etkinliklerinin tamamiyla anlasilabilmesi i¢in etkinligi yiiksek caligsmalara ihtiyag



duyulmaktadir [11, 12]. MKH’ler tiim bu biyolojik 6zellikleri nedeniyle hasarli
organ tamiri i¢in 6nemli bir potansiyel olusturmaktadir. Bu hiicrelerin yaygin
kullanimin1 zorlastiran en onemli faktér dokularda ¢ok az sayida olmalari
nedeniyle klinik kullanim i¢in in vitro olarak ¢ogaltilmalar1 geregidir. MKH’lerin
ortopedide meniskiis hasar1 tamiri ve osteoporoz tedavisinden, dis hekimliginde
implantlar, kardiyolojide miyokard enfarktiisii, spinal kord yaralanmalari, plastik
cerrahide yanik tedavisine kadar ¢ok genis potansiyel kullanim alam
bulunmaktadir [2, 5, 7, 13].

Viicudumuz kok hiicrelerin farklilagsmasi ile olusan bir organizmadir.
Dolayisiyla kok hiicrelerin iistiin rejenerasyon ve farklilagabilme yeteneklerinin,
cesitli nedenler ve hastaliklar sonucu ortaya ¢ikan bircok organ, doku ve hiicre
hasarinda kaybin giderilmesi, dokunun yeniden olusturulmasi ve hastaligin
ortadan kaldirilmasi i¢in kullanilabilecegi gercegi bircok arastiricinin ilgisini hizla
cekmis ve 6zellikle kemik iligi nakilleri ile baslayan, farkli kok hiicre kaynaklarini
kullanan, artan hizla devam eden yogun arastirma ve uygulamalar ortaya ¢ikmis
ve bdylece “rejeneratif tip” kavrami gelismistir [6, 14, 15]. Rejeneratif tibbin
gelismesine paralel olarak kok hiicre kullanilan tedavilere ilgi hizla artmaktadir.
Diger kok hiicrelerin sahip olduklar1 6zelliklere ek olarak trans-farklilasma
kapasiteleri nedeniyle mezenkimal kok hiicreler, digerlerine gore ¢cok daha fazla
ilgi ¢cekmektedir. Yakin zamanda yiiriitilen calisma sonuglart yag dokusunun
yetiskin MKH’ler i¢in yeni ve bol bir kaynak olabilecegini gostermektedir [13,
14, 16].

Kok hiicre tasiyicilart  olarak gelistirilmis biyomalzemeler, doku
yenilenmesi i¢in uygun mikrogevre saglayan, alternatif doku esdegeri kullanigh
bir kaynak olarak kabul edilmektedir [17]. Hiicrelerin ve dokularin temel
fonksiyonel alt birimleri nano boyutta oldugundan nanobiyoloji ve nanoteknoloji
uygulamalarinin da “rejeneratif” tipta ayr1 bir 6nemi vardir. Kok hiicreler, ¢ok
yonlii farklilagabilme kabiliyetleri ve g¢ogalabilme yetenekleri nedeniyle doku
miihendisliginde ve rejenerasyonda umut verici hiicre tipleridir. Insan mezenkimal
kok hiicrelerinin biyolojisi, ¢ogalmasi, farklilagsmasi, hiicre-hiicre etkilesimleri,
ekstraselliiler biyofaktorlerle sinyalizasyon ve transkripsiyonal ve epigenetik

olaylar tarafindan karmasik bir sekilde diizenlenmektedir [18]. Son zamanlarda



artan caligmalarla kok hiicre ve biyomalzemeler interdisipliner ¢alismalarda
bulugsmaktadir. MKH’ler ve biyomalzemelerle yapilacak c¢aligmalarla bu
etkilesimlerin daha ayrintili agiklanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Rejeneratif tibba 151k tutmakta olan alanlardan bir tanesi de implant
materyalleri ile ilgili calismalardir. Ortopedik implantlar birgok iilkede eklem
hastaliklar1 olan kisilerin eklem fonksiyonlarini yerine getirmelerine ve agrilarini
azaltmaya yardimc1 olmak amaciyla kullanilmaktadir [19, 20]. Implantlarin klinik
basarisi, doku g¢evresiyle stabil bir ara yiizey yaratilarak artirilabilir. Sert doku
yerine gececek olan uygun implant ideal olarak biyoaktif olmali, kemik ve
implant ylizeyi arasinda kimyasal bir bag olusturmalidir. Bu anlamda camlar,
seramikler, cam-seramiklerden ve kompozitlerden olusan materyaller biyoaktif
materyallerdir. Kalsiyum fosfat seramikler ve hidroksiapatit (HAP), kemigin
yapisindaki  mineral bilesimine benzer materyaller olduklart  kadar
biyouyumluluklar1 nedeniyle de iiretim i¢in ideal biyomalzemeler olarak
kullanilabilirler [21].

Biyomalzeme yiizeyi ve biyolojik doku yiizeyi arasindaki iliski kemigin
implant1 kabuliinde kritik bir rol oynamaktadir. Kompozisyon, kalinlik, porozite
gibi spesifik ylizey Ozellikleri, hiicreler ve implant materyali arasindaki iliskiyi
etkilemektedir. Dolayisiyla osteoblast adezyonu ylizey kimyasina ve yiizey
yapisina bagli olarak degismektedir. Hiicre adezyonu, osteoblastlarin
proliferasyonu ve farklilagabilmesi i¢in kemik dokusu olusumundan once temel
bir olaydir. Giliniimiizde geleneksel yoOntemlerle kararli hale getirilmis
nanomalzemelerin implant olarak kullanimi yayginlasmistir. “Nanomalzeme”
olarak isimlendirilen nanoboyutlu materyaller, genellikle ¢ok kiiciik bilesenlerden
olusan ve en az boyutu 1-100 nm araliginda olan yapisal 6zelliklerle (partikiil, lif
ve/veya graniil) tanimlanmaktadir. Nanomalzemeler, nanoboyutlar1 nedeniyle
konvensiyonel (geleneksel) malzemelerle karsilagtirildiginda yeni 6zellikler
sergileyen; metaller, seramikler, polimerler veya kompozit malzemeler olabilirler

[22, 23].



1.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, halk arasinda ve bilim diinyasinda biyolojideki diger
konulardan ¢ok daha fazla ilgi uyandirmaktadir. Bunun nedenlerinden birisi kok
hiicrelerin birgok hayali gergeklestirebilecek, cesitli dejeneratif hastaliklar igin
yeni tedavi yollar agabilecek essiz 6zellikleridir. Kok hiicre biyolojisi alani hizla
biiylimesine ragmen, kok hiicrenin kendi dogasinda oldugu gibi karmasikliklar1 ve
anlagmazliklar1 da beraberinde getirmektedir. Bu kanisiklik genellikle kok
hiicreleri tanimlamak ve siniflandirmak ic¢in kullanilan kendine has terimler ve
tanimlarla ilgilidir. Tanimlar ve siniflandirmalar her ne kadar siirlayici olsa da,

ortak bir anlam ve deneysel standardizasyon sagladiklarinda yararli olabilirler

[24].
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Sekil.1.1. Kok hiicrelerin rejeneratif tipta kullanim alanlari [25].

Bu acidan bakildiginda kok hiicre fonksiyonel olarak kendi yedegini
meydana getirebilen ve aymi zamanda yenilenecek dokunun ihtiyaci olan ve
farklilasma ydniinde ilerleyecek olan hiicrelere doniisebilme kapasitesindeki hiicreler
olarak tanimlanabilir. Daha agik ifade etmek gerekirse; daha sinirli potansiyele sahip
hiicreler (farklilagmis hiicreler) olusturmanin yani sira kok hiicreler, kendilerinin

aynisi olarak tanimlanabilecek yavru hiicreler olusturabilirler (kendini yenileme).



Embriyonik ya da fetal kok hiicreler i¢in basit ve genis bir tanimlama belki yeterli
olabilir, fakat diger kok hiicre tiplerini (yetiskin kok hiicreler) tanimlamaya
calistigimizda bu tamimlama gegerliligini yitirmektedir. Kok hiicre tanimina dahil
edilmesi gereken diger fonksiyonel parametre “potensi” ya da onun farklilasmis
hiicre soylar1 tiretme potansiyelidir. En basitce kok hiicreler a) kendini yenileme, b)
farkli hiicrelere farklilasma (potensi), ¢) klon olusturma (klonite) yetenegine sahip

hiicreler olarak tanimlanabilir. [24, 26, 27].
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Sekil.1.2. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagsma kapasiteleri [28].

Yetiskin kok hiicreler, fetal kok hiicreler ve embriyo kok hiicresi temel kok
hiicre tipleri olarak sayilabilir. Embriyonik kok hiicreler ve yetiskin kok hiicreler
disinda kalan pluripotent kok hiicreler su sekilde de siniflandirilabilir; epiblast kdk
hiicreleri, embriyo karsinoma kok hiicreleri, embriyo germ hiicreleri ve ilkel cinsiyet
hiicreleri [26].

Yeni terapilerin gelistirilmesini hedefleyen kok hiicre arastirmalar sasirtici

bir hizla ivme kazanmis ve gelismeye devam etmektedir. Kok hiicre biyolojisi



arastirmalart her ay blyiik dergilerin sayfalarim1 kaplayan carpici gelismeler
ortaya ¢ikaracak yeni platformlar dogurmaktadir [24].

Kok hiicre c¢alismalarinda John Gordon ve arkadaglarinin oositleri
kullanarak amfibi hiicrelerinin yeniden programlanmasi iizerinde yaptiklar
calismalar ¢ok onemli bir doniim noktasidir ve memeli somatik hiicresine ait
niikleusun ayni tiirdeki oositin i¢ine sokuldugunda totipotent embriyoya yeniden
programlanabildigini gdsteren lan Wilmut ve arkadaslarinin caligsmasini
giiclendirmislerdir. Martin Evans ve arkadaslar1 (1981) ise bir embriyodan
blastosit asamasinda izole edilen hiicrelerin pluripotent embriyonik kok hiicrelere
dontisebildigini gostermislerdir. Kok hiicre ile ilgili kesiflerin arasinda gezinecek
olursak bircok biiyiik bilim adami sayabiliriz. Bunlar arasinda fare ve insanlarda
yetiskin hematopoetik kok hiicre kesfi ile Irv Weismen dikkat ¢ekmektedir.
Farelerde kok hiicre klonlama ve insan embriyonik kok hiicre hatt1 kesfi ile James
Thomson (1998) tiim bilinenleri bir potada eritmistir. En 6nemlisi Shinya
Yamanaka’'nin (2006) dort kritik transkripsiyon faktoriinii kullanarak somatik
hiicrelerin pluripotensi i¢in yeniden programlanabilecegini (uyarilmis pluripotent
kok hiicreler) gostermesidir. Ayrica, Arthur Caplan kemik iliginden izole ettigi
mezenkimal kok hiicreleri kemik, kikirdak ve yag dokuya doniistiirerek, onlarin

multipotent kapasitelerini gdstermistir [24].

1.1.1. Embriyonik kok hiicreler (EKH)

1981 yilinda Evans ve Kaufman tarafindan fare blastokistindeki, 1998
yilinda ise Thomson ve ark. tarafindan insan blastokistindeki i¢ hiicre kitlesinden
(IHK) veya epiblasttan ayristirilan hiicrelerin in vitro ortamda cogaltilmasi ile EKH
elde edilmistir. Bu hiicreler tekrar blastokiste yerlestirildiklerinde in vivo olarak
[HK ne katilip tiim germ hiicresi tiirlerine farklilasabildikleri i¢in pluripotent olarak
nitelendirilmektedirler [26, 27].

Kok hiicre zincirinin en basinda iki haploid gametin (spermatozoon ve
ovosit) bir araya gelisiyle meydana gelen zigot bulunur. Zigotun 5-6 kez

boliinmesiyle blastokist olusur. Embriyonik kok hiicreler blastokist denilen 4-5



giinliilk embriyonun i¢ hiicre kiitlesinden elde edilirler. Blastokist, embriyonun
rahim duvarina yerlestirilmeden onceki sathasidir. Bu sathada embriyo 150-200
hiicreden olusan ve dis kisminda yuvarlak daire olusturacak sekilde dizilmis
hiicreler (trofekdoderm) sivi dolu bir kavite (blastosel) ve i¢ kisminda bir kiime
hiicre igeren bir yap1 seklindedir. EKH’lerden hiicre kiiltiirii olusturabilmek igin
blastokistin dis kismi ¢ikarilir ve i¢ hiicre kiitlesi elde edilir. Bu hiicrelerin kiiltiire
edilmesi sonucunda pluripotent kok hiicreler elde edilir. Pluripotent 6zellige sahip
bir kok hiicre kendini yenileme 06zelligine sahiptir ve pek c¢ok viicut hiicresine

donitisebilir [29-31].

1.1.2. Yetiskin kok hiicreler

YKH’ler erken embriyo gelisimini tamamlamis bir organizmada bulunan
kok hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Yetiskin organizmadaki c¢ogalan gecici
hiicrelerin 6nciisii olan bu hiicreler, hasarlanan dokularin yenilenmesinde de gorev
alir. YKH’lerinin, diger tiim kok hiicreler gibi iki 6nemli 6zelligi vardir. Birincisi,
uzun siire kendilerini kopyalayabilme o6zelligine sahiptirler. ikincisi, 6zel bir
fonksiyonu ve morfolojisi olan spesifik bir hiicreye doniisebilirler. Kok hiicreler
diferansiye olmadan once ara bir satha gegirirler. Bu sathadaki hiicrelere oncii
veya progenitor hiicre adi verilir. Fetal ve yetiskin dokudaki progenitor hiicreler
yar1 farklilagmislardir ve boliinerek olgun hiicrelere diferansiye olabilirler, yani
multipotenttirler. Yetigkin tip kok hiicreler dokularda az sayida bulunurlar.
Oncelikli gorevleri bulunduklar1 dokuda hiicre 6liimii veya doku hasar1 meydana
geldiginde kismen dokuyu tamir etmektir. Bulunduklar1 ortama gore farkli
davramis gosterirler. Ornegin; hematopoetik kok hiicreler olgunlasmis kan
hiicrelerine doniismek {izere kemik iligi tarafindan siirekli iretilirler. Bu
hiicrelerin en 6nemli gorevleri kan hiicrelerini yenilemektir. Bunun tersine ince
barsaktaki kok hiicreler sabittir ve fiziksel olarak olusturduklari olgun hiicrelerden
kolaylikla ayirt edilebilirler. [24, 26, 27]. YKH’ler beyin, kemik iligi, periferal

kan, kan damarlar, ¢izgili kas, deri, dis, kalp, bagirsak, karaciger, ovaryum



epiteli, adipoz doku pankreas, karaciger ve testis gibi bircok dokuda
bulunmaktadir [32].

Bir hiicrenin yetigskin tip kok hiicre olarak tanimlanabilmesi i¢in, o
hiicrenin  organizmanin yagami boyunca kendini yenileyebilmesi ve
klonlanabilmesi gerekir, diger bir deyisle ihtiya¢ oldugunda olgunlagmis hiicrelere
dontisebilecek, kendisiyle ayni genetik 6zelliklere sahip hiicreler iiretebilmeleridir.
Doniistiigii hiicrelerin tamamiyla olgun bir hiicre fenotipinde olmasi, bulundugu
dokuya entegre olmasi ve o dokuya ait fonksiyonu yerine getirebilmesi gerekir.
Fenotip terimi, o hiicreye ait gozlenebilen tiim 6zellikleri igerir. Bunlar; hiicrenin
sekli, diger hiicrelerle olan iliskileri ve bulundugu ortam, hiicre yiizeyinde
bulunan proteinler ve hiicrenin davranislan ile ilgilidir. YKH’de gordiigiimiiz
diger bir 6zellik de plastisitedir. Ornegin, ektoderm kokenli bir kok hiicrenin in
vivo ve/veya in vitro ortamda uygun kosullar saglandiginda endoderm veya
mezoderm kokenli hiicrelere doniisebilmesi bu hiicrelerin plastisite 6zelliginden
kaynaklanmaktadir [26].

YKH’ler bulundugu veya koken aldigi dokuya gore Mezenkimal Kok
Hiicreler (MKH) olarak da smiflandirilabilirler. “Mezenkimal” terimi, epiblastin
farklilasmasindan baglayarak embriyonun gelismesinde ve daha sonra fetiisiin
yasaminda Onemli yer tutan, gevsek bag dokusu yapisindaki dokulara verilen
isimdir. Bu dokuyu olusturan hiicreler fenotip olarak ¢evresindeki gevsek yapili ve
bol sulu hiicre dis1 matriks ortami iginde serbest hareket edebilen ¢ok yiizlii, ince
uzun uzantiya sahip hiicrelerdir [26]. Friedenstein ve arkadaslar1 (1970) kemik
iliginde hematapoetik olmayan aderent bir grup oncii hiicre bulundugu ve bu
hiicrelerin in vitro ortamda fibroblast kolonisi olusturma yetenegine sahip oldugunu
gostermislerdir. Daha sonra tek bir koloniden ayristirilip in vitro olarak osteoblast,
adiposit ve kondrosite farklilastigi gosterilen bu hiicreler Mezenkimal Kok Hiicre
(MKH) olarak adlandirilmistir [33]. Giliniimiizde bu hiicreler i¢in, 2008 yilinda
Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi’nin (International Society for Cellular
Therapy, ISCT) belirledigi CD73, CD90 ve CD105 molekiilleri bulunsa da, bu
belirteglerin bu hiicrelerin tiim etkinliklerini ve kdkenlerini ifade etmekte yetersiz

kalmas1 nedeniyle heniiz ortak bir belirtegten s6z edilememektedir [26, 34].



MKH’ler, insan viicudunun o6zellikle damardan zengin bag dokusu igeren
dokularindan elde edilmektedir. Elde edildigi doku, yas, cinsiyet gibi parametreler
MKH’lerin elde edilme miktarini ve kalitesini etkilemektedir [26].

1.1.2.1.insan adipoz doku kaynakh mezenkimal kék hiicreler GAKH)

Kok hiicre biliminde ortaya c¢ikan son gelismelerle tasarlanan
biyomalzemelerin kombinasyonu doku hasarinin onarilmasinda kok hiicrelerin
kullanilmasina olanak saglamaktadir. Mezenkimal kok hiicreler, bag dokusunda
ve postnatal organlarda bulunan mezoderm tiirevli hematopoetik olmayan yetiskin
tip kok hiicrelerdir [13]. Kemik iligi stromasindan elde edilen MKH’ler uzun
yillardir osteojenik, kondrojenik, adipojenik ve endotelyal hiicrelere farklilagma
kapasitesi olan nedeniyle hiicresel terapi ve rejeneratip tip i¢in en iyi ¢alisiimis
MKH kaynagidirlar [35].

Son yillarda mezenkimal kok hiicreler trabekiiler kemik, sinovyum, gébek
kordonu, peridontal ligament ve diger dis dokulari, iskelet kasi, kordon kani ve
deri gibi diger dokulardan izole edilmektedir. Bu kaynaklardan elde edilen kok
hiicreler degerli olmasina ragmen, bu dokularda sinirli miktarda bulunmasi ve
elde edilen hiicre sayisinin azligi, klinik ya da preklinik kullanimdan 6nce ex vivo
cogaltma ya da daha fazla manuplasyon gerektirmek gibi bazi problemleri de
beraberinde getirmektedir. Aksine, mezenkimal kok hiicrelerin daha fazla sayida
elde edilebildigi diger bir popiilasyonu adipoz dokuda bulunmaktadir. Adipoz
kokenli kok/stromal hiicreler olarak isimlendirilen ve rejeneratif tip ¢alismalari
acisindan son derece umut verici olan bu hiicreler, 2004 Tkinci Y1llik Uluslararasi
Yag Uygulamasi Teknolojileri Toplantisi’nda (Second Annual International Fat
Applied Technology Society Meeting in 2004) rejeneratif tip toplulugu tarafindan
adipoz dokuda tanimlanmistir [13]. Ortaya ¢ikan kanitlar adipoz dokunun en
zengin ve en kolay ulasilabilir MKH kaynagi oldugunu gostermektedir [36]. Bu
hiicrelere, adipoz kokenli kok hiicresi, adipoz kokenli yetigkin kok hiicresi, adipoz
kokenli yetiskin stroma hiicresi vb. gibi bir¢cok farkli isim verilmistir. Bu

isimlendirme literatiirde kargasaya neden oldugu i¢in Uluslararas1 Yag Uygulama



Teknolojileri Dernegi bu hiicreleri adipoz kokenli kok hiicreler (AKH) olarak
tanimlamay1 uygun gormiistiir. Adipoz doku kokenli kok hiicrelerin anjiyojenezi
tesvik etme, biliylime hormonlar1 salgilama, inflamatuvar siireci diizenleme ve
bir¢ok hiicre tipine farklilagabilme kapasitesi vardir [37]. Kemik iligi mezenkimal
kok hiicrelerinin izolasyonu olduk¢a agrili ve hasta icin enfeksiyon riski
icermektedir. Insan viicudunda yaygin olarak bulunana adipoz dokudan MKH
izolasyonu ise genellikle hastay1 ya da vericiyi rahatsiz etmeden lipoaspirasyon
materyallerinden yapilabilir. Ayrica, rejeneratif tipta kullanimi i¢in ¢ok dnemli bir
faktor olan, elde edilecek kok hiicre miktar1 diger kok hiicre depolarina gore
adipoz dokuda ¢ok daha fazladir. 1 gram adipoz dokudan 5X10° MKH izole
edilebilir ki bu rakam esit miktardaki kemik iliginden elde edilen hiicreye gore
500 kat daha fazladir [38]. Genellikle, hiicre izolasyon protokolii, dokunun
(lipoaspirat ya da pargalanmis yag/adipoz doku) kollojenaz ile parcalanmasi ve
yogunluga dayali santrifiijlenmesini takiben stromal vaskiiler fraksiyon (SVF)
pelletin monolayer olarak kiiltiir kabina ekilmesi islemlerini igerir. Yapisan
(aderent) hiicre populasyonu ¢ogaltilip ¢esitli deneylerde kullanilabilir [9, 13].
Glniimiizde temel olarak MKH’lerin immiinfenotiplendirmesi igin

kullanilan belirtecler sunlardir:

Cizelge.1.1. Mezenkimal kok hiicre belirtegleri [10, 38, 39].

Pozitif | Negatif

CD105 | CD45

CD73 CD34

CD90 CD14 veya CD11b

CD 44 CD79a veya CD19
HLA-DR

1AKH’lerle yapilan ¢aligmalarin giderek artmasina ragmen, izolasyon ve
kiiltiir prosediirleri bir¢ok laboratuvarda farklilik gostermektedir ve bunlarin
standardizasyonu kalite kontroliinli artirabilir ve farkli calismalar arasindaki
karsilastirmay1 kolaylastirabilir. Baslangictaki hiicre kiiltiiri kompozisyonunu
etkileyebilecegi icin hem izolasyon sirasinda hem de hiicrelerin kiiltiire

edilmesinde kullanilan yontemlerde ve izolasyon kalitesindeki farkliliklardan
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dolay1 laboratuvar caligmalarinin sonuglarinda farkliliklar goriilmektedir. Hiicre
kiltlirii bazal medyumu genellikle epidermal biliylime faktorii, fibroblast biiyiime
faktorii-2 ve/veya TGF- B ile desteklenen %10 fetal buzagi serumu igerir. Bazi
protokoller ayr1 baslangi¢ ve alt pasaj hiicre yogunlugu 6nermektedir. Verici yast,
cinsiyeti, viicut kiitle endeksi, etnik ve tibbi ge¢mis gibi ilk izole edilen hiicre
kiltiirii icerigini etkileyebilecek diger degiskenler standardize edilemeyebilir. Bu
nedenle 1IAKH’lerin izolasyon ve Kkiiltiire edilme yontemlerinin standardizasyonu
farklt laboratuvarlardan elde edilen sonuclarin tekrar edilebilirligini ve

giivenilirligini maksimize etmek i¢in ¢ok dnemlidir [13].

.h.hrak gen terapi:

Sekil.1.3. Adipoz MKH’lerin farklilasma potansiyelleri ve kullanim alanlar [40].

Olgun adipositler disinda kalan hiicreler toplulugu Stromal Vaskiiler
Fraksiyon (SVF) olarak isimlendirilmektedir ve adipoz stromal kok hiicreler,
perisitler, vaskiiler endotel hiicreler, fibroblastlar, kan kokenli hiicreler ve
preadipositler gibi oldukg¢a heterojen bir hiicre popiilasyonu igermektedir [36].
SVF hiicre poplilasyonunun tam karakterizasyonu Yoshimura ve arkadaslari

(2006) tarafindan yapilmistir [41]. Plastik kiiltiir kabina yapisabilen fibroblastlar
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gibi, alt pasajlanma islemleri sirasinda yapisma o6zelligi gostermeleri nedeniyle
1AKH’ler diger hiicrelerden ayrilabilirler.

Kiilttire edilen iAKH’ler yikama islemlerine tabii tutularak saflastirilabilir
[42]. Ayrica iAKH’lerin izolasyonu ve spesifik alt kiiltiirlerin saflagtirilabilmesi
icin spesifik hiicre ylizey markirlar1 kullanilarak immunomagnetik veya akim
sitometrisine dayali ayirim uygulanabilir. Fakat kiiltiire etme prosediiriinde
yapilabilen modifikasyonlara bagli olarak analiz edilen ylizey markirlart biiyiik
oranda heterojenite gostermektedir [13, 42]. Hiicre fenotipi pasaj numarasindan ve
hiicre saflastirma yontemindeki farkliliklardan da etkilenebilir. Mitchell ve
arkadaglar1 (2006) CD1, CD14, CD45 ve diger markirlarin ekspresyonlarina bagh
olarak kullandiklar1 akim sitometrisinde SVF’den daha sonraki pasajlarda
kaybolan hematopoetik kokenli hiicreler tanimlamiglardir. Bu markirlarin kaybi
yapisan hiicreleri temsil etmediklerini gostermektedir. Ayrica, SVF hiicrelerinde
izolasyonun erken basamaklarinda CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105,
CDI166 gibi klasik stromal hiicre markirlart oldukga diisiik seviyelerde
goriilmektedir ve dordiincii ya da besinci pasajdan sonra stromal markirlarin
seviyesinin devamli  olarak yiikselerek homojen bir profil oldugu
varsayllmaktadir. Buna benzer gecici bir ekspresyon ornegi insan kemik iligi
mezenkimal kok hiicrelerinde de rapor edilmistir. iIAKH kiiltiirlerinin karmasikligi
cesitli alt kiiltiirleri kanstirarak farkli  seviyedeki iAKH markirlarinin
ekspresyonlarinin ve ayirt edici farklilagma potansiyellerinin gosterilmesiyle Rada
ve arkadaglarinin (2011) c¢alismasinda ortaya konulmustur. iAKH alt kiiltiirleri;
CD29, CD44, CD49, CD73, CD90, CD105, P75 ve STRO-1 i¢in spesifik
immunomagnetik bilyeler kullanilarak izole edilmislerdir ve kondrojenik ya da
osteojenik hiicre hatlarma farklilagma potansiyelini degerlendirebilmek igin bu
hiicrelere spesifik medyumla kiiltiire edilmislerdir. Izole edilen iAKH alt
kiiltiirleri i¢inde STRO-1 igeren kiiltiirler en yiiksek osteojenik potansiyele sahip
olanlar, CD20 ve CDI105’nin ekspresse edildigi kiiltiirler de kondrojenik
farklilasma potansiyelin en yiliksek oldugu kiiltiirlerdir. Bu bilgi acikc¢a
gostermektedir ki; cesitli kok hiicre alt popiilasyonlarindan olusan adipoz dokudan
elde edilmis SVF in vitro ortamda kondrojenik ve osteojenik farklilasma profili

sergilemektedir. Bu nedenle, bu alt kiiltiirler rejeneratif tipta kemik ve kikirdak
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uygulamalar1 ile ilgili yapilacak caligmalarda kullanilmak i¢in en uygun

kiltiirlerdir [9, 13, 38].

1.2. Kemik Dokusu

Kemik; organik ve inorganik elementlerden olusmaktadir ve agirliginin
yaklagik olarak %20’sini su molekiilleri olusturmaktadir. HAP kristalleri,
osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar, hematopoetik hiicreler, kollojen lifler, kan
damarlar1 ve sinirlerden olusan kemik, insan viicudunun en sert dokularindan
birisidir. Hiicrelerden, liflerden ve temel maddeden olusan bag dokularina benzer,
ancak kemikte hiicre dis1 matriks kalsifiye olmustur [43, 44].

Saglikli yetiskin insanlarda, kemik homeostazi oldugu kadar, kemik gelisimi
de cesitli kemik hiicre tipleri tarafindan uyumlu bir sekilde koordine edilmektedir.
Kemik gelisimi kemige Onciiliik edecek olan dokunun kikirdak olup olmamasina
gore intramembrandz ve endokondral kemiklesme olarak iki sekilde siniflandirilir.
Kondrositler kemik gelisiminin ilk asamalarinda ger¢eklesen endokondral (kikirdak
ici) kemiklesme sirasinda uzun kemiklerin biiylimesinden sorumludurlar.
Endokondral kemiklesmede fetal donem boyunca ve postnatal yasamda, dnce
kikirdaktan olusan bir kemik modeli sekillenir. Daha sonra bu kikirdak model
kemik dokuyla yer degistirir. MKH’lerin kemigin olusacagi bolgeye gelip burada
bir yogunluk olusturmalar1 ile kikirdak model sekillenmeye baglar. Olusan bu
mezenkimal yogunlasma sonrasinda, mezenkimal hiicrelerden, kondrositler
farklilasir [45, 46].

Kafatasinin yasst kemikleri ile mandibula ve klavikula kemikleri
intramembrandz kemiklesme ile meydana gelir. Intramembranéz kemiklesme,
kikirdak hiicrelerinin herhangi bir etkisi olmadan MKH’lerden farklilagsan
osteoblastlarin ~ fonksiyonel olarak kemik dokuyu olusturmalart ile
ger¢ceklesmektedir. Kemik ekstraselliiler matriksini depolayan osteoblastlar
kemikleri olusturan hiicrelerdir. Osteoblastlar zamanla kemik matriksinde yer alan
ve gerektiginde kemik olusumunu dengeleyen mekanik sensorler olarak is goren

osteositlere farklilagirlar. Kemik olusumu, kemik matriksini degrede ederek matrikse
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gomiilii hormonlar, sitokinler, bliylime faktorleri ve kalsiyumu serbest hale getiren
kemik “resorbing” osteoklastlar tarafindan dengede tutulur. Gelisim boyunca kemik
olusumunun kemik yikimindan (rezorpsiyon) fazla olmasi, kemik kiitlesinin artistyla
sonuglanir. Kemik olusumunun bu baglangi¢c asamasinin ardindan, kemigin yeniden
diizenlenmesi devam eder ve homeostazis, kemik olusumu ve kemik yikiminin
stirekli olarak ayarlanmasiyla devam ettirilir. Bu hassas denge, osteoporoz gibi yasa
bagl olarak ortaya cikan pek cok litik kemik hastaliklarinda ya da inflamasyona ve
kansere bagli kemik kaybinin goriildiigii durumlarda oldugu gibi, kemik kaybini
onlemek i¢in siki bir kontrol gerektirmektedir. Kemik olusumu ve yikimi arasindaki
denge biiyiik olciide osteoblast ve osteoklast onciil hiicrelerinin farklilagmasinin siki
bir kontroliiyle diizenlenmektedir. Osteoklastlar hematopoetik sistemin bir pargasi
olan monositik Onciil hiicrelerden koken alirken, osteoblastlar mezenkimal kok
hiicrelerden koken almaktadirlar [45, 46].

Osteoblastlara ek olarak kondrositler, adipositler, fibroblast hiicreleri ve
monositler de mezenkimal kok hiicrelerden kdken almaktadirlar. Mezenkimal onciil
hiicrelerin farklilasmis ve tamamen fonksiyonel hiicrelere farklilasma siiregleri
anahtar transkripsiyon faktorleri ve onlarin kofaktorleri ile kontrol edilmektedir. Her
spesifik mezenkimal kokenli hiicre ona 6zgii transkripsiyon faktor isaretine sahip
olmasmin yani sira ortak bircok transkripsiyon faktoriine de sahiptir. Spesifiklik
farkll transkripsiyon faktorii aglari arasindaki fonksiyonel igbirliginin uyumuna ve
icerigine bagli olarak kazanilmaktadir. C/EBPp en az li¢ mezenkimal hiicre hattinda
anahtar rol oynayan bir transkripsiyon faktdrii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. ilk defa
adiposit hiicrelerinde bir transkripsiyonel aktivator olarak tanimlanmasina ragmen
C/EBPp kondrosit ve osteoblastlarin farklilasmasi ve biiyiimesini diizenledigi ve
reseptor ya da aktivatdr olarak her ikisinin fonksiyonunu diizenleyebilecegi de
bilinmektedir. C/EBPB’nin bu ¢esitli fonksiyonu farkli protein izoformlar1 ve post-
translasyonel C/EBP modifikasyonlarina baghdir [46].

Mezenkimal kok hiicrelerin ¢ok fazla hiicre tipine farklilagma kapasiteleri
(multi-lineage) rejeneratif tipta onemli bir odak noktasidir. Ozellikle yash
populasyonun ¢ok biiylik bir kismimi etkileyen dejeneratif kemik hastaliklarinda
alternatif bir tedavi olarak rejeneratif tip gelistirilmektedir. Rejeneratif tipta

dejeneratif kemik hastaliklar ile ilgili olarak gelistirilmekte olan alternatif tedaviler
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temel olarak kemik hastaliklarinda en ¢ok etkilenen hiicre tipleri olarak kondrositleri
ve osteoblastlar1 hedef almaktadir. Monositler ve fibroid kdkenli hiicreler (tendon,
ligament ve stromal hiicreler) de MKH’lerden koken almasina ragmen, C/EBPB’ nin
bu hiicrelerdeki olas1 fonksiyonu kesin olarak bilinmemektedir [46].

Osteojenezisin baglangici ve devami i¢in “runtrelated transcription factor 2
(Runx2)” ve “transcription factor osterix (Osx)” gerekmektedir. Runx2’nin
“Mitogen-activated protein kinase (MAPK)” yolagt araciligiyla post
transkripsiyonal regiilasyonu “extracellular signal regulated kinases” 1 ve 2 (Erk1
ve Erk2) Runx2’nin aktivitesini artirir. Ayrica, “bone morphogenetic protein 2”
(BMP2) gibi proteinler osteojenezi artirirken, adipojenezi inhibe eder.
Osteojenezin markirlar: arasinda alkalen fosfataz ve osteokalsinin ekspresyonunda
artis yer almaktadir ve olgun osteoblastlar minerilize matriks depolanmasiyla
karakterize edilmektedir [47].

Alkalen fosfataz, osteokalsin, osteonektin, kollojen tip I ve osteopontin
(kemik sialoprotein I) osteoblastlar tarafindan ekspresse edilen en 6nemli genler
olarak sayilabilir. Alkalen fosfataz membrana bagli bir proteindir ve erken
osteogenez isareti olarak degerlendirilmektedir. Osteokalsin kalsiyum iyonunun
baglanmasindan sorumludur, ileri satha kemik olusumunun bir isaretidir.
Osteokalsinin kollojene baglandig1 ve osteoblast proliferasyonunda regiilator olarak
is gordiigi bilinmektedir. Kollojen tip I HAP’a baglanan temel kemik matriks
proteinidir. Kemik sialoproteini olarak da bilinen ve aspartik asit, glutamik asit gibi
asidik aminoasitler bakimindan zengin olan osteopontin HAP kristalinin
cekirdeklenmesinden sorumlu oldugu i¢cin kemigin minerallesmesinde ¢ok biiyiik
onem tagimaktadir. Matriksin minerallesmesi, HAP 1n ¢ekirdeklenmesi, hiicrenin
tutunmast ve kalsiyuma baglanmasinda, hiicre sinyalizasyonu ve kollojen

baglanmasinda rol oynadigi bilinmektedir [44, 48].

1.3. Biyomalzemeler

Biyomalzemelerin tipta kullanimi  uzun bir gecmise sahiptir.

Biyomalzemeye iliskin ilk tanimlama, Williams tarafindan 1987’de “biyolojik
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sistemlerle etkilesebilmesi amaciyla kullanilan cansiz medikal araglar” seklinde
yapilmistir. “Biyomalzeme” kelimesi her ne kadar 20. yiizyilin ortalarinda
yasamimiza girmis olsa da kullanimi ¢ok daha eskilere dayanmaktadir.
Biyomateryallerin tibbi amach ilk kullammi M.O. 3000’li yillarda Misir’da
ketenlerin dikiste kullanim1 ve M.S. 600’de deniz kabuklularinin yapay dis olarak
kullanimina kadar gitmektedir [49].

Biyomalzemeler, bir biyo-ortamda istenilen fonksiyona uygun olarak
tasarlanan sentetik ya da dogal malzemelerdir. 1960-1970 yillarinda ilk nesil
materyallerin insan viicudunda kullanilmak {izere kesfinden sonra sentetik
biyomalzemeler ilgi odag1 olmaya baslamistir. Bir viicuttaki dokunun fonksiyonunu
yerine getirmek ya da iyilestirmek amaciyla iretilen bir biyomedikal implantta,
materyalin mekanik 6zellikleri, dizayn1 ve biyouyumlulugu 6nem kazanmaktadir.
Secilen materyalin elastisite, stineklik, tokluk, stress vb gibi birka¢ mekanik 6zelligi
kullanim amacina uygun olmalidir. Uygun formdaki materyalin diisiik maliyetli
olmasi ve istenilen sekli alabilmesi beklenmektedir. Uygun implant malzemesi
tasarimmnin istenen dayaniklilik, islevsellik ve biyolojik yaniti saglamasi gerekir.
Dayaniklilik ve islevsellik materyalin “bulk” 6zelligine bagliyken, biyolojik yanit
yiizey kimyasina, yiizey topografisine, piiriizsiizliige/piiriizliiliige, yiizey yiikiine ve
ylizey enerjisine baghidir. Biyouyumluluk, implant materyalinin herhangi bir
olumsuz yanit olmaksizin ¢evre dokular tarafindan kabul edilmesi olarak
tanimlanabilir. Bu nedenle implant materyali; toksik ve karsinojenik olmamali,
viicutta yabanci maddeye karsi hi¢ reaksiyona nden olmamali ya da c¢ok az
reaksiyona neden olmali ve kimyasal olarak stabil ya da korozyona karsi direncli
olmalidir [50].

Bir hiicrenin; farklilagsma, proliferasyon, gog, apoptoza girme ya da diger
spesifik fonksiyonlar1 yerine getirmek i¢in karsimiza ¢ikan son durumu, hiicrenin
bulundugu ortam ve ESM bilesenleri ile molekiiler etkilesimine karst bir yanittir
[51]. Bu nedenle viicuda yerlestirilen implant materyalinin biyouyumlulugunu
saglayacak olan fiziksel, kimyasal ve mekanik ozellikleri, onunla karsilagsacak

hiicrenin tepkisi agisindan ¢ok 6nemlidir.
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1.3.1. Nanomalzameler

Nanoteknoloji  alani, son yillarda insanlarin yasam standardini
yiikseltebilmek amaciyla farkli sektorlerde ¢cok sayida uygulamalarda kullanilarak
diinya tzerinde hizli bir sekilde biliylimeye devam etmektedir. Malzeme
boyutundaki kiigiilme, yapiya farkli ya da ekstra olarak pek ¢ok ozellik
katmaktadir. Yiizey alaninin artmasi ve malzemenin boyutunun diismesinden
dolay1 6n plana ¢ikan kuantum etkilerine bagli olarak nano yapilarin 6zellikleri
normal boyutlu yapilarinkinden farkliliklar gdsterebilir. Bunlarin  basinda
elektriksel, mekanik, kimyasal ve optik Ozellikler gelmektedir. Bu 6zelliklerden
dolay1 elektronik, optik, diagnostik, ila¢c gelisimi, implantlar, biyosensorler,
goriintiileme gibi endiistriler ve ayrica giines kremleri, tekstil, kozmetik, spor ve
aksesuarlar gibi tiiketici drlinleri de nanoteknolojinin kapsami igerisine
girmektedir [52].

Nanobiyolojiyi ve nanoteknoloji uygulamalarini anlamak ‘“rejeneratif”
tipta dnemlidir. Clinkii nano boyuttaki materyaller hiicrelerin ve dokularin temel
fonksiyonel alt birimleridir. Kok hiicreler, ¢ok yonlii farklilasabilme kabiliyetleri
ve ¢ogalabilme yetenekleri nedeniyle doku miihendisliginde ve rejenerasyonda
umut verici bir hiicre tipidir. Doku miihendisliginde temel gereklilik yeniden
tiretilecek dokunun ii¢c boyutlulugudur. Kemik doku miihendisligi ve
yenilenmesinde, MKH’lerin uygulanmasi1 ve nanomalzeme iskeleler yasanilan
zorluklara yeni bir cevap olarak kullanilabilir. MKH’lerin biyolojisi; ¢ogalmasi,
farklilagmasi;  hiicre-hiicre  etkilesimleri,  ekstraselliiler  biyofaktorlerle
sinyalizasyon ve transkripsiyonal ve epigenetik olaylar tarafindan karmasik bir
sekilde diizenlenmektedir [18].

Nanomalzeme olarak isimlendirilen nanoboyutlu materyaller, genellikle
cok kiictik bilesenlerden olusan ve/veya en az bir boyutu 1-100 nm araliginda olan
yapisal  Ozelliklerle (partikiil, lif ve/veya graniil) tanimlanmaktadir.
Nanomalzemeler; nanoboyutlart nedeniyle konvensiyonel materyallerle
karsilastirildiginda yeni 6zellikler sergileyen metaller, seramikler, polimerler veya
kompozit materyaller olabilirler. Nanomalzeme bilimi, onlarin ¢ekirdek ve yiizey

ozellikleri, geleneksel ¢ekirdek materyal davranigini yonetmeyen kuantum
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fenomeninden etkilenen materyallerin birlesiminin atomik seviyede kontrol
edildigi bir yaklagimidir [22].

Biyomolekiillerin tantmlanmis goze ¢arpan yetenekleri, nanomalzemelerin
essiz Ozellikleriyle birlestirildiginde; yeni doku yerine konan biyosensorler, hassas
teshis sistemleri ve kontrollii ila¢ dagitim sistemleri gibi biyolojik elektroniklerle
performansi biiyiik 6l¢iide yonlendirebilirler. Bu formlarin yani sira, biyomedikal
uygulamalar i¢in gelistirilen bir¢ok modifiye teknikle yapilan nanokaplamalar,
nanofilmler ve nanoyapili yiizeyler de bulunmaktadir. Nanomalzemelerin ¢ok
genis bir uygulama alan1 bulunmaktadir [22].

Canl1 dokular nano boyutta molekiiler mekanizmalarla ¢alistigindan, canl
dokularla entegre olarak tasarlanacak malzemelerin de nano boyutta olmasi,
dogay1 taklit ederek dokunun istedigi cevab1 verebilmesi gerekmektedir.
Osteoblastlarin  viicutta karsilastigt doku, ¢alismalarda kullanilan mikron
boyutundaki yiizeyler degil, nano yapilardan olusan kemiktir. Yasamin ana
pargalar1 olan proteinler, lipidler, niikleik asitler ve karbonhidratlar nanometrik
boyutta islem gdrmektedirler. ideal yiizey iiretmedeki cabalar bu nedenle cogu
zaman yetersiz kalmaktadir. Tiim bu sebepler gbz oniine alindiginda nano boyutta
Ozelliklere sahip yiizeylere ihtiya¢ duyulmaktadir. Arastirmacilar son yillarda bu
ihtiyaca cevap verebilmek i¢in nano yapilari taklit edebilen malzemeler iiretmeye
calismaktadirlar. Yapilan ¢alismalar metaller, polimerleri kompozitler ve
seramikler gibi farkli kimyasal 6zellikteki nano boyutlu malzemelerin mikron
boyuttaki malzemelere gore daha iyi osteoindiiksiyon sagladigin1 gostermektedir

[53, 54].

1.3.2. Kemik uygulamalar i¢cin nanomalzemeler

Yasam kalitesinin iyilestirilmesi, diizenli bir sekilde artirilabilmesi ve buna
bagli olarak daha uzun yasam beklentisi, zarar gormiis ve/veya c¢alismayan
organlarin onarmmiyla ilgili taleplerdeki artisi da beraberinde getirmektedir.
Kemik doku rejenerasyonu ortopedik ve kraniyofasiyal cerrahi alaninda hala

Oonemli bir zorluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Travma, timorler, enfeksiyonlar,
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biyokimyasal hastaliklar ve anormal iskelet gelisimi gibi nedenlerle ortaya ¢ikan
kemik defektlerinin onarimi klinikte siklikla uygulanan cerrahi 6rnekleridir. Bu
ameliyatlarin ¢ogu icin grefting malzemelere ihtiya¢ duyulmaktadir [20]. Cogu
patolojik durumda otogreftlerin ve allogreftlerin basarisizliklar1 arastirmacilari,
biyouyumluluk, biyocoziiniirlik ve osteoindiiktivite gibi spesifik ozelliklerle
kemik onarimini ya da rejenerasyonunu tesvik etme Ozelligine sahip yeni
biyomalzemeler aragtirmaya itmektedir [13].

Genel olarak kemik-grefting malzemeleri otogreftler (aym1 bireyde bir
yerden baska bir sahaya nakledilen greft) ve allogreftler (ayni tiirden farkli
bireyler arasindaki greft nakli) olarak iki ana gruba béliinebilir. Ozellikle otolog
kemigin kullanildigr dogal kemik greftleri, ameliyat sonrasinda immunojenik
reaksiyon gelismedigi ve osteojenisite (kemik iligindeki kemik olusturan hiicre
kaynagi), osteoindiiktivite (greft icerisindeki kemik morfogenetik proteinler
(BMP) araciligiyla mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilasmaya dogru
yonlendirilmesi) ve osteokondaktivite agisindan ¢ok iyi bir biyolojik performans
gosterdiklerinden dolay1 hala kemik onarimi ve rejenerasyonu igin altin standart
olarak diistinlilmektedir. Basarili kemik rejenerasyonu i¢in bir¢ok gerekliligi
karsilamasina ragmen otolog kemik greftlerinin kullanim1 baz1 6nemli sakincalari
da beraberinde getirmektedir. Greftin elde edilmesi dondrde 6liime, kronik
operasyon sonrasi agriya, hipersensiviteye ve enfeksiyona yol agabilecek ilave bir
cerrahi islem gerektirmektedir. Otogreftlerin kullanimindaki diger 6nemli sakinca
ise az miktarda elde edilebilmesidir. Otolog kemigin aksine, allojenik ve
ksenojenik (farkl tiirler arasindaki greft nakli) greftler daha ¢ok miktarda elde
edilebilir ve hastada bagka bir ameliyat gerektirmez. Buna ragmen allogenik
kemigin immunojenik reaksiyona neden olmamasi i¢in liyofilizasyon, irradyasyon
ve dondurularak kurutma gibi islemlere girerek biitiin immunojenik proteinlerden
arindirilmas1 gerekmektedir. Bu islemler allogreftlerin osteoindiiktivite ve

osteokondiiktiviteleri iizerine negatif etki birakmaktadir [13, 20].
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Sekil.1.4. Biyomalzemelerin insan viicudundaki kullanim bélgeleri [55].

Dogal kemik greftlerinin yukarida bahsedilen sakincalarindan dolay1 ¢ok
sayida sentetik greft gelistirilmektedir. Kimyasal bilesimlerine gore kemik
greftleri; titanyum ve onun alagimlari, paslanmaz celik ve kobalt-krom alagimlari
gibi metalik implantlar; kalsiyum fosfat, aliimina, karbon ve cam seramikler gibi
seramikler; polimetil metaklirat, poliliretan, ultra yiiksek molekiiler agirlikli
polietilen, silikon ve polilaktid gibi polimerler ve kalsiyum fosfat-seramik kaplh
metalik implantlar ve polimer-seramik kompozitler gibi ilk {i¢ grubun
kompozitleri olmak {izere dort ana gruba ayrilabilir. Sentetik kemik greftleri
kolaylikla elde edilebilir ve hi¢bir antijenik reaksiyona neden olmadan kullanim
amacima uygun olarak rahatlikla kullanilabilirler. Buna ragmen bu greftlerin
biyolojik performanslar1 kemik biiylimesinin baslatilmasi ve desteklenmesi
acisindan dogal kemik greflerinde elde edilen sonuglara gore oldukca diisiiktiir
[20].

Sentetik biyomalzemelerin biyolojik performansini otolog kemiklerde elde

edilen performansa yaklagtirabilmek i¢in “doku miihendisligi” ad1 verilen yeni bir
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interdisipliner arastirma alani gelistirilmistir. Langer ve Vacanti (1993) doku
miithendisligini, bir dokunun fonksiyonunu gelistirmek, devam ettirmek ya da
tamir etmek amaciyla biyolojik bir materyal gelistirmek icin miihendislik ve
yasam bilimlerinin ilkelerini uygulanan disiplinler arasi bir ¢aligma alan1 olarak
tanimlamiglardir [13, 20]. Doku miihendisligi temelde 3 ana teknolojiye
dayanmaktadir; kok hiicre teknolojisi, biiylime faktorii teknolojisi  ve
biyomalzeme teknolojisi [49]. Terapotik stratejilerin temel hedefi travma,
enfeksiyon, tiimorlii bolgenin alinmasi, iskelet anomalileri ya da kemigin
avaskiiler nekrozu, kirik kemigin kaynamamasi ve osteoporoz gibi rejeneratif
siireci tehlikeye diisiirecek durumlardaki biiyiik kemik defektlerinde iskeletin
yeniden yapiminda kemigin rejenerasyonudur. Kemik iyilesmesini uyaran ya da
komplikasyonlar1 azaltan ya da tedavi eden stratejiler uzun yasam beklentisi ve
diinyadaki yaslh niifusundaki artis nedeniyle gittikce 6nem kazanmaktadir. Kemik
doku rejenerasyonu ile ilgili olarak yeni dokuyu olusturmak i¢in iki ana strateji
uygulanmaktadir; a) kemik uyarict maddelerin kullanimi ile kemik olusumunun
kimyasal olarak stimiilasyonu, b) osteojenik hiicre/doku ve bir biyomalzemeden
olusan doku iskelesi gibi hibrit (melez) implantlar ile kemik dokusunun yeniden
yapimi. Hem biiyiime faktorleri bazli hem de hiicre temelli doku miihendisligi
yapilariin kemik olusumunu artirma kapasitesine sahip oldugu gosterilmesine
ragmen ortapedik olarak implante edildiklerindeki biyolojik performanslar: biiytik
Olciide tasiyict yapiya sahiptir. Doku miihendisligi teknigi de bazi sakincalara
sahiptir. Rekombinant biliylime faktorlerinin {iretimi, biyopsinin alinmasi ve
taginmast ve otolog hiicrelerin kiiltiire edilmesi doku miihendisligindeki zaman,
para ve emek tiiketen bazi faktorler olarak kargimiza ¢ikmaktadir [13, 20].

Kemik yerine gegecek materyalin icerigi ve yapisi mithendislik ilkeleriyle
birlestirildiginde zarar gérmiis dokunun dogal biyolojik yanitin1 kullanarak kemik
hiicrelerinin ~ gogiine,  proliferasyonun ~ ve  farklilasmasinin,  ayrica
vaskiilarizasyonun artmasina olanak saglamalidir. Glinlimiizde kullanilan in vitro
kemik olusum modelleri embriyonel gelisim sirasinda rol oynadigi bilinen,
rejenerasyon slirecinde hiicresel farklilagmay1r ve fonksiyonlar1 uyarmakta
kullanilan ayn1 faktorleri temel alan fikre dayanmaktadir. Kemik olusumunu

destekleyecek bir ¢evre i¢in hiicre gevresinde ve ekstraselliiler matriks arasinda
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kuvvetli bir etkilesime, biyokimyasal ve biyofiziksel sinyallerin olduk¢a karmagik
olan kombinasyonuna ihtiyag duyulmaktadir. Sinyalizasyonun kompleksligi
molekiiler ve fiziksel faktorlerin zamansal ve konumsal olarak degisimiyle kemik
morfojenezini etkilemektedir. Tiim bu karmasik durumlar bilim insanlaring;
biyomalzeme, hiicre ve biiylime faktorleri arasinda daha kompleks etkilesimler
iceren yapilar diisiinmeye itmektedir [13].

Kemik olusumu i¢in en uygun biyomalzeme kemik proteinleri ve HAP
gibi osteokondiiktif materyallerden yapilmis olanlardir. Mekanik 6zellikleri dogal
kemigin yiikke dayanim kapasitesine benzer olmali, bdylece osteojenezi
uyarabilmelidir. Matriks birikimini ve hiicre infiltrasyonunu kolaylastiran biiyiik
bilesik porlara sahip ve piriizli i¢c ylizeyi ile hiicre yapismasini tesvik
edebilmelidir. Ayrica, vaskiilarizasyon i¢in anatomik olarak dogru sekilde
bicimlendirilmis anizotropik yapida olmalidir. Biyomalzemeler hiicresel
fonksiyonlar1 diizenleyen, yara iyilesmesini hizlandiran ve patalojiyi koruyan
biliylime faktorleri ya da ilaglar gibi biyoaktif molekiillerin dagitimint kontrol
etmeli ve biinyesinde barindirabilmelidir [13].

Osteoindiiksiyon 20. yiizyilin baglarinda, implantasyonun ardindan ektopik
olarak doku ekstraktlarinda ve cansiz (devitalize) dokuda bulunmustur. O
zamanlar ¢ok az tutarl sonug elde edilmis olmasina ragmen bu siirece dahil olan
elementler az da olsa biliniyordu [20]. Implant materyalleri kimyasal yapilarina
bagli olarak viicuda yerlestirildiklerinde kemige farkli sekillerde baglanirlar.
Ornegin titanyum ve alasimindan yapilmis materyaller yiizeyde olusan oksit
tabakas1 nedeniyle biyoinert tipte (Yeni kemigin dogrudan implant yiizeyinde
meydana gelmesi ve kemik yapiminin implanttan kemige dogru olmasi)
osteointegrasyon meydana getirirler. Titanyum diger metallere oranla daha iistiin
biyouyumlulukta olmasina ragmen osteoindiiksiyon kapasitesi kalsiyum fosfat
yapisindaki materyallere oranla oldukca diisiiktiir. Implantin  viicuda
yerlestirilmesini takiben gerceklesen osteointegrasyon mekanizmalari malzemenin
karakterine bagli olarak biyoinert tip disinda biyotolere tip (Yeni kemik
tretiminin eski kemik ylizeylerinde olmasi ve kemik yapiminin kemikten
implanta dogru olmasi) ve biyoaktif tipte (kemikle implant arasindaki

fizikokimyasal baglant1) de olabilir [53].
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Yapilan birgok c¢alisma kalsifikasyonun ve buna bagli olarak kalsiyum
fosfatin osteoindiiksiyon siirecinde ¢ok onemli bir rol oynayabilecegini ortaya
cikarmaktadir [20]. Piirtizliiliik gibi topografik oOzelliklerin yani sira, yiizey
kimyasindaki ve/veya kristal yapisindaki degisikliklerin kemik hiicresinin
fonksiyonlarin1 degisik sekillerde etkileyecegi bilinmektedir [22]. Yiizeyin
hidrofilikligi ve serbest yiizey enerjisi gibi faktorler, implantin hiicre dis1 sivi veya
kan ile karsilastiginda hiicre yapismasini yonlendirecek biyomakromolekiillerin
absorbsiyonunu etkilemektedir. Bu nedenle yiizeyde hiicre yapigsmasini (adezyon),
cogalmasimi ve hiicre dist matriks {iretimini uyaracak, kontrollii protein
absorbsiyonu ve konformasyonu olusturacak bir yiizey kimyasi ¢ok onemlidir

[53].

1.3.3. Osteoindiiksiyon ve osteointegrasyon mekanizmasi

Giliniimiizde biyomalzemelerle osteoindiiksiyonun tam mekanizmasi hala
biiylik Olgiide bilinmemektedir. Ayrica, BMP’ler ve biyomalzemelerle olan
osteoindiiksiyonun mekanizmasinin ayni olup olmadigi da tam olarak
bilinmemektedir. BMP’ler ve biyomalzemelerle osteoindiiksiyonda 3 farklilik
acikca goriilmektedir: a) BMP-uyarili kemik g¢ogunlukla endokondriyal yolak
aracilign ile olusurken, biyomalzeme tarafindan wuyarilan kemik daima
intramembrandz olarak olusmaktadir, b) kemirgenler gibi kii¢iik hayvanlarda
kemik nadiren biyomalzeme tarafindan uyarilabilirken, BMP’ler ile kolaylikla
uyarilabilmektedir, c) biyomalzemelerde periferde kemik asla gdzlenmezken,
BMP’ler tarafindan olusturulan kemik yumusak doku tasiyici yiizeyden uzakta
olsa bile diizenli olarak tasiyic1 disinda olusmaktadir [20].

Osteoindiiktif biyomateryalin potansiyel etkisini maksimum seviyeye
cikartmak i¢in osteoindiiksiyon olgusu 3 ayr1 mekanizmada incelenebilir; Urist
(1965) tarafindan tanimlandigi gibi bir osteoindiiktif material ilk olarak
mezenkimal tipte osteoprogenitor hiicreleri kendisine ¢ekebilme ve barindirabilme
yeteneginde olmalidir. Ikincisi, MKH’leri kemigi olusturacak osteoblastlara

farklilagtirma kapasitesine sahip olmalidir. Son olarak da, ideal osteoindiiktif
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materyalin ektopik kemik olusumunu uyarma yeteneginde olmasi beklenmektedir
[56].

Biyomalzemeler tarafindan olusturulan osteoindiiksiyon siireci tam olarak
hala biiyiikk oranda bilinmiyor olmasma ragmen bircok grup tarafindan
biyomalzemelerin osteoindiiksiyon olugturabilmesi i¢in makro yapi, mikro yap1 ve
kimyasal kompozisyon terimleri acisindan ozel gereksinimleri oldugu
gosterilmistir. Kalsiyum fosfat seramiklerle kemik uyarilmasi, diiz seramik
yilizeylerde hi¢ gozlenmemistir. Biitiin osteoindiiktif seramikler porlu bir makro
yapiya ya da iyi tanimlanmis bir konkavite igeren bir mikro yapiya sahiptir.
Kemik olusumu daima porlarin ya da konkav kisimlarin i¢ kisimlarinda meydana
gelmekte, porlu implantlarin periferinde asla gozlenmemektedir. Son zamanlarda
osteoindiiksiyonun meydana gelmesi icin, kemigin paketlenmis mikropartikiiller
arasindaki bosluklarda ektopik olarak da olusabilecegi biyomalzemede
makroporlarin bulunmasinin ¢ok 6énemli olmadigi rapor edilmistir. Cam-seramik,
allimna-seramik, polimerik slinger ve titanyum gibi porlu bir makroyapiya sahip
malzemelerin hepsinin osteoindiiktif etkisi oldugu rapor edilmistir. Titanyum
implantlar kullanilan teknik nedeniyle kompleks bir makro yapiya sahip ektopik
kemik olusumunu uyarmaktadir. Aymi porlu malzeme, ipliksi bir formda
tiretildiginde daha basit porlu bir yapiya sahip olmakta ve osteoindiiktif 6zellik
gostermemektedir [20].

“Osteointegrasyon” terimi ise ilk olarak 1977 yilinda Branemark
tarafindan, canli kemik ile implant yiizeyi arasindaki yapisal ve fonksiyonel
baglantiy1 ifade etmek amaciyla kullanilmistir [57]. Histolojik olarak implant
materyali etrafinda fibroz doku kilifi olmamasi implantin osteointegre olarak
kabul edilmesinin sartidir. Baz1 aragtirmacilar osteointegrasyonu pozitif bir doku
cevabinin  sonucu degil, negatif doku cevabinin olmamasi olarak

tanimlamaktadirlar [53].
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1.3.4. Hidroksiapatit (HAP) ve Ag, Zn, Cu metal iyonlar1

Implantlarin klinik basaris1 doku gevresiyle stabil bir ara yiizey yaratilarak
daha iyi hale getirilebilir. Sert doku yerine gececek olan uygun implant ideal
olarak biyoaktif olmali, kemik ve implant yiizeyi arasinda kimyasal bir bag
olusturmalidir. Bu anlamda, camlar, seramikler, cam-seramiklerden ve
kompozitlerden olusan malzemeler biyoaktif materyallerdir. Diinyada son otuz yil
icinde artan oranlarda, kemik ve dislerin defekt, catlak ve bosluklarinin
doldurulmasi ve tedavisinde, gz ve kulak implantlarinda, omurga bozukluklari
icin hazirlanan destekleyici materyallerde kalsiyum fosfat esasli biyoseramik
protezler kullanilmaya baglanmistir [44, 58]. 1920 yilinda, Albee insanlarda
kalsiyum fosfatla yapilan ilk basarili tibbi uygulamayi rapor etmistir. 1975 yilinda
ise Nery ve arkadaslar1 bu seramiklerle hayvanlarda yapilan ilk dis uygulamasini
rapor etmistir [58].

Hidroksiapatit [Caio(PO4)s(OH)2] kemigin yapisinda dogal olarak bulunan,
kemik olusumunu artiran biyouyumlu, osteokondiiktif, biyoaktif, korozyona ve
infeksiyona dayanikli inorganik bir malzemedir [44]. Kalsiyum fosfatin en stabil
formudur. Kemigin ana bileseni (%60-65) olan HAP, osteokondiiksiyonu uyarir
[59]. Katyonik dogasit sayesinde hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda asidik cevre
olusumunu engelledigi bilinmektedir. Ayrica kemik iligi mezenkimal hiicrelerinin

tutunmasini, ¢ogalmasini ve farklilagsmasini destekledigi belirtilmistir [44].

a) Kemik b) HAP

Sekil.1.5. Kemik dokusu ve HAP’m yapis1 [21].
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Kemik rejenerasyonu ¢esitli sinyal molekiillerinin, biiylime faktorlerinin
ve hasarli bolgedeki hiicrelerin dahil oldugu ¢ok karmasik bir olaylar biitiiniinti
icermektedir. Dogal kemik rejenerasyonunun aksine kemik  doku
miihendisliginde, kemik iyilesmesini uyarmak icin biyolojik olarak ¢oziinebilir
matriks materyalleri tercih edilmektedir. Bu malzemeler biyog¢oziiniir olmali,
dogal olarak porlu yapida olmali, osteouyarict ve osteokondiiktif 6zellikleri ile
biyouyumlu olmali ve hastada immunojenik yamt olusturmamalidir. Ozellikle dis
implant1 olarak kullanilan ve ortopedik implantasyon i¢in uygun olan HAP,
implantasyonun ardindan agsamali olarak konak kemik ile yer degistirir [S9].

ESM iiretimini ydnlendirmesine bagli olarak kemik olusumunu
hizlandirmasindan dolayr HAP kdokenli biyomalzemeler; tiimorler, kistler gibi
kemik hastaliklarinda oldugu kadar artroplastisite, kranoplastisite ve osteotomy
gibi ¢esitli kemik hasarlarinin tedavisinde kullanilmakta ve hastalarin yasam
kalitesinin artirilmasi, iyilesme siiresinin kisaltilmasi gibi hedeflerle yapilan
arastirmalarda da akla gelen ilk malzemeler olmaktadirlar [60]. Implant
materyallerinin mekanik 6zellikleri ile ilgili son ¢aligmalar, nanokristal yapidaki
HAP’in in vitro ortamda osteoblast proliferasyonunu ve adezyonunu artirdigini
gostermektedir [54, 59]. Kalsiyum fosfat seramikler ve HAP, kemigin yapisindaki
mineral bilesimine benzer materyaller olduklar1 kadar biyouyumluluklari
nedeniyle de iiretim i¢in ideal biyomateryaller olarak kullanilabilirler. HAP,
kemik ve dis gibi dokulara dogrudan baglanabilir ve dokunun biiylimesini
artirabilir [21, 48]. Klinik kullanim i¢in ideal materyal sadece iyi biyouyumluluga
degil, ayn1 zamanda mekanik giice ve biyolojik yolla parcalanabilme yetenegine
de sahip gozenekli seramik materyaller olabilir. Bu bakimdan HAP, istekleri
karsilayabilecek mekanik o6zelliklerin olusturulmasi igin gerekli nitelikleri de
tasimaktadir [48].

Son yillarda, biyomalzemelerin antimikrobiyal kapasitesinin artirilmasi ve
stabilitesi icin inorganik antibakteriyal ajanlarin kullanimi oldukca ilgi
uyandirmaktadir. Seramik malzemeler igerisine gomiilerek hareketsiz hale
getirilmis metaller arasinda diisiik toksisiteye sahip ve en yiiksek antibakteriyal
ozellik gosterenler giimiis, bakir ve ¢inkodur. Bu metal iyonlarinin dogal olarak

antibakteriyal  Ozellikte olusu, onlarin kemik doku miihendisliginde
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biyomalzemelerin sentezlenmesi sirasinda kullanim potansiyelini artirmaktadir
[59, 61]. HAP, biyouyumlulugu ve giimiis iyonu ile yiiksek katyon degisim orani
nedeniyle kemik hasarlarinin tedavisinde oldukca yaygin olarak kullanilan ana
malzeme olarak kargimiza ¢ikmaktadir [61].

Biyomiihendislik agisindan bakildiginda glimiis elementi, diisiik
konsantrasyonlarda genis spektrumda antibakteriyal 6zelliginin yanisira, ¢ok iyi
biyouyumluluk gostermesi ve yiiksek stabilizasyon kapasitesi gibi bir¢ok avantaja
sahiptir.  Bilimsel literatiirde glimiisiin ~ kullanildig1  bir¢cok  uygulama
bulunmaktadir. Virusler, bakteriler, mantarlar vb. gibi ¢ok genis alandaki
mikroorganizmalara  karst1  gilicli  antibakteriyal — ozelligiyle — glimiis
nanopartikiillerinin 6zellikleri olduk¢a genis dl¢iide tanimlanmistir. Bu nedenle
glimiis nanopartikiilleri; yara kaplama malzemesi, doku iskelesi, deri bagisi,
hastanelerdeki materyallerin sterilizasyonu, medikal kateterler, dogum kontrol
aletleri, cerrahi aletler, kemik protezleri, yapay dis ve kemik kaplama malzemeleri
gibi bir c¢ok uygulamada kullanilmaktadir [61]. Yakin zamanlarda giimiis
nanopartikiiller giyim ve yiyecek endiistrisinde bakteri biiyiimesini sinirlamak i¢in
uygulanmaktadir [62]. Literatiirde glimiis nanopartikiilleri ile ilgili birgok ¢alisma
bulunmasina ragmen, giimiis katkili HAP nano tozlarinin biyouyumlulugunun
ayrintilt bir sekilde calisilmamis oldugu goriilmektedir ve hiicresel ve molekiiler
seviyedeki toksisitesiyle 1ilgili ciddi bilgi eksikligi bulunmaktadir. Bu
malzemelerin antibakteriyal 6zelligi ile ilgili yapilmis ayrintili ilk ¢aligmalardan
birisi Ciobanu ve arkadaglarinin (2011) calismasidir [61].

Cinko, insan viicudunda bulunan esensiyal bir elementtir ve yiizlerce
biyolojik enzimin, transkripsiyon faktoriiniin yapist i¢in olduk¢a 6nemlidir. FSH
(Folikiil stimiile edici hormon) ve LH (Luteinize edici hormon) ile baglantili rolii
nedeniyle {ireme fonksiyonu agisindan Onemlidir. Cok c¢esitli aktiviteleri
diizenleyen ¢inko parmak izi proteinlerinin DNA’ya baglanmasi i¢in gereklidir.
Alkol dehidrogenaz enziminin, laktik dehidrogenaz karbonik anhidraz enziminin,
riboniikleazin, DNA polimerazin ve antioksidaz ¢inko siiperoksit dismutaz
enzimlerinin yapisinda bulunur. Asir1 alimi kansizliga ya da kemik olusumunun
azalmasina neden olabilir. Cinko, hiicredeki biyolojik fonksiyonuna bagli olarak

hizlica absorbe edilebildigi i¢in bakira gére daha az zararlidir [63]. Cinkonun,
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kemik olusumunun desteklenmesi ve kemik rezorbsiyonunun baskilanmasi icin
esansiyal bir iz element oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle Zn igeren apatitin
ortapedi i¢in yararli olabilecegi diisiiniilmektedir [64].

Bakir insan ve hayvan dokularinda bulunan diger bir esensiyal elementtir.
Insan viicudu yaklasik olarak 1-3 mg/kg bakir igermektedir. Bakirin adenozin
trifosfat iiretimi, hiicrenin yasamini devam ettirebilmesi, eritropoez ve miyelin
sentezi gibi bir¢ok fizyolojik siiregte kritik bir bilesen oldugu bilinmektedir.
Ayrica, kandan demir taginmasini diizenleyen ferroksidaz enzim sistemi Cu igerir
ve depolanan demir salinimint kolaylastirir. Tirozinaz enzimlerinin, sitokrom C
oksidazin, askorbik asit oksidazin ve antioksidant enzim ¢inko siiperoksit
dismutazin yapisal elementidir. Bakir eksikligi anemiye ve norolojik semptomlara
neden olabilir. Asir1 bakir alimi ise karaciger bozukluklarina neden olabilir [63,

651.

1.4. Adezyon Molekiilleri

Implantin baslangigtaki basarisi, implant etrafindaki osteojeneze ya da
diger bir deyisle osteoblastlarin implant ylizeyine hizli ve giizel bir sekilde
yapismasina bagl olarak degisebilir [66]. Biyomalzeme miihendisliginde implant
materyallerinin hazirlanmasi sirasinda, kok hiicre kaderinin belirlenmesinde
integrin sinyalizasyonu ve hiicre iskeleti organizasyonu tarafindan regiile edilen
hiicre matriks etkilesimi bir rehber olarak is gérebilir [67]. Osteoblastlarin implant
materyaline baslangictaki yapigmasi ile ilgili su anki bilgilerimiz hala yetersizdir
[66]. Ancak hiicreler malzemenin ylizeyine temas ettiklerinde hiicre davraniginin
ylizeyin topgrafyasi, kimyasi ve enerjisine bagli olarak degistigi bilinmektedir. Bu
hiicre dis1 faktorler hiicre membraninda spesifik reseptorlere baglanarak bir
reaksiyon baglatirlar ve bu da hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasini uyaracak bir
takim gen ve proteinlerin ekspresyonuyla ya da inaktivasyonuyla sonuglanir [48].
Substrat iizerindeki hiicre davranisi integrin aracili hiicre iskeletine ve fokal

adezyon kinaz (FAK), vinkiilin ve aktin filamentler gibi sinyal transdiiksiyon

molekiillerine bagl olarak agiklanabilir. FAK ve vinkiilin, fokal adezyonun
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sitoplazmik domainine dahildirler ve hiicre yiizeyinde bulunan integrinlerden
gelen sinyalleri hiicre iskeleti aktin filamentlerine iletmekten sorumludurlar. FAK
fosforile olmus bir molekiildiir ve ekspresse edilmesi i¢in ekstraselliiler matriks
(ESM) ve integrinler arasinda bir etkilesim olmast gerekmektedir. Vinkiilin,
cesitli baglanma bolgeleri ile (talin-, paksilin, o-aktinin ve aktin baglanma
bolgeleri ile) ¢ok 6nemli bir yapisal bilesendir ve bu hiyerarsideki baglanti
molekiillerinden biridir. Aktin, mikrofilamentlerin yapisal bir bilesenidir ve aktin
filamentler talin, a-aktinin, vinkiilin ya da tensin aracilifiyla integrinlere baglanir.
Mikrofilamentlerin birlesimi stres filamentlerini meydana getirir [66]. Aktin
filamentler, mikrotiibiiller ve ara filamentler; memeli hiicrelerinde hiicre iskeletini
olusturan 3 ana tip protein filamentidir. Hiicre iskeleti filamentlerinin olusumu
Okaryotik hiicrelerde dinamik bir olaydir ve hiicre iskeleti diizenlenmesi farkli
fiziksel oOzelliklere ulagmak i¢in yeniden organizasyonu gerektirmektedir.
Polimerize aktinler (F-aktin) iki iplik¢ikli sarmal aktin monomerlerinden (G aktin)
olusurlar. Kendiliginden birlesme ve hiicre iskeleti filamenlerinin dinamik yapisi
hiicre migrasyonu, proliferasyon ve hiicre seklinin saglanabilmesi ve
stirdiiriilebilmesinin ~ kontroliine  katkida  bulunmaktadir. F-aktin  aginin
organizasyonu ESM’den integrin-aktin baglantisi araciligiyla ve kaderin-aktin
kompleksi araciligiyla hiicre-hiicre baglantilarindan sinyaller dagitarak {i¢ boyutlu
hiicre seklinin stirekliligini saglar. F-aktinler mekanik giice kars1 hassastirlar ve
aktin hiicre iskeleti olusumu doku oryantasyonu, vaskiilarizasyon ve kok hiicre
farklilasmas1 gibi gelisim sirasindaki morfolojik olaylar ic¢in kritik rol
oynamaktadir. F-aktin, ii¢c boyutlu hiicre iskeletinin olugsmasinda ¢ok kritik bir rol
oynamaktadir ve F-aktin depolimerazasyonu MKH’lerin farklilagma yOniinii
degistirmektedir [67].

Kemik ve dis implantlarinin klinik basarisi, implant materyalinin hiicre
farklilagmasi, matriks liretimi ve minerilizasyonu oldugu kadar hiicre yapigsmasini
etkileyen oOzellikleriyle de yakindan iliskilidir. Hiicresel proliferasyon ve
farklilagmada hiicre-substrat baglantisinin 6nemli oldugu bilinmektedir.

Integrin aracilikli hiicre iskeleti ve sinyal transdiiksiyon molekiillerinin
hiyerarsik modelinde, integrinler once yiizeydeki ligandlarla agregat olustururlar

ve daha sonra FAK ve tensinin fokal agregasyonuyla integrin baglanmasi
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meydana gelir. Daha sonra, ekstraselliiler matriks tarafindan integrinlerin
kullanim1 vinkiilin, a-aktinin (aktin filamentlere ¢apraz baglanan, vinkiiline ve
sitoplazmik yiizeyden integrine baglanan bir homodimer) talinin akiimiilasyonunu
uyarir. Son olarak, tirozin fosforilasyonu hiicre iskeleti proteinlerinin (aktin,
mikrofilamentlerin yapisal bileseni) ve sinyal molekiillerinin akiimiilasyonu ile
sonuglanir. Ayrica, aktin filamentlerin birlesmesiyle mikroskopta goézlenebilen

stres filamentleri olusur [66].

4 Ekstraselliiler

Canlilik ) )
~ matriks

Proliferasyon

Migrasyon

Sekil.1.6. Ekstraselliiler matriksin hiicre i¢in 6neminin sematik olarak gdsterilmesi [68].

Gronowicz ve McCarty (1996), Saos-2 hiicrelerinin bir substrata
baglandiklarinda cesitli integrin alt {initelerinin hiicre yiizeyinde goriindiiglini,
fibronektin ve kollojen gibi proteinlerin adezyondan 6nce nasil goriindiiklerini ve
sonu¢ olarak integrine baglandiklarini gdstermislerdir. Bir fibronektin ylizey
tizerinde biyiitiildiiklerinde NIH 3T3 hiicrelerinde FAK bulunmustur. Fakat
siispansiyon halindeki hiicrelerde FAK bulunmaz. Bu nedenle FAK, ESM ve
integrinlerin etkilesimi ve ekspresyonu i¢in gereklidir [66].

Vinkiilin, integrin aracili hiicre iskeleti molekiillerinin diizenlenmesinde

gorev alan baglanti molekiillerinden birisidir. Cesitli baglanma bolgeleri ile (talin-
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, paksilin, a-aktinin ve aktin baglanma bolgeleri ile) ¢ok Onemli bir yapisal
bilesendir. Gilmore ve Burridge (1996), fosfatidil-inizitol 4-fosfat-5-OH kinaz
aktivasyonuyla daha sonra vinkiilinin baglanmasiyla, vinkiilin bas-kuyruk
ayrismasi ile sonuglanan, GTP bagli protein Rho’nun fosfatidil-inizitol 4,5-
bifosfat liretimini artiran bir model gelistirmislerdir. Bu ayrisma, vinkiilinin hem
talin hem de aktin baglanma bdélgelerinde meydana gelir ve vinkiilinin hem taline,
hem de aktine baglanmasiyla sonuglanir [66].

TRITC-isaretli phalloidine ile aktin boyama, normalde hiicre hareketi,
yayilmasi ve seklinin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan bir yontemdir.
Genel olarak, aktin filamentlerin stabilizasyonunda tirozin fosforilasyonu olduk¢a
onemlidir. Fokal adezyonlar stress filamentlerinin olusmasinda gorev alirlar [66].

Bir¢ok aragtirmaci hiicre hareketinin ya da morfogenezinin, materyalin
ylizey kimyas1 ya da ylizey topografisine ¢ok giiclii bir sekilde bagl oldugunu
savunmaktadir [66]. Osteojenik hiicreler de membrana ¢esitli baglanma proteinleri
ile tutununurlar. Bunlardan en iyi bilineni integrinlerdir. Yukarida anlatildig1 gibi
integrinler, fibronektin, vitronektin, laminin ve kollojen gibi ekstraselliiler matriks
proteinlerinin ligandlarina dzel baglanma bolgeleri igerirler. Integrin reseptorleri
bu proteinlerin ligandlarina baglanarak hiicre dis1 sinyalleri hiicreye tasiyarak
cesitli kimyasal olaylar1 baslatirlar. Bu mekanizmalar da hiicre pH’1n1 ve kalsiyum
konsantrasyonunu degistirerek proteinkinaz aktivasyonunu baglatirlar. Bdylece
hiicre i¢i haberlesme trafigi baslayarak hiicre migrasyonu, ¢ogalmasi ve
farklilasmasi gerceklesir [53].

Hiicrelerin implant materyaline iyi derecede tutunmasi sadece kimyasal ve
topografik ozelligine degil aym1 zamanda da nanoboyuttaki HAP kristalleri
icermesine bagli olarak da degisiklik gosterebilir. Nanoboyuttaki HAP’in hiicre
adezyon molekiilleriyle daha kolay etkilesim saglamasi nedeniyle hiicre
adezyonunu artirabilir. Serum proteinlerinin nanokompozitlere daha yiiksek
derecede tutunmasinin hiicre tutunmasini artirdigi bilinmektedir [48].

Bu nedenle bu calismada, degisik kimyasal ve yiizey ozelliklerine sahip
metal katkili (Ag, Cu ve Zn) HAP nanokaplama malzemeler iizerinde biiyiitiilen
ve farklilagtirilan insan yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (iIMKH)

baslangigtaki ylizeye yapismalari ve daha sonraki davranislari, hiicrelerin
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farklilasma seviyeleri ile vinkiilin ve aktin filamentlerin hiyerarsisi ve adezyon

yolaginda rol alan genler temel alinarak karsilastirilmis ve degerlendirilmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Cihazlar

Sogutmali ve yiiksek devirli santrifiij (Heraus), sogutuculu masa {istii
santrifiij (ependorf tiipler i¢in, Ependorf), kuru hava sterilizatorii (Niive), otoklav
(Sanyo), derin dondurucu (-20, -86) (Liebherr, Thermo), buzdolabi (Ariston,
Sanyo, Leibherr), COz inkiibatorii (Heraus), steril kabin (Heraus), sivi azot kaplar1
(Thermo Scientific), otomatik pipetler (Ependorf), kar-buz makinesi (Scotsman),
su banyosu (Clifton), eliza cihaz1 (ELx808-1U/Bio-Tek, SpectraMax
M2/Molecular Devices), fluoresan mikroskop (Olympus BXS51), Inverted
Mikroskop (IX71 Olympus), 12 Kanalli mikropipet (eppendorf), dagitict pipet
(Eppendorf), kaba terazi (Velp Scientific), hassas terazi (Ohaus), damla
spektrofotometre  cihazi  (GE  Healthcare, Nanovue), r1t-PCR cihazi
(Corbett/Qiagen), thermal cycler cihazi (Palm Cycler), plaka ¢alkalayici (GFL),
sonikator (Sonorex Digital 10P), vortex, manyetik karstirici (Ikamag), pipet
tabancas1 (Ependorf Easypet), ph metre (Thermo Scientific Orion Star A211),
Taramal1 Elektron Mikroskobu (Zeiss).

2.1.2. Kimyasal maddeler

Insan yag dokusu kdkenli mezenkimal kok hiicre (American Type Culture
Collection, PCS-500-011), Penisilin/Streptomisin (Gibco, 15140-122), Fungizone
(Gibco, 15290-026), Growth Kit-Low Serum (ATCC, PCS-500-040), MSC Basal
Medium (ATCC, PCS-500-030), FBS (HyClone, for hMSC-SH30070.03), bFGF
(Sigma, F0291), a-MEM Modification (HyClone, SH30568.01), MTT (Sigma,
M5655), DMSO DNase-RNase free (Sigma, D8418), DMSO (Sigma, 41640)
tripsin (Sigma, T4174) LDH kit (Promega, G1781), PBS tablet (Sigma, D5652),
Triton-X-100 (Sigma, T8787), PicoGreen® (Molecular Probes, P7581),
Deksametazon (Sigma, D8893), Askorbik asit 2-fosfat (Sigma, A8960), [-
gliserofosfat (Sigma, G9422), Alizarin kirmizis1 (Sigma, A5533), Dietanolamin
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(Sigma, D8885), MgClz (Sigma, M0250), Trizma hidroklorid (Sigma, T3253) P-
nitrofenilfosfat tablet (Sigma, N2765), RNA izolasyon kiti (Qaigen RNeasy Plus
RNA isolation kit, 74134), Reverse transkriptaz (rt) enzimi (Qiagen,205313),
Gene 0zgii primerler (18SrRNA, Osteopontin) (Primer Design, HK PP HU 600),
rt-PCR Ekstraselliiler matriks yolag array (Qiagen, PAHS-013ZR RT? Profiler'™
PCR Array), Poli-l-lizin (Sigma, P4707), Kollojen I (Sigma, C3867), Fibronektin
(Sigma, F0556), laminin-I (Sigma, L2020), BSA (Sigma, A9418), Formaldehit
(Sigma, F8775), Kristal viyole (Riedel-de Hean, 32675), SDS (Sigma, L4390),
Nonidet P-40 (Sigma, 74385), Tetramethylrhodamine B isothiocyanate (TRITC)-
labelled phalloidin (Sigma, P1951), Tavsan serumu (Sigma, R9131), Anti-
vinculin (Santa Cruz, SC73614), Flourosein-izosiyanat bagli sekonder anti-fare
(Zymed, 61-6411), DAPI (4’6-diamidino—2 fenilindol) (Sigma, D9542), Preparat
kapama soliisyonu (Invitrogen, 8110 ClearMount™ Mounting Solution), Antikor
dilue edici soliisyon (Invitrogen-03118), Su banyosu antibakteriyel soliisyonu

(Aquaresist vwr Prolabo, 462-700).

2.2. Yontem
2.2.1. Metal iyon katkih kalsiyum fosfat esash seramik tozlarin

iiretilmesi ve kaplanmasi

Metal iyon katkisi i¢eren seramik tozlarin sentezlenmesi ve yuvarlak cam
lameller iizerine elektro piiskiirtme yontemi ile kaplanmasi Anadolu Universitesi,
Miihendislik ~ Fakiiltesi, Malzeme Bilimi ve Mihendisligi  Bdliimii
Laboratuvarlarinda Prof. Dr. Aydin DOGAN yénetiminde Yrd. Dog. Dr. Mevliit
GURBUZ ve doktora 6grencisi Ayse Giil AKYUREKLI tarafindan yapilmustir.

Tez ¢alismasinda kullanilan tozlarin iiretimine ve kaplanmasina iliskin akis
diyagrami Sekil.2.1.’de verilmistir. Metal iyon katkili kalsiyum fosfat esash tozlar
yas kimyasal yontem kullanilarak iiretilmistir. Bu yonteminde ilk olarak kalsiyum
hidroksit tozlar saf su icerisinde homojen olarak karistirilmistir. Sonrasinda,
metal iyonlar1 saf suda mikser yardimiyla tamamen c¢oziilerek ve c¢ozeltinin

igerisine eklenerek siispansiyon hazirlanmistir. Yapinin HAP yapida olmasi i¢in
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ortofosforik asit (OFA) oldukca yavas damlatilarak hem pH ayarlamasi hem de
malzemelerin kimyasal reaksiyona girmesi saglanmistir. Kalsiyum fosfat yapisina
yakin bir yap1 olusturmak i¢in pH belli bir degerde sabitleninceye kadar
karistirmaya devam edilmis ve olusan ¢ozelti filtreden gegirilerek 80°C’de etiivde
kurutulmustur. Kurutulan tozlar kiricidan gegirilerek toz haline getirilmistir.
Tozlarin mikro yapi, kimyasal analizi, faz analizi ve boyutlar1 taramali elektron
mikroskobu (SEM), enerji sacilimli X-151m1 (EDX), X-151n1 difraktometresi ve tane
boyut 6l¢iim cihazi ile yapilmistir. Tozlarin kaplanmasi igin alkol bazl (etanol ve
metanol gibi) sivilar kullanilarak yaklasik 20grwz/Laiker olacak sekilde
siispansiyonlar hazirlanmis ve yaklasik 10 saat dgiitiilmiistiir. Ogiitiilen tozlar
basingli hava sprey (piiskiirtme) yontemiyle cam lameller {izerine olduk¢a ince
kaplanmistir. Kaplama  sonrasinda  biyolojik  aktivite  c¢alismalari

gergeklestirilmistir.

KullanilanY ontemler;
<> Yas kimyasal yontemler kullanilarak metal iyon katkili seramik toz
sentezleme caligmalari,

<> Farkli boyutlarda toz {iretimi i¢in Ogiitme parametrelerinin
belirlenmesi ve kararli siispansiyonlarin elde edilmesi,

<> Yiizeylere uygun kaplama tekniklerinin gelistirilmesi (Elektro
puskiirtme) ve kaplama caligmalar1 (Elektro piiskiirtme yonteminde kullanilan
voltaj, akis hizi, altlik elektrot aras1 mesafe ve kaplama siiresinin optimizasyonu),

X Karakterizasyon caligmalar1 (SEM, XRD, XRF, EDX vs.) ve
sonuclarina gore proses modifikasyonlari,

R

<> Tozun mikrobiyolojik testleri

Incelenen parametreler;

<> Tane boyut analizi (zeta sizer)

< Yiizey yiikii 6l¢timii (zeta sizer)

<> Kararlilik i¢in sedimentasyon testleri

<> Toz/kaplama morfolojisi ve kimyasal analizler (Elektron

Mikroskoplari, SEM, EDX)
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7

> Kistal yap1 ve faz analizi (XRD)

7

> Mikrobiyolojik testler

[ Kaksiynum Fidroloit ]
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Sekil.2.1. Kalsiyum fosfat esaslt HAP yapili tozlarin iiretim ve kaplama akis plani
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Sekil.2.2. Cam lamellerin kaplanmasi i¢in kullanilan sistemin kurulum semast.

2.2.2. Biyolojik aktivite calismalari

1306F197 Numarali tesvik projesi kapsaminda 2 vial “Insan yag dokusu
kaynaklt mezenkimal kok hiicre (Human adiposed derived mesenchymal stem
cell) (iIMKH)” ve yetistirilebilmesi i¢in gerekli biiylime faktorlerini igeren kit ile
medyumundan satin alinmig ve hiicreler biiytime faktorleri ilave edilen medyumda
buytitiilerek deney icin yeterli say1 elde edilene kadar beklenmistir. Pasaj 4’e

gelen hiicreler;

<> Lamel (Kontrol)

X Kollojen kapli lamel (Kontrol)
<> HAP-Ticari

<> HAP-Ag

X8 HAP-ZAg

<> HAP-ZAgCu
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malzemeleri ile kaplanmig lamellere ekilerek MTT testi ile sitotoksisite Ol¢limii,
LDH aktivite 6lgiimii, DNA miktar tayini, alizarin kirmizisi ile mikroskobik
olarak osteoblast farklilasmasi tayini, alkalen fosfataz enzim miktar tayini, hiicre
adezyon deneyi, immunofloresan boyama (vinkiilin ve f-actin), osteopontin ve
adezyon yolaginda yer alan 86 adet genin mRNA seviyelerinin rt-PCR ile tespit
edilmesi i¢in deneye alinmistir. Hiicreler ekilmeden 6nce kullanilacak olan nano
malzeme ile kaplanmis yiizeyler plakalara yerlestirilerek etilen dioksit ile steril

edilmistir.

2.2.3. Hiicrelerin kiiltiir ortaminda biiyiitiilmesi

Calismada kullanilan iMKH’ler ATCC (American Type Culture
Collection) hiicre bankasindan 1306F197 No’lu tesvik projesi kapsaminda satin
almmustir. Hiicreler, bankanin Onerisi dogrultusunda ikinci kez pasajlanma
zamanina kadar %1 Penisilin/Streptomisin, % 0.5 Fungizone, ATCC Growth Kit-
Low Serum (%2) iceren ATCC MSC Basal Medium igerisinde %95°lik hava ve
%35 CO2’li gaz ortaminda, 37 °C’deki COz inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir. Daha
sonra inaktive edilmemis %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin, %0,5 Fungizone
ve 5 ng/ml bFGF igeren a-MEM Modification medyum igerisinde pasaj 4’e kadar
biiylitiilmiigler ve yeterli sayiya erisen hiicreler deneye alinmislardir. Her 3-4

giinde bir medyum, taze medyum ile degistirilmistir.

2.2.4. MTT testi

Test maddelerinin sitotoksisitesinin  belirlenmesinde MTT  testi
uygulanmistir. Genellikle hiicre canlilifini 6lgmek i¢in kullanilan bir tarama
yontemi olan MTT deneyi, ilk kez yaklasik 30 yil dnce Mosmann tarafindan
tanimlanmustir [69]. Direk ve hizli bir sekilde baslica mitokondrilerde bulunan
dehidrogenazlarin (stiksinat dehidrogenaz) aktivitesini Olger. Sari renkli suda

¢oziinebilen tetrazolium tuzunun (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphenyltetrazolium bromide (MTT)) mor renkli ¢oziinmeyen formazon tuzuna
dontlistimiine dayali, hizli ve hassas kalorimetrik bir testtir. Tetrazoliumun
formazona doniisiim iirtinleri NADP ve NADPH’in indirgenmesi ile olusur.
NADH dehidrogenazlar primer olarak solunum siklusunun enerji tiiretim
reaksiyonunda (glikoliz, TCA siklusu ve oksidatif fosforilasyon) gorev alirlar.
NADPH dehidrogenaz ise primer olarak biyosentezdeki indirgeyici reaksiyonda
gorev alir. MTT yonteminde canli hiicrelerin mitokondrial dehidrogenazi
tetrazolium halkasin1 boler ve MTT sitotoksite yontemi hiicrenin, tetrazolium
tuzunu formazon iirliniine ¢evirebilme yetenegini Olcer. Hiicrenin canlilig1
(metabolik aktivitesi) kayboldugu zaman mitokondrial fonksiyon azalir ve sonug
olarak tetrozolium tuzunun formazon iirlinline cevirebilme yetenegi azalir.
Formazon miktar1 bir¢ok hiicre hattinda hiicre sayisi ile orantili olarak olusur. Bu
nedenle MTT testi hiicre canliliginin ve ¢ogalmasinin dl¢iilmesinde kullanilir [70,

71].

MTT assay

oS S o
H,J.-;‘LT_:_.N "TS'-'H

3[4 5-dimethylthiazol-2-yl)-2 S-dipheryd

: Formazan derivative
tetrazalium bromide (MTT)

Sekil.2.3.MTT deneyi sirasinda gergeklesen reaksiyon [72].

Insan mezenkimal kok hiicreleri (iMKH), Thoma lanu ile sayilarak 24
kuyucuklu plakalara 4x10* hiicre/kuyu olacak sekilde, 8 paralel olarak ekilmistir.
Her ti¢ giinde bir medyum taze medyum ile degistirilmistir. 1. giin, 7. giin, 21. giin
ve 28. giinlerde besiyerleri uzaklastirilarak, MTT ilavesi yapilarak test
maddelerinin hiicre gogalmasina olan etkileri saptanmstir. Hiicreler Sm/ml! MTT
stok ¢ozeltisi ile 2 saat CO2 inkiibatoriinde inkiibasyona birakilmistir. Bu siire
sonunda MTT igeren besiyerleri kuyucuklardan uzaklastirilmis ve her kuyucuga

1000 pul DMSO ilave edilip, 5 dakika beklendikten sonra plakalardaki hiicrelerin
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optik dansiteleri ELISA cihazinda 570 nm. dalga boyunda okutulmustur. Hiicre
ekilmemis kuyucuklar blank olarak kullanilmistir. Deneyler 3’er kez tekrar

edilmistir.

2.2.5. LDH testi

Kullanilan  yiizeylerin MKH  canliligt  {izerindeki etkilerinin
belirlenmesinde ikinci bir analiz olarak LDH testi uygulanmustir. Laktat
Dehidrogenaz Testi (LDH testi) bir protein deneyidir [73]. Kiiltiir hiicrelerinde
LDH enzimi iki yolla 6lciilebilir; birinci yolda hiicreler tarafindan kullanilan
medyumdaki laktat dehidrogenaz Ol¢limii yapilabilir, ikinci bir yol ise kiiltiir
hiicrelerinin liziz edilerek hiicre igerisindeki laktad dehidrogenaz enziminin
Olctilmesidir. Giivenilirligi, hiz1 ve basit olmas1 bu testin 6zellikleridir. Hiicre i¢i
LDH kayb ilerleyen asamalarda hiicre membraninda meydana gelen hasara bagh
olarak hiicre dliimiiniin bir belirtecidir. Laktat dehidrogenaz, laktik asiti NAD+
varligindan priivik asite doniistiiren enzimdir. Laktik asit hiicre biitiinliigiiniin
bozulmasi ile ortaya c¢ikar. Yani kiiltiire edilmis hiicrelerin 6liimii ile hiicre
membran biitiinliigii bozulur ve sitoplazma icerigi disar1 ¢ikar.

LDH testi Bernhardt ve ark.” nin (2010) kullandig1 metod ve kit protokolii
(Promega, G1781) takip edilerek uygulanmigtir [74]. 24’lik plakalarda,
4x10% hiicre/kuyu olacak sekilde, 8 paralel olarak, 7 giin, 21 giin ve 28 giin inkiibe
edilen hiicrelerin iizerinden besiyerleri uzaklastirilmis ve bir kez PBS solisyonu
ile yikanan hiicreler -80°C” dondurucuya kaldirilmigstir. 28 giinliik inkiibasyonun
ardindan derin dondurucudan ¢ikartilan hiicreler 20 dakika buz {iizerinde
¢Oziinmeleri i¢in bekletilmistir. Kit igerisinde bulunan liziz solisyonunun her
kuyucuga eklenmesinin ardindan plakalar igerisinde buz bulunan sonikator
icerisine yerlestirilerek yaklasik 50 dakika sonikasyon banyosuna birakilmistir ve
daha sonra lizatlar pipetlenerek tiip icerisine toplanmistir. Daha sonra her 6rnek
icin 96’lik plakalara 50 pl hiicre lizat1 ve 50 pl siibstrat eklenerek calkalayici
tizerinde, karanlik ortamda, oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. 30

dakika sonunda 50 pl stop soliisyon eklenerek LDH 6l¢iimii ELISA cihazinda 490
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nm filtre kullanilarak gergeklestirilmistir. Her 6rnegin Ol¢limii i¢in en az iki
kuyucuk kullanilmig ve deneyler 3’er kez tekrar edilmistir. Verilerin analizinde
elde edilen tiim sonuglarin ortalamalar1 karsilastirilmali olarak degerlendirilmistir.
Elde edilen verilerin anlamliliklar1 TTest uygulanarak belirlenmistir. Anlamlilik

degeri olarak p<(0.05 kabul edilmistir.

2.2.6. Picogreen boya ile hiicrelerdeki DNA miktarimin belirlenmesi

Picogreen c¢ift iplikli DNA miktarinin belirlenmesi amaci ile kullanilan
ultra hassas fluoresan bir boyadir. Kiigiilk miktarlardaki DNA miktarlarinin
belirlenmesi ve dlciilmesinde oldukga etkilidir. ilag ve etken madde arastirmalar
sirasinda hiicrelerdeki DNA miktarlarindaki degisikligin 6l¢iilmesinde kullanilan
temel molekiiler yontemlerden biridir. Niikleik asit miktar1, 96'lik plakalarda 485-
535 nm dalga boyundaki absorbans 6l¢iilmektedir. En 6nemli avantaji ¢ok kiigiik

miktarlardaki 6rneklerden bile ¢ok hassas sonuglar elde edilebilmesidir [74, 75].

Sekil.2.4.PicoGreen boyasinin topolojik formiilii [76].

DNA miktar tayin deneyi Bernhardt ve ark.” nin (2010) kullandig1 metoda
gore yapilmistir [74]. LDH testinde oldugu gibi, 24’liik plakalarda,
4x10% hiicre/kuyu olacak sekilde, 8 paralel olarak, 1 giin, 7 giin, 21 giin ve 28 giin
inkiibe edilen hiicrelerin iizerinden besiyerleri uzaklastirilmis ve bir kez PBS
solisyonu ile yikanan hiicreler -80°C’ dondurucuya kaldirilmigtir. 28. giinliik
inkiibasyonun ardindan derin dondurucudan c¢ikartilan hiicreler 20 dakika buz

tizerinde ¢oziinmeleri i¢in bekletilmistir. %1 liziz solisyonun (%1 Triton-X-100
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iceren PBS solisyonu) her kuyucuga eklenmesinin ardindan plakalar igerisinde
buz bulunan sonikatore yerlestirilerek yaklasik 50 dakika sonikasyon banyosuna
birakilmistir ve daha sonra lizatlar pipetlenerek tiip igerisine toplanmistir. Daha
sonra her 6rnek icin 96’lik plakalara 10 pl hiicre lizat1 ve 1:800 oranda TE Buffer
(Tris EDTA) ile sulandirilmis PicoGreen® (Molecular Probes, P7581) boyadan
190 pl eklenerek 5 calkalayici iizerinde inkiibe edilmis (karanlik ortamda) ve
floresan okuma yapabilen ELISA cihazinda 485/535 nm filtre kullanilarak 6l¢iim
gergeklestirilmistir. Her 0rnegin Ol¢iimil i¢in en az iki kuyucuk kullanilmis ve
deneyler 3’er kez tekrar edilmistir. Hiicre sayist kalibrasyon egrisi olarak
kullanilan belli hiicre sayisindaki kontrol kuyucuklarinda bulunan DNA igerigine
gore hesaplanmigtir. Elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri
Mikrosoft Office Excell kullanilmistir. Verilerin analizinde elde edilen tiim
sonuglarin ortalamalar1 karsilastirilmali olarak degerlendirilmistir. Elde edilen
verilerin anlamliliklar1 TTest uygulanarak belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak

p<0.05 kabul edilmistir.

2.2.7. Kiiltiir ortamindaki MKH’lerde osteojenik farkhilasmanin

uyarilmasi

Kiiltiire edilmis hiicrelerin farklilastirilmasi i¢in Bernhardt ve ark.” nin
(2010) kullandigi ydntem uygulanmustir [74].  Hiicreler %10 FBS, 10®° M
deksametazon, 0,05 mM askorbik asit 2-fosfat, 10 mM B-gliserofosfat igeren
farklilagma kokteyli varliginda kiiltiire edilmislerdir. Medyum her 3-4 giinde bir
yenilenmistir. 1, 7, 21, ve 28 giinler sonunda ornekler sonraki biyokimyasal

analizler i¢in dondurulmus ya da boyamalar i¢in fikse edilmistir.
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2.2.8. Osteojenik farkhlasmanin alizarin kirmizi boyama ile

saptanmasi

Osteoblast hiicrelerinin farklilagmasi ve kalsiyum birikim metabolizmasi
tizerine olan etkileri alizarin kirmizisi (AK) boyama ile mikroskobik olarak tespit
edilmistir. Bu amagla farklilagmasi uyarilmis olan hiicreler 28. giiniin sonunda 24
kuyucuklu plakalardaki hiicreler {izerinden medyum dikkatli bir sekilde
uzaklagtirilarak, hiicreler % 70’lik soguk etanol ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilmis, siire sonunda alkol dikkatlice uzaklastirilmis, 2 kez 5 dk distile su ile
yikanmistir. Ardindan su uzaklastirilip hiicreleri kaplayacak sekilde % 0,1° lik AK
eklenerek 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra AK’s1 alinip 4 defa distile
su ile yikanarak mikroskop altinda incelenmistir [77]. Deneyler 3’er kez tekrar

edilmistir.

2.2.9. Osteojenik farkhlasmanmin alkalen fosfataz enzimi ile

biyokimyasal tespiti

Kiiltiire edilmis hiicrelerde osteojenik farklilagmanin biyokimyasal olarak
Olclimii icin alkalen fosfataz enzim miktar tayin testi kullanilmis ve ALP enzimi
Bernhardt ve ark.” nin (2010) yontemine gore Olclilmistiir [74]. LDH ve
Picogreen deneylerinde oldugu gibi, 24’liikk plakalarda, 4x10* hiicre/kuyu olacak
sekilde, 8 paralel olarak, 7 giin, 21 giin ve 28 giin inkiibe edilen hiicrelerin
tizerinden besiyerleri uzaklastirilmis ve bir kez PBS solisyonu ile yikanan hiicreler
-80°C dondurucuya kaldirilmigtir. 28 giinliik inkiibasyonun ardindan derin
dondurucudan c¢ikartilan hiicreler 20 dakika buz iizerinde c¢oOziinmeleri icin
bekletilmistir. %1 liziz solisyonun (%1 Triton-X-100 igeren PBS solisyonu) her
kuyucuga eklenmesinin ardindan plakalar igerisinde buz bulunan sonikatdre
yerlestirilerek yaklasik 50 dakika sonikasyon banyosuna birakilmistir ve daha
sonra lizatlar pipetlenerek tlip icerisine toplanmistir. Daha sonra her ornek igin
96’lik plakalara 20 pl hiicre lizat1 eklenmis ve 100 pul ALP substrat soliisyon (20
ml ALP substrat buffer (0,1 M dietanolamin, %1 triton-X-100, ImM MgClz, ph
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9,8) igerisinde ¢oOziilmiis 1 adet p-nitrofenilfosfat tablet) eklendikten sonra hizlica
calkalandiktan sonra 30 dakika 37 °C’de ALP enziminin pNpp’yi paranitrofenole
doniistiirmesi i¢in beklenmistir. Her Ornegin Ol¢liimii icin en az iki kuyucuk
kullanilmig ve deneyler 3’er kez tekrar edilmistir. 30 dakika sonra reaksiyonu
durdurmak i¢in 80 ul IN NaOH eklenerek reaksiyon durdurulmus ve yine kisaca
calkandiktan sonra 405 nm dalga boyunda 6l¢iim gerceklestirilmistir. Hiicre sayisi
kalibrasyon egrisi olarak kullanilan belli hiicre sayisindaki kontrol kuyucuklarinda
bulunan DNA igerigine gore, ALP aktivitesi ise DNA miktarina bagli olarak
belirlenen hiicre sayisina bagli olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglarin
istatistiksel degerlendirmeleri Mikrosoft Office Excell kullanilmistir. Verilerin
analizinde elde edilen tiim sonuglarin ortalamalar1 karsilastirilmali olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen verilerin anlamliliklar1 TTest uygulanarak

belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.

2.2.10. Osteopontin mRINA seviyesindeki degisimin molekiiler olarak

saptanmasi

“Real time PCR” floresan boyalar kullanilarak ger¢cek zamanli olarak
DNA’larin  belirlenmesi ve miktarinin gosterilmesi teknigidir. Metabolik
hastaliklarin tedavilerinde uygun ilaglarin se¢imi i¢in yapilan ¢alismalarda yaygin
olarak kullanilan yontemlerle karsilagtirildiginda, sonuglarin uygulanan diger
yontemlerle uyumlulugunun molekiiler diizeyde belirlenmesi, elde edilen verilerin
hizla degerlendirilmesi ve hastalara bir tedavi olarak sunulmasi acisindan oldukc¢a
onemlidir. Bu acidan Real-time PCR oldukca hassas, cok karmasik olan genetik
bilginin yorumlanmasina olanak saglayan bir yéntemdir. Ozellikle normalizasyon
icin uygun bir internal kontrol secimi ekspresse edilen genetik bilginin
yorumlanmasinda oldukc¢a dnemlidir [78]. rt-PCR, yiiksek hassasiyeti nedeniyle
degisik hiicre hatlarinda, dokularda, proliferatif durumlarda, tedavilerde, kanserli
dokularin ilerleme derecelerinin aragtirllmasina kadar ¢ok degisik durumlarda
kullanilmaktadir [79]. Floresan boya miktarinin Ol¢iimii esasina dayanan bu

deneylerde belli bir diziye baghh kalmadan tiim ¢ift iplikli DNA molekiiliine
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baglanan floresan boyalar ya da belirlenmis bir PCR {iriinii tizerindeki spesifik bir
diziye baglanabilen oligoniikleotit hibridizasyon problar1 kullanilabilir. Dizi
spesifik florasan problar, oldukca yiliksek hassasiyete sahip floroforlar ile isaretli
dizi spesifik problardir. Reaksiyon igerisinde sadece spesifik hedef mevcut ise
florasan artist gozlenir. Bu reaksiyonlarda {iriiniin belirlenmesi i¢in “melting
curve” analizine genellikle ihtiyac duyulmaz. Bu hassas dizi spesifikliginden
dolay1 primer dimerleri gibi iiriinlere bagl ekstra goriintiiler elde edilmeyecektir.
Bu calismada Osteopontin mRNA seviyesinin 6l¢iilmesi sirasinda her bir
hiicre grubundan standart yontemle total RNA izolasyonu yapilmistir. RNA’lar
daha onceki deney sonuclari g6z Oniinde bulundurularak farklilasma medyumu
icermeyen (OS-) medyumda cam lamel (kontrol), kollojen (kontrol), poli-l-lizin
(kontrol), HAP-Ticari, HAP-Ag, HAP-ZAg ve HAP-ZAgCu ile kaplanmis
yiizeyler lizerinde 14 giin boyunca biiyiitilen MKH’lerden elde edilmistir. Gen
ekspresyonu ve duraganligt 18S r-RNA geninin ekspresyon seviyesiyle
karsilagtirilmigtir. mRNAlarin elde edilmesinde Qaigen RNeasy Plus RNA
izolasyon kiti kullanilmig ve kit protokolii takip edilmistir. Elde edilen RNA’dan
reverse transkriptaz (rt) enzimi kullanilarak cDNA sentezlenmistir. Her 6rnekten 1
ug RNA kullanilarak ¢cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Genlere 6zgii olarak
secilen primerlerle, hiicre orneklerinden elde edilen cDNA'lar amplifiye edilmis
ve referans gene oranlanarak relatif olarak miktarlar1 saptanmistir. Real-Time
PCR deneyleri planlanirken, DNA'ya 0zgiil baglanan primer problarin
kullanilmasmma karar verilmis ve primerler “non-specific” baglanmay1
engelleyecek sekilde dizayn edilmistir. Deneylerde kullanilan primer dizileri su

sekildedir;

Osteopontin:  Reverse 5’-GAGGTGATAGTGTGGTTTATGGA-3’,
Forward 5’-TGATGTCCTCGTCTGTAGCA-3,
18SrRNA:  Reverse 5 TCCTTGGATGTGGTAGCCG-3’,

Forward S’ ATCAACTTTCGATGGTAGTCG-3’
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Deney sonuglarinin analizi sirasinda rolatif miktar tayini yapilmistir.
Rolatif miktar tayini hedefin konsantrasyonunun belli bir referansin
konsantrasyonuna orani olarak ifade edilir. Bu metot ile hedef ve referans genin
konsantrasyonlarin1  belirleyebilmek i¢in her ikisine ait standart egrilerin
kullanimina ihtiya¢ duyulur. Calismamizda real time PCR sonuglarimizi
yorumlarken, hedef genlerimizin konsantrasyon degerini referans genin
konsantrasyon degerine oranlayarak elde ettigimiz sonuglarin kontrol grubuna

gore ne kadar degistigi incelenmistir.

RNA izolasyonu

1. Kaplanmig malzemelerin bulundugu lamellerin {izerine ekilen
iMKH’ler, 24 saat hiicrelerin yapismasi i¢in inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra osteojenik farklilasma faktorleri iceren ve icermeyen medyumda 14 giin
boyunca farklilasma i¢in bekletilmislerdir.

2. 14. giiniin sonunda hiicreler, PBS solisyonu, PBS-EDTA solisyonu,
tripsin yardimi ile santriflij tiipiine toplanmis, 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmis, siipernatan uzaklastirilmistir.

3. Hiicrelerin {izerine Buffer RTL plus + Beta merkaptoetanol
karisimi1 konarak yavas yavas pipetlenmis ve genomik DNA’y1 tutan kolonlara
konularak 10 000 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. Boylece genomik DNA
kolonda kalir.

4. Alttaki genomik DNA’nin bulunmadigi lizatin iizerine 350 pl
%70’lik etanol ekleyerek pipetlenmis ve pembe renkli kolonlara konarak 10 000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

5. Altta kalan s1v1 atilirak kolona 700 ul RW1 eklenmis, 15 sn 10 000
rpm de santrifiij edilmis ve s1v1 yine dokiilmustiir.

6. Pembe kolonlarin iizerine 500 pl Buffer RPE konulmus, 14 000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

7. Daha sonra pembe kolonlar yeni bir toplama tiipiiniin iizerine

koyularak Ayni islem tekrarlanarak 14 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.
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8. Kolon yeni bir toplama tiipline koyulur, hi¢bir sey eklemeden
kurumasi i¢in 14 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

9. Kolon yeni temiz ependorf tiipli igerisine yerlestirildikten sonra
tizerine 40ul RNAse Free Water tam orta kisima gelecek sekilde dikkatlice
eklenmis ve 10 000 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir.

10.  Ustteki kolon atilarak, altta kalan RNA’lar nano dropta dl¢iilmiis ve
real time PCR i¢in islem yapilana kadar -80°C’de saklanmustir.

RNA konsantrasyonunun hesaplanmasi

RNA’nin miktar1 ve safligim1 belirlemek amaciyla izole edilen RNA

nanodrop cihazinda 6l¢iilmiis 1 ngr DNA ya ulasacak sekilde DNAse, RNAse free

su ile dilue edilmistir.

cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in, toplam hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon

hazirlanmis ve cDNA sentez islemi palm cycler cihazinda yapilmistir.

Cizelge.2.1. cDNA sentezi i¢in kullanilan karigim igerigi

Karisim Miktar( ul)
Quantiscript reverse transcriptase 1
Quantiscript reverse transcriptase Buffer 4

Reverse transcriptase primer mix 1

RNA 14

Toplam 20

Cizelge.2.2. rt-PCR i¢in miks igerigi.

Karisim Miktar( ul)
Primer prob 10
Master Mix 1
RNase Free Water
cDNA 5
Toplam 20
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Elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri Mikrosoft Office
Excell kullanilmistir. Verilerin analizinde elde edilen tiim sonuglarin ortalamalari

karsilagtirilmali olarak degerlendirilmistir.

2.2.11. Hiicre adezyon deneyi

Adezyon deneyi Ozeki ve ark. tarafindan (2006) tarafindan belirtildigi gibi
yapilmistir. Deney i¢in, 24 kuyucuklu plakalar 1 gece +4 derecede belirli
konsantrasyonlardaki poli-1-lizin ve kollojen I (%0.01), fibronektin (20 pg/ml) ve
laminin-I (10-12 pg/ml) hiicre adezyon molekiilleri ve ekstraseliiler matriks
proteinleri ile kaplanmistir. Plakalar %0.1 BSA (Bovin serum albumin) igeren
medyum ile 60 dk non-spesifik adezyonu engellemek amaciyla CO2
inkiibatoriinde bekletilmistir. Ardindan 4x10° hiicre/ml oraninda hiicre iceren
medyum 24’lii plakaya ekilerek ve 30-40 dk inkiibe edilmistir. Yapismamis
hiicreler ¢alkalayici ile calkalandiktan sonra %0,1 BSA igeren medyum ile
yikanarak uzaklastirilmistir. Substrata baglanmis hiicrelerin sayisini belirlemek
icin %1’lik formaldehitle fikse edilen hiicreler %1 kristal viyole soliisyonu ile
boyanarak, %2 SDS ile ¢6ziiniir hale getirildikten sonra 562 nm dalga boyunda
eliza  cihazinda  okutulmustur. Elde edilen sonuglarin istatistiksel
degerlendirmeleri Mikrosoft Office Excell kullanilmistir. Verilerin analizinde elde
edilen tiim sonuglarin ortalamalari kargilagtirilmali olarak degerlendirilmistir. Elde
edilen verilerin anlamliliklar1 TTest uygulanarak belirlenmistir. Anlamlilik degeri
olarak p<0.05 kabul edilmistir. Pozitif kontrol olarak poly-L-lisin ile kaplanmis

lamel kullanilmastir.

2.2.12. immunoflouresan boyama
Hiicrelerin biyomalzemeler ile kaplanmis lameller iizerindeki adezyon

yetenegindeki degisimin tespit edilebilmesi igin hiicreler ayrica F-aktin ve

vinkulin spesifik antibodi ile immun fluresan isaretleme yapilarak analiz
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edilmistir. Immun isaretleme igin; hiicreler %3,7 formaldehit ile 10 dk oda
sicakliginda fikse edilmis, %0,02 BSA ile 3 kere 5’er dakika yikanmis ve %1
Nonidet P-40 ile 10 dk muamele edilen hiicrelerin membran1 parcalanmistir.
Bunun ardindan spesifik olmayan antikor baglanmalarini engellemek i¢in %0,02
BSA ile 10 dk bekletilmistir. Daha sonra hiicreler F-actin boyama igin 1 saat 5
mg/ml tetramethylrhodamine B isothiocyanate (TRITC)-labelled phalloidin ile
boyanmustir. 3 kez %0,02 BSA ile yikamanin ardindan hiicreler 1 saat 37 °C’de
tavsan serumu (1:10) ile inkiibe edilmistir. Hiicreler daha sonra anti-vinculin
(1:30) ile 1 saat 37 °C’de muamele edilmis ve 3 kez %1 BSA ile yikandiktan sonra
flourosein-izosiyanat bagli sekonder anti-fare (1:50) ve 1 mg/ml DAPI (4°6-
diamidino—2 fenilindol) ile 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Boyanan

hiicreler Olympus BX50 U-UHK floresan atagmanli mikroskopta gézlenmistir.

2.2.13. Hiicre adezyonunun taramah elektron mikroskobunda (SEM)

incelenmesi

Yiizeyler iizerine ekilen hiicreler 24 saat sonra PBS solisyonu ile
yikanarak %35 gluteraldehit ile 30 dk +4 °C’de fikse edilmistir. Daha sonra
ornekler kurutma amaci ile (Suyun uzaklastirilmasi) sirasiyla 10’ar dakika %10,
%30, %50, %70, %96 ve %99,9’luk alkol serisinden gecirilmis ve kurumaya
birakilmistir. Elektron mikroskobu goriintiisii alinmadan hemen O&nce altin-

paladyum ile kaplanmistir (25 mA-1 dk).

2.2.14.rt-PCR-array ile farkh yiizeylerde biiyiitiillen hiicrelerde

adezyon ile ilgili genlerin mRNA diizeylerinin tespit edilmesi

Real-Time PCR sistemleri, reaksiyondaki PCR iiriinii miktar1 ile sistem
igerisinde kullanilan belirleyici bir floresan boyadan alinan boya miktar
arasindaki oranti esasina dayali olarak calismaktadir. Floresan boya miktarinin

Ol¢iimii esasina dayanan bu sistemlerde belli bir diziye bagh kalmadan tiim g¢ift
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iplikli DNA molekiiliine baglanan florasan boyalar ya da belirlenmis bir PCR
irlinii tizerindeki spesifik bir diziye baglanabilen oligoniikleotit hibridizasyon
problar1 kullanilir. Dizi spesifik olmayan floresan boyalar ¢ift iplikli DNA’nin
tamamina baglanabilme 6zelligi tastyan etidyum bromid benzeri boyalardir. Real-
Time PCR sistemlerinde kullanilan boya SYBR Green I’dir. SYBR Green I, onun
emisyon Ozelligini énemli 6l¢iide arttiran bir soliisyon igerisinde bulundugunda
DNA molekiiliine baglanir. PCR boyunca amplifiye olan iirlin miktar1 ile dogru
orantili olarak SYBR Green I’ in sinyali artacaktir.

Her bir hiicre grubundan standart yontemle total RNA izolasyonu
yapilmistir. mRNA’larin elde edilmesinde Qaigen RNeasy RNA izolasyon kiti
kullanilmig ve kit protokolii takip edilmistir. Elde edilen RNAdan reverse
transkriptaz (rt) enzimi kullanilarak ¢cDNA sentezlenmistir. Her 6rnekten 1 pg
RNA kullanilarak cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir. Genlere 6zgii olarak secilen
primerlerle, hiicre Orneklerinden elde edilen cDNA'lar amplifiye edilmis ve
referans gene oranlanarak relatif olarak miktarlar1 saptanmistir. Real-Time PCR
deneyleri planlanirken, DNA'ya 6zgiil olmadan baglanan SYBR Green boyasi
kullanilmasma karar verilmis ve primerler ‘“non-specific”’ baglanmayi
engelleyecek sekilde dizayn edilmistir. PCR-arrayde kullanilacak olan genler
hiicre adezyonunda rol oynayan 84 adet genlerdir. Bu genler hazir olarak 96 lik

plaka halinde satin alinmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Metal iyon Katkil Nanoseramik Tozlarin Karakterizasyonu

Sekil 3.1.1°de HAP’a ait XRD orgii desenleri sablon olarak verilmistir.
Sekilde mavi ¢ubuklar HAP’a ait piklerin yerlerini vermektedir. iki-teta 30-35°
arasindaki desenler HAP 1n esas difraksiyonudur. Sekil.3.1.2/a-d de ise ¢alismada
kullanilan sentezlenmis tozlarin XRD oOrgii desenleri verilmistir. Yapilan
analizlerden goriildigi lizere Ozellikle esas difraksiyon araligma bakildiginda
tiretilen tozlarin tamaminin HAP yapida oldugu goriilmektedir. Sekil.3.1.2/a-b-
d’de ki toz XRD’leri tozlara 1sil islem uygulanmadigi i¢in sentez sonrasi daha
karmagik (giiriiltiilii) paternler vermistir. Ayrica bazi kompozisyonlar i¢in az
miktarda tanimlanamayan fazlarda bulunmaktadir. Sekil.3.1.2/c’de ise iiretim
sonrasi 1s1l iglem gerektirdiginden kristallenme artacagindan daha diizgiin XRD

orgii deseni elde edilmistir.

1L | b

P | 1 Lk N i .
Py i r"l Iy ' LIUI' 'J‘lﬂ'-J-‘ I U‘t‘llr‘m\“"' ‘J‘nl‘l‘w.w"'-'ﬂ" i i '\ﬂ ||'|"fl_,..‘ M. ‘I ‘I N ‘ihll“"‘."—'-=J.l‘1L'.“J"l;._‘“"v.-"-n"du"-.‘ /

Wl

a 99 + -3¢ (167)
7 Phospharus P ¥/ ? ¥ 0 0 23 « U 000 Bmab (B4)
7 Calcium Oxide CaD2 999 *  00-003-0865 5 8 <1 0,000 |4/mmm (139)

Sekil.3.1.1. HAP pikine ait XRD orgii desenleri
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b —-— HAP-AG
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Siddet (au)

ez § - —hrzaceU

Sicdet { au)
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Sekil.3.1.2. Uretilen tozlarin XRD 6rgii desenleri: a) HAP-Tic, b) HAP Ag, ¢) HAP-ZAg, d)
HAP-ZAgCu

Sekil.3.1.3 ve Sekil.3.1.4’de ise iiretilen tozlarin diisik ve yiiksek
biiylitmedeki taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri verilmistir.
Sekil.3.1.3/a-d’de {iretim sonrasi tozlarin goriintiilerine bakildiginda tozlarin
kurutmadan dolay1 topaklandigi goriilmektedir. Sekil.3.1.4/a-d’de ise yiiksek
biiylitmelerde tozlarin birincil boyutlar1 net bir sekilde goriilmektedir.
Sekil.3.1.3/a-b-d igin iiretilen tozlarin 100 nm’den kii¢iik topaklara sahip oldugu
goriilmekte olup, Sekil.3.1.5’de tane boyut daglim grafiginde genel olarak
ortalama boyutunun 30-100 nm arasinda degistigi belirlenmistir. HAP-ZAg kodlu
tozun ise 1sil islemden dolay:1 taneler arasi boyun verdigi (Sekil.3.1.3/c) ve

PR

boyutunun 300-400 nm (Sekil.3.1.5/c) arasinda degistigi goriilmektedir.
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Sekil.3.1.3. Uretilen tozlarin diisiik biiyiitme SEM gériintiileri: a) HAP-Tic, b) HAP-Ag, c) HAP-
ZAg, d) HAP-ZAgCu

Sekil.3.1.4. Uretilen tozlarm yiiksek biiyiitme SEM goriintiileri: a) HAP-Tic, b) HAP-Ag, ¢) HAP-
ZAg, d) HAP-ZAg-Cu
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Sekil.3.1.5. Uretilen tozlarm tane boyut analizleri: a) HAP-Tic, b) HAP-Ag, c) HAP-ZAg, d)

HAP-ZAgCu

Cizelge.3.1.1. EDX analizi sonucuna gore tozlarda bulunan metal iyonlarinin katki yiizdeleri.

TOZ KODU EDX (Tozlarda Bulunan Metalik Katkilar)

Atomik % Agirhikca %

Ag Zn Cu Ag Zn Cu
HAP-Tic - - - - - -
HAP-Ag 0.8-1 - - 3-4 - -
HAP-ZAg 0.8-1 7-8 - 3-4 16-18 -
HAP-ZAgCu 0.6-0.8 | 3.5-45 | 0.3-0.5 2-2.5 12-14 0.7-1
3.2

Uzerine Etkisinin MTT Testi Ile Degerlendirilmesi

Farkh Metal Iyonlar1 Iceren Yiizeylerin MKH Canhhig

Lamel (Kontrol), HAP-Ticari, HAP-Ag, HAP-ZAg, HAP-ZAgCu nano

tozlar1 ile kaplanmis lamellere ekilerek osteojenik farklilasma kokteyli igeren

(OS+) ve icermeyen (OS-) medyumda biiylitiilen hiicrelerin canlilig1 1., 7., 21. ve

28. giinlerde mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesine dayali MTT deneyi ile
belirlenmistir. Sonuglar Sekil.3.2.1 ve Sekil.3.2.2°de gosterilmektedir.
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MKH Canhhiginin Mitokondriyal Aktiviteye
Degerlendirilmesi/OS+

CANLI

HLUCRE

Sekil.3.2.1. Farkli metal iyonlar1 igeren HAP nanokaplama yiizeylerin MKH’lerin canliligt
iizerindeki etkisi. Olgiimler 1., 7., 21. ve 28. giinlerde osteojenik kokteyl igeren (OS+)
medyumda biiyiitiilen hiicrelerde yapilmistir. Kontrol grubu 100 olarak kabul

edilmistir. * kontrole gére anlamli gruplart ifade etmektedir. p < 0.05 kabul edilmistir.

MEKH Canlihginin Mitokondriyal Aktiviteye Gdére
Degerlendirilmesi/OS-

Sekil.3.2.2. Farkli metal iyonlar1 igeren HAP nanokaplama yiizeylerin MKH’lerin canlilig1

iizerindeki etkisi. Olgiimler 1., 7., 21. ve 28. giinlerde osteojenik kokteyl igermeyen
(OS-) medyumda biiyiitiilen hiicrelerde yapilmistir. Kontrol grubu 100 olarak kabul
edilmistir. * Kontrole gore anlamli gruplart ifade etmektedir. p < 0.05 kabul

edilmistir.
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OS+ ve OS- medyumda, farkli metal iyonlar1 igeren yiizeyler {izerinde
blyiitiilen hiicrelerden elde edilen sonuglarin birbirine yakin oldugu
goriilmektedir. Her iki grupta da HAP-Ticari iizerinde biiyiitiilen hiicrelerdeki
canliligin zamana bagl olarak azaldigi, 28. giinde kontrole gore hiicre canliliginda
her iki grupta da %30 oraninda bir diislis oldugu gortilmektedir. HAP-Ag kaph
ylizeylerde biiyiitiilen hiicrelerin canliliginin OS- ve OS+ medyumda sirasiyla 1.
gin %35-45, 7. giin %40-60 oraninda arttigi gozlenmistir. HAP-ZAg kaplh
yiizeyler OS+ grup hiicrelerin canlilifin1 kontrole gore 1. ve 7. giinlerde sirasiyla
%30-40 oraninda, OS- grup hiicrelerin canliligin1 kontrole gore 1. ve 7. giinlerde
sirastyla 9%12-20 oraninda artirmistir. HAP-ZAgCu kapli yiizeylerin hiicreler
tizerinde toksik bir etki birakmadigi, 1. ve 7. giin kontrol grubuna gore %30
oraninda canlilig1 artirdigr goriilmektedir. HAP-Ag, HAP-ZAg ve HAP-ZAgCu
yilizeylerinin 21. ve 28. giinlerde hiicre canliligi lizerindeki etkisinin yaklasik

olarak kontrolle ayni seviyede oldugu goriilmektedir.

3.3. Farkh Metal iyonlar1 Iceren Yiizeyler Uzerindeki MKH
Canlihgimin LDH Testi ile Belirlenmesi

Farkli metal iyonlar1 igeren nano yiizeylerin hiicre canlilig1 {lizerindeki
etkisi ayrica laktat dehidrogenaz enzim varligina bagli olarak gergeklestirilen
LDH testi ile de degerlendirilmistir. Bu amagla farkli yiizeyler {izerinde OS+ ve
OS- medyum igerisinde 7., 21. ve 28. giinlerde hiicreler materyal metod kisminda
belirtilen yonteme gore liziz edilerek hiicre igerigindeki laktat dehidrogenaz
enzimi varliginda gergeklesen reaksiyona bagli olarak olusan renk degisimi
kolorimetrik olarak eliza cihazinda Ol¢iilmiis, birbirinden bagimsiz olarak
hazirlanan gruplardan elde edilen veriler istatiksel olarak degerlendirilmis ve
Sekil.3.3.1 ile Sekil.3.3.2°de goriilen sonuglar elde edilmistir.

Sonuglar hem OS+, hem de OS- medyum igerisinde biiyiitiilen hiicrelerin
laktat dehidrogenaz enzim varliina bagli olarak biitiin yilizeylerdeki hiicre
canliliginin bir miktar arttigin1 gostermektedir. Farkli metal igeren gruplarin etkisi

arasinda belirgin bir farklilik goriilmemektedir. OS- gruptaki canli hiicre

56



miktarinin 28. gilin sonunda 7. glindeki degerlere yakin oldugu goriilmektedir.
Sonuglar MTT sonuglarina paralel olarak malzemelerin herhangi bir toksik etki

gostermedigini dogrulamaktadir.

MEH Canhhgimin LDH Enzim Aktivitesine Gire Degerlendirilmesi/OS+
0.450
0.400

* *
B v :
*
0350 B
0300 *
* *
02 = I I
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01
01
0.050
0.000

HAP-Tic/OS+ HAP-Ag/OS+ HAP-ZAg/OS+ HAP-ZAgCuw/OS+
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2 2 2

2

Jg mllg m23g

Sekil.3.3.1. Mezenkimal kdk hiicrelerin farkli metal iyonlar1 igeren HAP nanokaplama yiizeyler
iizerindeki canliligmin LDH testi ile karsilastiriimasi. Olgiimler 7., 21. ve 28. giinlerde
osteojenik kokteyl iceren (OS+) medyumda biiyiitiilen hiicrelerde yapilmistir. *

Kontrole gére anlamli gruplari ifade etmektedir. p < 0.05 kabul edilmistir.

MKH Canhhgmimm LDH Enzim Aktivitesine Gére Degerlendirilmesi/OS-
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Sekil.3.3.2. Mezenkimal kok hiicrelerin farkli metal iyonlar1 igeren HAP nanokaplama yiizeyler
iizerindeki canhiliginin LDH testi ile karsilastiriimast. Olgiimler 7., 21. ve 28. giinlerde
osteojenik kokteyl iceren (OS-) medyumda biiyiitiillen hiicrelerde yapilmistir. * Kontrole
gore anlamli gruplari ifade etmektedir. p < 0.05 kabul edilmistir.
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3.4. Hiicrelerde DNA Miktarimnin Picogreen Boya ile Belirlenmesi

Hiicre canlilig: ¢ift iplikli DNA’ya baglanabilme 6zelligi olan Picogreen
boya ile de degerlendirilmistir. Olduk¢a hassas bir yontem olan DNA miktar tayin
yontemi kullanilarak MTT ve LDH testlerinden elde edilen sonuglar
dogrulanmaya calisilmistir.

Elde edilen verilere gore kontrol grubunda 1. giin 0.111 olarak goriilen
degerin, 28. giin sonunda 0.91°¢ diistiigiinii gostermektedir. Ayn1 sekilde her iki
grupta da (OS+ ve OS-), HAP-Ticari, HAP-Ag, HAP-ZAgCu grubundan elde
edilen verilerin birbirine ve kontrole olduk¢a yakin oldugu goriilmektedir. Fakat
HAP-ZAg yiizeyi iizerinde biiyiitillen MKH’lerin ¢ift iplikli DNA miktarinda her
iki grupta da 28. giinlin sonunda kontrol grubuna gore %40 oraninda bir artis

meydana gelmistir.

MKH'LERIN DNA ICERIGI/OS+

0.160
0.140
0.120
0.100
0.080

0.060

Hiicre Sayis1# 108

0.040

0.020

0000 —= = = = ===
Kontrol HAP-Tic/OS+ HAP-Ag/OS+ HAPZAgOS+  HAP-ZAgCwOS+

Sekil.3.4.1. Farkli yiizeyler iizerinde 1, 7, 21 ve 28 giin boyunca OS+ medyumda biiyiitiilen
MKH’lerin DNA tayini. * Kontrole gére anlamli gruplar ifade etmektedir. p < 0.05
kabul edilmistir.
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MKH'LERIN DNA ICERIGI/OS-

=2lg mig mllg =28¢g

0.160

0.140

0.100

0.080

0.060

Hiicre Sayisi* 109

0.040

Kontrol HAP-Tic/OS- HAP-Ag/OS HAP-ZAg/OS HAP-ZAgCuw O3

Sekil.3.4.2. Farkli yiizeyler iizerinde 1, 7, 21 ve 28 giin boyunca OS- medyumda bilyiitiilen
MKH’lerin DNA tayini. * Kontrole gore anlamli gruplari ifade etmektedir. p < 0.05
kabul edilmistir.

3.5. MKH’lerde Osteojenik Farkhlasmanmin Alizarin Kirmizisi

Boyama ile Degerlendirilmesi

24 kuyucuklu plakalara yerlestirilen HAP-Ticari, HAP-Ag, HAP-ZAg ve
HAP-ZAgCu nano tozlar ile kaplanmis cam lameller lizerinde 28 giin boyunca
osteojenik kokteyl iceren ve icermeyen iki ayr1 grup olarak biyiitiilen
MKH’lerdeki osteojenik farklilasma alizarin kirmizisi boyama ile incelenmistir.
Alizarin kirmuzisi, ekstraselliiler matriksteki kalsiyum birikimine bagli olarak
osteojenik farklilagsmayla birlikte artan kalsiyum miktarina bagli olarak boyanan
hiicreleri gostermektedir. Boyama sonuglar1 Sekil.3.5.1°de gdsterilmistir.

OS+ grupta bulunan MKH’lerin biitlin yiizeyler iizerinde kontrol grubuna
gore daha iyi boyandig1 goriilmektedir. Ticari HAP’la kiyaslandiginda ise metal
iyon iceren gruplarin daha iyi sonug verdigi sdylenebilir. OS- gruba ait sonuglarda
da kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6zellikle HAP-ZAgCu {izerinde biiyiitiilen
hiicrelerdeki boya yogunlugunun oldukga fazla oldugu goze carpmaktadir.
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Sekil.3.5.1 Farkli yiizeyler iizerinde OS+ ve OS- medyumda biiyiitilen MKH’lerde, 28. giiniin
sonunda osteoblastik farklilagmanin alizarin kirmizisi boyama ile tespit edilmesi.

Fotograflar 4X objektif ile ¢ekilmistir.

3.6. MKH’lerde Osteojenik Farklilasmanin Biyokimyasal Analizi
(Alkalen Fosfataz Enzim Miktar Tayini)

MKH’lerin farklt metal iyonlar1 igeren yiizeyler {izerinde osteojenik
farklilasma potansiyelleri biyokimyasal olarak Alkalen fosfataz enzim miktarinin
kolorimetrik olarak ol¢iilmesiyle 7., 21. ve 28. giinlerde degerlendirilmistir.
Sonuglar Sekil 3.6.1 ve Sekil 3.6.2°de gosterilmistir. Zamana bagli olarak enzim
miktarinin dolayisiyla osteojenik farklilagmanin da arttigini  goriilmektedir.
Degerler birbirine yakin olsa da OS+ grupta, HAP-Ag {izerinde biiyiitiilen
hiicrelerin 28. giinde sahip oldugu alkalen fosfataz enziminin HAP-Tic’ye gore
%20 daha fazla oldugu tespit edilmistir. OS- grupta ise HAP-ZAg ve HAP-
ZAgCu yilzeylerinin farklilagmayr HAP-Tic’ye gore yaklagik olarak %170

oraninda daha fazla uyardig1 goriilmektedir.
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Spesifik Alkalen Fosfataz Enzim AKtivitesi/OS+

Sekil.3.6.1 Farkli metal iyonlari igeren HAP nanokaplama yiizeyler iizerinde OS+ medyumda
biiyiitillen hiicrelerde, 28. giiniin sonunda alkalen fosfataz enzim miktarindaki
degisime bagli olarak osteojenik farklilagsmanin degerlendirilmesi. * Kontrole gore

anlamli gruplari ifade etmektedir. p < 0.05 kabul edilmistir.

Spesifik Alkalen Fosfataz Enzim Aktivitesi/OS-
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Sekil.3.6.2 Farkli metal iyonlar1 iceren HAP nanokaplama yiizeyler iizerinde OS- medyumda
biiyiitillen hiicrelerde, 28. giiniin sonunda alkalen fosfataz enzim miktarindaki
degisime bagli olarak osteojenik farklilagsmanin degerlendirilmesi. * Kontrole gore

anlamli gruplari ifade etmektedir. p < 0.05 kabul edilmistir.
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3.7.  Osteopontin Gen Ekspresyon Seviyesinin Tespit Edilmesi

MKH’lerdeki osteojenik farklilasma mRNA seviyesinde Osteopontin
geninden ekspresse edilen mRNA’larin seviyesinin rt-PCR ile dl¢iilmesiyle de
ayrica incelenmistir.

Literatiirden elde edilen bilgiler 1s181inda 14 giin siire ile cam lamel
(kontrol), kollojen (kontrol), poli-l-lizin (kontrol), HAP-Ticari, HAP-Ag, HAP-
ZAg ve HAP-ZAgCu ile kaplanmis yiizeyler {izerinde biiyiitiilen hiicrelerden total
RNA izolasyonu yapilmig ve Osteopontin ile VEGF genlerindeki ekspresyon
seviyeleri incelenmistir.

Farklilasma kokteyli icermeyen medyum ile HAP-Ag yiizeyinde biiyiitiilen
MKH’lerin osteojenik olarak oldukga iyi bir sekilde uyarildigi ve farklilagtig

goriilmektedir.

B Osteopontin

v nnsn
LURE R0 LY

0.0070
0.0060
0.0050
0.0040

0.0030

mBRNA Seviyesi

0.0020

0.0010

0.0000 _ * ﬁ ——

Kontrol Kollojen  Poli-llizin HAP-Tic HAP-Ag HAP-ZAg HAP-ZAgCu

Sekil.3.7.1. Osteopontin genine ait mRNA seviyesi.
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3.8. Hiicre Adezyonunun Olgiilmesi

Hiicrelerin farkli yiizeyler iizerindeki adezyon miktarlarini belirlemek igin
poli-l-lizin, kollojen tip I, fibronektin ve laminin ile kaplanan cam lamel,
polisitren plaka, HAP-Tic, HAP-Ag, HAP-ZAg, HAP-ZAgCu yiizeyleri {izerine
ekilen hiicreler 30 dakikalik inkiibasyonun ardindan fikse edilerek kristal viyole
ile boyanmis ve eliza cihazinda kolorimetrik renk degisimi Ol¢iilmiistiir.
Olgiimlere ait sonuglar Sekil.3.8.1°de verilmistir.

Ozellikle hiicre-matriks arasinda etkin rol oynayan fibronektin ve laminin
proteinleri ile baglanan hiicre sayisinin HAP-Ag kaph yiizeylerde olduk¢a yiiksek
oldugu goriilmektedir. Deney sonuglart HAP-Tic, HAP-ZAg ve HAP-ZAgCu ile
kaplanmis ylizeylere yapisan hiicre sayisinin yaklagik olarak birbirine yakin
oldugunu gostermektedir. Cam lamel ve polisitren plakaya yapisan hiicre sayisi

diger yiizeylere gore oldukca diistiktiir.

Farkh Adezyon Proteinlerine Bagh Olarak MKH'lerdeki Adezyon Miktar:
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Sekil.3.8.1. Mezenkimal kok hiicrelerin farkli metal iyonlari iceren HAP nanokaplama yiizeyler
tizerindeki adezyon yeteneklerinin degerlendirilmesi. * Kontrole gére anlamli gruplari

ifade etmektedir. p < 0.05 kabul edilmistir.
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3.9. Immiinofloresan Boyama (F-Aktin ve Vinkiliin)

Hiicre adezyonu ayrica hiicre iskeleti elemanlar1 olan Vinkiilin ve F-actin
spesifik boyamalar ile de degerlendirilmistir. Boyamalara ait fotograflar
Sekil.3.9.1°de verilmistir. HAP ile kaplanmis ylizeylerin 151k gegirgenligi cam
lamellere goére daha az oldugu icin hiicre iskeleti elemanlarinin tam olarak
gorlintiilenmesi miimkiin olmamistir. Ancak ozellikle HAP-Tic ve HAP-Ag
ylizeyleri lizerinde biiyliyen hiicrelerdeki vinkiilin elemanlar1 hiicre sinirlarini
belirleyecek sekilde goriilmektedir. Hiicrelerin kontrol grubunda oldugu gibi
HAP-ZAg ve HAP-ZAgCu kapl yiizeylerde oldukca iyi adezyon gostererek genis

bir ylizeye yayildiklar1 goriilmiistiir.

Poli-Hizin (Kontrol) Poli-Hizin (Kontrol) Poli-Iizin (Kontrol)
Vinkiilin F-Aktin DAPHHTRITC+Vinkiilin

HAP/Ticari

Vinkiilin

TRITC Phalloidim

F-aktin

DAPI+TRITC

+Vinkiilin

Sekil.3.9.1. Mezenkimal kok hiicrelerin farkli metal iyonlari iceren HAP nanokaplama yiizeyler
lizerindeki adezyon yeteneklerinin Vinkiilin ve F-aktin hiicre iskeleti elemanlarinin

varligma gore degerlendirilmesi.



3.10. Taramah Elektron Mikroskobu ile Hiicre Adezyonunun

incelenmesi

Sekil.3.10.1. Hiicrelere ait SEM Goriintiileri a) HAP-Tic, b) HAP-Ag, ¢) HAP-ZAg,
d)HAP-ZAgCu.

3.11. Hiicre Adezyonunun rt-PCR array ile Degerlendirilmesi

MKH’lerin cam lamel, kollojen, HAP-Tic, HAP-Ag, HAP-ZAg ve HAP-
ZAgCu ile kaplanmis yiizeyler lizerindeki adezyonlari, ekstraselliiler matriks ve
adezyon molekiilleri yolaginda yer alan 84 hedef gen ve 5 referans gen iizerinde
real time PCR array deneyi ile incelenmistir. Calisma kapsaminda her bir grupta
ikiser ornek olmak {izere 5 deney grubuna ait ornekler degerlendirilmistir.
Analizde kullanilan qPCR verileri AACt yontemiyle hesaplanmustir.

Verilerin dagilimia genel olarak bakildiginda farkli durumlarda farkl
hiicresel tepkilerin verildigi gézlemlenmektedir. Her bir gruptaki 6rneklerin gen

ifadesi profili agisindan ne derece tutarli olduklarini anlamak adina bir korelasyon
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analizi yapilarak asagidaki dendogram olusturulmustur. Buna gore, HAP-Ag,
HAP-ZAgCu ve Kollojen gruplarindaki 6rnekler deneysel a¢idan benzer ve tutarl
sonuclar vermistir, bu nedenle bu 6rneklere ait analiz sonuglarinin diger gruplara
kiyasla daha tutarli olmasi1 beklenmektedir.

Anlatim1 her bir grup icin artan ve azalan genler, artma ve azalma
miktarlarina gore siralanarak asagida listelenmistir. Herhangi bir genin artip
azalmasina iliskin degerlendirme, o gene ait ifade miktarinin kontrol verilerine
gore en az iki kat fazla veya az olmasina gore yapilmistir ve asagidaki tablolarda

gen ifadesi artan veya azalan olarak gosterilmistir.
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Cizelge.3.11.1. rt-PCR verilerine gore 84 genin ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi.

Anlatimi Artan® ve Azalan\, Genler
Kollojen HAP-Tic HAP-Ag HAP-ZAg HAP-ZAgCu

ACTB - - - - -
ADAMTS1 - - - - -
ADAMTS13 - - 1 (3,36) 1 (74,80) -
ADAMTSS 1 (3,98) . 1 (4,35) J (2,86) J (2,83)
B2M - - - - -
Cb44 - - - - -
CDH1 1 (2,45) 1 (2,07) 1 (2,07) J (2,54) 1 (7,12)
CLEC3B - -  (2,64) - -
CNTN1 1 (4,18) 1 (18,06) - 1(1618,57) -
COL11A1 1 (49,33) 1 (24,11) 1 (23,70) 1 (23,91) 1 (20,84)
COL12A1 - - J (4,76) - J (2,11)
COL14A1 1 (19,31) 1 (8,92) 1 (2,43) 1 (3,29) -
COL15A1 - - 1 (5,69) - J (2,57)
COL16A1 - - - - -
COL1A1 - - J (3,52) - J (2,01)
COL4A2 1(83,99) | 1 (65,34) 1 (48,31) 1 (99,00) 1 (80,59)
COL5A1 - - J (4,81) - J (3,88)
COL6A1 - - ¢ (2,91) - 1 (2,12)
COL6A2 - 4 (2,64) 4 (3,37) - J (2,24)
COL7A1 - - J (4,08) - J (2,10)
COL8A1 1 (75,01) 1 (35,86) | 1 (7,10) 1 (14,10) 1 (17,61)
CTGF - 4 (2,40) - 4 (2,33) -
CTNNA1 - - - - -
CTNNB1 - - - - -
CTNND1 1 (2,18) - - - -
CTNND2 - 1(4270,49) - - 1 (10,12)
ECM1 - - - - -
FN1 - - - - -
GAPDH - - - - -
HAS1 - . - J (2,90) J (2,81)
HGDC 1 (10,76) - - - -
HPRT1 - - - - -
ICAM1 - - J (2,51) - -
ITGA1 - - - 1 (2,70) -
ITGA2 ™ (2,22) M (3,52) ™ (2,29) 1 (6,29) ™ (2,35)
ITGA3 - - - - -
ITGA4 - ¢ (2,13) ¢ (3,34) - J (2,56)
ITGAS - - - - -
ITGA6 - - - 1 (10,02) -
ITGA7 - ¢ (2,70) ¢ (3,18) J (8,12) U (2,44)
ITGAS  (2,07) -  (29,46) - -
ITGAL - -  (2,64) - -
ITGAM - - - 1 (81,25) -
ITGAV - - - - -
ITGB1 - - - J (2,16) J (2,13)
ITGB2 1 (35,18) 1 (3,87) - 1(1636,17) 1 (66187,61)
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Cizelge.3.11.1. (devam) rt-PCR verilerine gore 84 genin ekspresyon seviyelerinin
degerlendirilmesi.

ITGB3 - - - -
ITGB4 - 4 (3,25) J (2,40) -
ITGB5 - - - - V (2,47)
KAL1 J (2,99) J (3,62) J (3,83) J (7,39) J (7,66)
LAMA1 - - - - M (2,13)
LAMA2 - - - - J (2,83)
LAMA3 J (8,98) 1 (5,91) J (10,37) J (10,06) J (16,38)
LAMB1 - - J (3,26) J (4,05) J (2,69)
LAMB3 d(7,32) J (4,51) J(5,32) J (6,05)
LAMC1 - 1 (68,35) - -
MMP1 - 1 (9,80) - -
MMP10 - 1 (66,52) 1 (105,89) 1 (2,15)
MMP11 -  (2,07) J (3,08)
MMP12 - - 1 (9,28)
MMP13 J (7,09) 1 (111,59) 1 (50,15)
MMP14 J (4,87) { (2,42) 4 (3,88)
MMP15 - 4 (2,00) 1 (19,30) 1 (152,29)
MMP16 ™ (22,99) - - 1 (11,80)
MMP2 - - 4 (2,05)
MMP3 - - ™ (2,87) - -
MMP7 M (19,19) 1 (10698,66) - ™M (2548,24) /" (8570,26)
MMP8 - ™ (3,11) J (8,47) ™ (2,37) -
MMP9 1 (4,30) 1 (2,73) - 1 (6,82)
NCAM1 1 (10,90) 1 (2,06) - 1 (6,01) -
PECAM1 - - - - ¥ (2,08)
RPLPO - - - - -
SELE 1 (16,29) J (2,10) J (2,86) 1 (2,67) 1 (2,03)
SELL 1 (6,09) 4 (2,40) 4 (2,83) J (10,06) {4 (8,75)
SELP 1 (78,65) | 1(6123,08) - 1 (3,21) J (3,13)
SGCE - 1 (2,54) - - -
SPARC - - J (2,44) -
SPG7 - 1 (3,30) J (3,88) - -
SPP1 - 1 (6,02) ™ (9,11) 1T (2,44) 1 (3,65)
TGFBI - - - - -
THBS1 - J (4,21) -
THBS2 - - J (2,03) - -
THBS3 1 (5,04) J (2,24)  (2,54)
TIMP1 - - - -
TIMP2 1 (2,19) - J (2,00)
TIMP3 - - -
TNC - - - -
VCAM1 1 (28,63)  (2,29) J (4,85) - -
VCAN - - - J (2,37) J (2,73)
VTN - J (2,79) - -
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Cizelge.3.11.2.

rt-PCR verilerinde degerlendirilen 84 hedef genin ayrintili agiklamasi ve gen bank

numaralari.
GenBank Sembol Aciklama
NM_006988 ADAMTS1 |ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1
NM_139025 ADAMTS13 |ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 13
NM_007037 ADAMTS8 |ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 8
NM_000610 (CD44 CD44 molecule (Indian blood group)
NM_004360 |(CDH1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)
NM_003278 |CLEC3B C-type lectin domain family 3, member B
NM_001843 (CNTN1 Contactin 1
NM_080629 COL11A1  (Collagen, type XI, alpha 1
NM_004370 (COL12A1  Collagen, type XII, alpha 1
NM_021110 (COL14A1  Collagen, type XIV, alpha 1
NM_001855 (COL15A1 (Collagen, type XV, alpha 1
NM_001856 (COL16A1  Collagen, type XVI, alpha 1
NM_000088 (COL1A1 Collagen, typel, alpha 1
NM 001846 |(COL4A2 Collagen, type IV, alpha 2
NM_000093 |COL5A1 Collagen, type V, alpha 1
NM_001848 (COL6A1 Collagen, type VI, alpha 1
NM_001849 |[COL6A2 Collagen, type VI, alpha 2
NM_000094 (COL7A1 Collagen, type VII, alpha 1
NM_001850 |(COLS8A1 Collagen, type VIII, alpha 1
NM_001901 (CTGF Connective tissue growth factor
NM_001903 (CTNNAL1 Catenin (cadherin-associated protein), alpha 1, 102kDa
NM_001904 CTNNB1 Catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa
NM 001331 |ICTNND1 Catenin (cadherin-associated protein), delta 1
NM 001332 |CTNND2 aCr?-[tiIrlég é;suli)}rlz:;ll-la)lssociated protein), delta 2 (neural plakophilin-related
NM_004425 ECM1 Extracellular matrix protein 1
NM_002026 [FN1 [Fibronectin 1
NM_001523 HAS1 Hyaluronan synthase 1
NM_000201 [CAM1 Intercellular adhesion molecule 1
NM_181501 [ITGA1 Integrin, alpha 1
NM 002203 [ITGA2 Integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor)
NM_002204 [ITGA3 Integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA-3 receptor)
NM_000885 [ITGA4 Integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit of VLA-4 receptor)
NM_002205 [ITGAS Integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide)
NM_000210 [ITGA6 Integrin, alpha 6
NM_002206 ITGA7 Integrin, alpha 7
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Cizelge.3.11.2. (devam) rt-PCR verilerinde degerlendirilen 84 hedef genin ayrintili agiklamasi ve

gen bank numaralari

NM_003638 [ITGAS8 Integrin, alpha 8

NM 002209 ITGAL :rlltggzgl,l ':111;1)11;1)2}11 ZI; Igz(i)rll}t]if:; iﬁgl 1A (p180), lymphocyte function-associated
NM_000632 ITGAM Integrin, alpha M (complement component 3 receptor 3 subunit)
NM_002210 ITGAV Integrin, alpha V (vitronectin receptor, alpha polypeptide, antigen CD51)
NM 002211 [ITGBI f;lszéler:l\t;[e];?: ;)(ﬁbsrl(()rllg;:tin receptor, beta polypeptide, antigen CD29
NM_000211 ITGB2 Integrin, beta 2 (complement component 3 receptor 3 and 4 subunit)
NM_000212 ITGB3 Integrin, beta 3 (platelet glycoprotein I1la, antigen CD61)

NM_000213 [ITGB4 Integrin, beta 4

NM_002213 [ITGBS Integrin, beta 5

NM 000216 KAL1 [Kallmann syndrome 1 sequence

NM_005559 LAMA1 Laminin, alpha 1

NM_000426 [LAMA2 Laminin, alpha 2

NM_000227 [LAMA3 Laminin, alpha 3

NM_002291 [LAMBI1 ILaminin, beta 1

NM_000228 LAMB3 Laminin, beta 3

NM_002293 LAMC1 Laminin, gamma 1 (formerly LAMB?2)

NM_002421 MMP1 Matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase)

NM_002425 MMP10 Matrix metallopeptidase 10 (stromelysin 2)

NM_005940 MMP11 Matrix metallopeptidase 11 (stromelysin 3)

NM_ 002426 MMP12 Matrix metallopeptidase 12 (macrophage elastase)

NM_002427 MMP13 Matrix metallopeptidase 13 (collagenase 3)

NM_004995 MMP14 Matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted)

NM_002428 MMP15 Matrix metallopeptidase 15 (membrane-inserted)

NM 005941 MMP16 Matrix metallopeptidase 16 (membrane-inserted)

NM 004530 MMP2 ll\f/atrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type
NM 002422 MMP3 Matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progelatinase)

NM_002423 MMP7 Matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine)

NM_002424 MMPS8 Matrix metallopeptidase 8 (neutrophil collagenase)

NM 004994 MMP9 i\{[}air(ﬁ(l ;Igl:ﬁﬁlggeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type
INM_000615 NCAM1 Neural cell adhesion molecule 1

NM_000442 PECAM1 IPlatelet/endothelial cell adhesion molecule

NM_000450 SELE Selectin E

NM_000655 SELL Selectin L

NM_003005 SELP Selectin P (granule membrane protein 140kDa, antigen CD62)
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Cizelge.3.11.2. (devam) rt-PCR verilerinde degerlendirilen 84 hedef genin ayrintili agiklamasi ve

gen bank numaralari

NM 003919 SGCE Sarcoglycan, epsilon

NM_003118 SPARC Secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin)
NM_003119 SPG7 Spastic paraplegia 7 (pure and complicated autosomal recessive)
INM_000582 |SPP1 Secreted phosphoprotein 1

NM_000358 TGFBI Transforming growth factor, beta-induced, 68kDa
NM_003246 THBS1 Thrombospondin 1

NM_003247 THBS2 Thrombospondin 2

NM_007112 THBS3 Thrombospondin 3

NM_003254 TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1

INM_003255 TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2

NM_000362 TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3

NM_002160 TNC Tenascin C

NM_001078 VCAM1 Vascular cell adhesion molecule 1

NM 004385 VCAN Versican

NM_000638 VTN \Vitronectin

NM_001101 ACTB |Actin, beta

NM_004048 B2M Beta-2-microglobulin

NM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
NM_000194 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
NM_001002 RPLPO Ribosomal protein, large, PO

SA_00105 HGDC Human Genomic DNA Contamination
SA_00104 RTC Reverse Transcription Control

SA 00104 |RTC Reverse Transcription Control

SA 00104 RTC Reverse Transcription Control

SA 00103 PPC IPositive PCR Control

SA_00103  PPC IPositive PCR Control

SA_00103  PPC Positive PCR Control

71




||\ﬂ!_%|7

AR |
wean
GoLieAT
MMP1A
GoLTal
ITaAs
lesna
THES
ST
o
coLizar
oLl

Sekil.3.11.1. rt-PCR deneyinde ekspresyonu incelenen genlerin ekspresyon degisimlerini gosteren
gen haritast. Renk degisimleri; kirmizi artan ekspresyonu, yesil azalan ekspresyonu,

siyah ise kontrol grubuyla ayni seviyedeki gen ekspresyonlarint gostermektedir.
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Buna gore ekspresyonu artan genler su sekilde siralanmaktadir (Kalin
olarak isaretlenenler tiim gruplarda artan ortak genleri gostermektedir.):

Kollojen; ADAMTSS, CDH1, CNTN1, COL11A1, COL14A1, COL4A2,
COL8A1, CTNNDI1, HGDC, ITGA2, ITGB2, MMP16, MMP7, MMP9,
NCAMI, SELE, SELL, SELP, VCAMI.

HAP-Ticari; CDHI1, CNTNI, COL11A1, COL14A1, COL4A2,
COL8A1, CTNND2, ITGA2, ITGB2, LAMA3, MMP7, MMPS, MMP9,
NCAMI, SELP, SGCE, SPG7, SPP1, THBS3, TIMP2.

HAP-Ag;, ADAMTS13, ADAMTSS8, CDHI, COL11A1, COLI14Al,
COL15A1, COL4A2, COLS8A1, ITGA2, LAMCI1, MMP1, MMP10, MMP3,
SPP1.

HAP-ZAg, ADAMTSI13, CNTNI1, COL11A1, COL14A1, COL4A2,
COLS8A1, ITGAIl, ITGA2, ITGA6, ITGAM, ITGB2, MMP10, MMPI3,
MMP15, MMP7, MMP8, MMP9, NCAM1, SELE, SELP, SPP1.

HAP-ZagCu; CDH1, COL11A1, COL4A2, COL8A1, CTNND2, ITGA2,
ITGB2, LAMAIL, MMP10, MMP12, MMP13, MMP15, MMP16, MMP7, SELE,
SPP1.

Ekspresyonu artan genler arasinda biitiin gruplarda ortak olanlar;
COL11A1 (Collagen, type XI, alpha 1), COL14A1 (Collagen, type XIV, alpha 1),
COL4A2 (Collagen, type IV, alpha 2), COL8A1 (Collagen, type VIII, alpha 1),
ITGA2 (Integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor)), ITGB2
(Integrin, beta 2 (complement component 3 receptor 3 and 4 subunit)), MMP7
(Matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine)) ve SPP1 (Secreted
phosphoprotein 1) genleridir.

COL11A1 (Collagen, type XI, alpha 1) geni; ESM baglanmasinda gorev
alir, ESM yapisal bilesenidir ve 6zellikle kollojen fibrillerinin organizasyonu ile
ossikalsifikasyon siireclerinde rol almaktadir. COL14A1 (Collagen, type XIV,
alpha 1) geni; kollojen baglanmasinda goérev alir, ESM yapisal bilesenidir ve
ozellikle kollojen fibrillerinin  organizasyonu, dokulardaki hiicre sayisi
homeostasisi, hiicre-hiicre adezyon gibi olaylarda gorev almaktadir. COL4A2
(Collagen, type IV, alpha 2) geni; ESM yapisal bilesenidir, anjiyojenez ve TGF-f

uyarisina hiicresel cevabin verilmesi gibi olduk¢a onemli olaylarda goérev alir.
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COLS8A1 (Collagen, type VIII, alpha 1) geni de anjiyojenez, hiicre adezyonu,
ESM organizasyonu, hiicre-substrat adezyonunun pozitif regiilasyonu gibi
stireclerde rol oynamaktadir. ITGA2 (Integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit
of VLA-2 receptor)) geninin kollojen baglanmasi, kollojen iligkili hiicre-matriks
adezyonu, integrin aracili hiicre adezyonu, laminin baglanmasi, hiicre
proliferasyonu, hiicre-substrat adezyonu, hormon uyarilarina verilen hiicresel
cevap, protein lokalizasyonun belirlenmesi, ESM organizasyonu, kollojen
baglanmasinin pozitif regiilasyonunda gorev yapar. ITGB2 (Integrin, beta 2
(complement component 3 receptor 3 and 4 subunit)) geninin hiicre adezyonunda
molekiill baglanmas1 sirasinda, glikoprotein baglanmasinda, metal iyon
baglanmasinda, hiicre-hiicre adezyonu, hiicre-hiicre sinyalizasyonu, apoptotik
stire¢, hiicre-matriks adezyonu, endotel hiicre migrasyonu, inflamatuvar yanit,
anjiyojenezin pozitif regiilasyonu ve hiicre seklinin regiilasyonu gibi olaylarda
gorev aldig1 bilinmektedir. MMP7 (Matrix metallopeptidase 7 (matrilysin,
uterine)) geni; ¢inko iyonu baglanmasi, hiicre proliferasyonunun regiilasyonu,
yara iyilesmesi, ESK organizasyonu ve bazi siire¢lerde ESM bilesenlerinin
yikimma katilirlar. SPP1 (Secreted phosphoprotein 1) hidroksiapatite yiiksek
afinite ile baglanma 0Ozelligi gostermektedir ve osteopontin ya da kemik
sialoprotein I olarak da isimlendirilmektedir. Sitokin aktivitesi, ESM baglanmasi,
biyomineral doku gelisimi, hiicre adezyonu, ESM organizasyonu, inflamatuvar
yanit, osteoblast farklilasmasi, kemik resorbsiyonunun ve hiicre-substrat
adezyonunun pozitif regiilasyonu gibi bir¢ok siirecte gérev almaktadir [80].

Gruplan ortak genler disinda artan genler acisindan inceledigimizde ise
(her bir genin fonksiyonu diger yiizeylerde de artan aktivite gostermesi
durumunda sadece ilk kez anildig1 yerde ayrintili olarak agiklanmistir);

Kollojen;, ADAMTS8 (ADAM metallopeptidase with thrombospondin
type 1 motif, 8); ADAMTS (bir trombospondin motifi ile disintegrin ve
metalloproteinaz) protein ailesinin bir {iyesini kodlar. Heparin baglanmasi,
integrin baglanmasi, ¢inko iyon baglanmasi, metallopeptidaz aktivitesi,
metalloendopeptidaz aktivitesi gibi fonksiyonlar1 vardir. Hiicre proliferasyonunun
negatif diizenlenmesi, fosfat iyonlarinin transmembran transport ve proteoliz

olaylarinda gorev yapar. CDH1 (Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)); bu
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gen kaderin siiper familyasindan klasik bir kaderin genidir. Genin kodladigi
protein kalsiyum bagimli hiicre-hiicre adezyonundan sorumlu bir glikoproteindir.
Beta-katenin, gama katenin, glikoprotein, kalsiyum baglama fonksiyonlar1 vardir.
Adherens baglanti organizasyonu, apoptotik siire¢, hiicre baglanti olusumu,
plazma membraninda hiicre adezyon molekiillerinin olusumu, ESM
organizasyonu, plazma membranindaki adezyon molekiilleri aracihgiyla
homofilik hiicre adezyonu, niikleustan gelen transkripsiyon faktorlerin
diizenlenmesi gibi siireglere katilir. CNTN1 (Contactin 1); bu gen tarafindan
kodlanan protein immiinoglobulin siiper ailesinin bir iiyesidir. Hiicre adezyonunda
gorev alan glikozilfosfatinizatol bagli ndronal membran proteinidir. Karbonhidrat
ve glikoprotein baglanmasindan sorumludur. Notch sinyalizasyon yolagi, hiicre
adezyonu, sodyum iyon transportunun pozitif regiilasyonu gibi siireglere katilir.
CTNNDI1 (Catenin (cadherin-associated protein), delta 1); Armadillo protein
ailesinin bir iiyesini kodlar ve hiicreler arasindaki adezyon ve sinyal
transdiiksiyonunda  gorevlidir. Kaderin baglanmasi, protein baglanmasi,
proteinkinaz baglanmasi ve reseptdr baglanmasi gibi fonksiyonlar1 vardir. Wnt
sinyalizasyon yolaginda, adherens baglanti organizasyonunda, hiicre adezyonu,
hiicre baglanti kurulumu, hiicre-hiicre baglant1 organizasyonu, VEGF reseptor
sinyalizasyonu gibi siireclere katilir. MMP16 (Matrix metallopeptidase 16
(membrane-inserted)); MMP proteinleri doku olusumu gibi dogal fizyolojik
stirecler sirasinda ESM’nin yikilmasindan sorumlu proteinlerdir. Cogu MMP
inaktif olarak salinir ve ekstraselliiler proteinazlar par¢alandiginda aktive olurlar.
Kalsiyum iyon baglanmasi, enzim aktivator aktivitesi, metallopeptidaz aktivitesi,
cinko iyon baglanmas1 gibi gorevleri vardir. Kondrosit proliferasyonu,
Embriyonik kronofasiyal kemik gelisimi, endokondriyal ossifikasyon, ESM
organizasyonu, proteoliziz siireclerine katilir. MMP9 (Matrix metallopeptidase 9
(gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV collagenase)); Matriks
metalloproteinaz protein ailesinden olan bu protein de kollojen baglanmasi,
endopeptidaz aktivitesi, metalloendopeptidaz aktivitesi ve ¢inko iyon baglanmasi
fonksiyonlarina sahiptir. Katabolik kollojen siireci, hiicre farklilagsmasi, ESM
organizasyonu, ossifikasyon, apoptozun pozitif regiilasyonu, proteoliz, iskelet

sistemi gelisimi siireclerine katilir. NCAMI1 (Neural cell adhesion molecule 1);
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immiinoglobulin siiper ailesi iiyesi olan bir hiicre adezyon proteinini kodlayan bu
gen gelisim sirasinda hiicre-matriks etkilesiminde oldugu kadar hiicre-hiicre
etkilesimine de dahil olur. Hiicre adezyonu, ESM organizasyonu, sitokin aracili
sinyalizasyon yolaginda gorev alir. SELE (Selectin E); sitokin uyarili endotelyal
hiicrelerde bulunan bir protein kodlayan bu gen vaskiiler hiicre hattindaki hiicre
adezyonuna aracilik eder. Oligosakkarid, fosfolipaz, protein, sialik asit
baglanmas1 ve transmembran sinyal reseptor aktivitesiyle ilgili gérevleri vardir.
Aktin filamentleri ile ilgili siiregler, kan koagulasyonu, kalsiyum aracili
sinyalizasyon, plazma membranindaki adezyon molekiilleri araciligiyla heterofilik
hiicre-hiicre adezyonu, inflamatuvar yanit, interlkin-1 e yanit gibi siireclere dahil
olur. SELL (Selectin L); adezyon/yerlesme reseptorleri ailesine bagli bir hiicre
ylizey adezyon molekiiliinii kodlamaktadir. Bu genin iiriinii hiicre adezyon
molekiillerinin baglanmasiyla goérevli olmasi bakimindan olduk¢a Onemlidir.
SELP (Selectin P (granule membrane protein 140kDa, antigen CD62)); kalsiyum
bagimli protein baglanmasi, glikoprotein baglanmasi, glikospingolipid
baglanmasi, heparin baglanmasi, lipopolisakkarid baglanmasi, oligosakkarid
baglanmasi, sialik asit baglanmasi1 gibi gorevleri vardir. Hiicre adezyonu, kan
koagulasyonu, inflamatuvar yanit, platelet aktivasyonu, integrin aktivasyonun
diizenlenmesi, plazma membranindaki adezyon proteinleri araciligiyla heterofilik
hiicre-hiicre adezyonu siireclerine katilir. VCAMI1 (Vascular cell adhesion
molecule 1); bu gen bir hiicre yiizey sialoglikoproteinini kodlamaktadir. Hiicre
adezyon molekiillerinin baglanmasi, integrin baglanmasi gibi gérevlerin yani sira,
yaslanma, hiicre kemotaksisi, hiicre-matriks adezyonu, VEGF uyarilarina cevap,
TNF uyarilarina cevap, ESM organizasyonu, sitokin aracili sinyalizasyon yolagi
gibi siire¢lerde de yer alir [80].

HAP-Ticari; CDH1 (Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)), CNTN1
(Contactin 1), CTNND2 (Catenin (cadherin-associated protein), delta 2 (neural
plakophilin-related arm-repeat protein)); armadillo/beta-katenin siiper ailesinden
adhezif baglanti1 iligkili bir protein kodlamaktadir. Bu gen tarafindan kodlanan
protein E-kaderin hepatosit biiylime faktorii stimiilasyonuyla E-kaderin bazl
adherens baglantilarin bozulmasina katkida bulunur. Temel olarak protein

baglanmas1 gorevini listlenir. Hiicre adezyonu, sinaptik plastisitenin diizenlenmesi
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siireclerine katilir. LAMA3 (Laminin, alpha 3); bu gen tarafindan kodlanan
protein laminin ailesine ait bir proteindir. Lamininler alfa, beta ve gaba alt
initelerinden olusan heterotrimerik proteinlerdir. Lamininler bazal membranin
olusumu ve fonksiyonu i¢in esansiyeldir ve hiicre migrasyonu ve mekanik sinyal
transdiiksiyonunun diizenlenmesinde ilave fonksiyonlar1 vardir. Bu gen tarafindan
bir alfa alt iinite kodlanir ve keratinosit biiylime faktorii, epidermal biiyiime
faktorii, insiilin benzeri biiylime faktoriinlin de aralarinda oldugu epitelyal
mezenkimal regiilatorlere cevap verir. Hiicre adezyonu, hiicre baglantilarinin
yerlesimi, ESM organizasyonu, hemidesmozom kurulumu, hiicre adezyonunun ve
hiicre migrasyonun regililasyonu siireglerinde rol alir. MMP8 (Matrix
metallopeptidase 8 (neutrophil collagenase)); MMP ailesinden olan bu gen
Katabolik kollojen prosesi, hiicre farklilasmasi, ESM organizasyon, proteoliziz
stireclerine dahil olur ve kalsiyum iyon baglanmasi, ¢inko iyon baglanmasi gibi
fonksiyonlar1 vardir. MMP9 (Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa
gelatinase, 92kDa type IV collagenase)), NCAM1 (Neural cell adhesion molecule
1), SELP (Selectin P (granule membrane protein 140kDa, antigen CD62)), SGCE
(Sarcoglycan, epsilon); sarkoglikan ailesinin epsilon iiyesini kodlamaktadir.
Sarkoglikanlar ekstraselliiller matriksdeki aktin hiicre iskeletine baglanan
distrofin-glikoprotein kompleksinin bilesenleri olan transmembran proteinleridir.
Ailenin diger iiyeleri sadece kas hiicrelerinde ekspresse olurken, epsilon
sarkoglikanlarin  ekspresyon alanlari ¢ik daha genistir. Kalsiyum iyon
baglanmasinda gorev alirken, hiicre-matriks adezyonu siirecine dahil olurlar.
SPG7 (Spastic paraplegia 7 (pure and complicated autosomal recessive)); AAA
ailesinden mitokondriyal metalloproteinaz proteinini kodlayan bu gen proteoliziz,
protein katlanmasi, organel biyogenezi, membran trafigi, intraselliiler motilite gibi
hiicresel siireclerde rol oynamaktadir. Ayrica ¢inko iyon baglanmasinda ve ATP
baglanmasinda da gorev alir. Proteoliziz ve mitokondri organizasyonuna da
katilir. THBS3 (Thrombospondin 3); trombospondin ailesine bagli bir gendir. Bu
aile proteinleri hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesiminde aracilik eden adheziv
glikoproteinlerdir. TIMP2 (TIMP metallopeptidase inhibitor 2); matriks
metalloproteinazlarin dogal inhibitorii olan bu TIMP gen ailesinden bir protein

kodlar. MMP’lerin inhibisyonuna ek olarak endotel hiicrelerin proliferasyonunu

77



baskilamaktadirlar. Integrin baglanmasi, metal iyon baglanmasi, protein
baglanmasi, enzim aktivasyon aktivitesi, metalloendopeptidaz inhibitor aktivitesi
ve protein baglanmasi gibi gorevleri vardir. Yaslanma, organik maddelere
hiicresel yanit, ESM organizasyonu, hiicre proliferasyonunun ve endopeptidaz
aktivitesinin negatif diizenlenmesi, sitokinlere, ilaglara ve hormonlara yanit,
MAPK kaskatinin pozitif regiilasyonu gibi proseslere katilir [80].

HAP-Ag, ADAMTS13 (ADAM metallopeptidase with thrombospondin
type 1 motif, 13); kalsiyum iyon baglanmasi, integrin, metalloendopeptidaz,
protein ve ¢inko iyon baglanmasi gibi gorevleri olmakla birlikte, hiicre-matriks
adezyonu, metabolik siirecteki hiicresel proteinlerle ilgili proses, glikoprotein
metabolik siireci, proteoliziz, interferon gama, interlokin-4, TNF ve toksik
maddelere yanit gibi olaylara da katilir. ADAMTS8 (ADAM metallopeptidase
with thrombospondin type 1 motif, 8), CDH1 (Cadherin 1, type 1, E-cadherin
(epithelial)), COL15A1 (Collagen, type XV, alpha 1); bag doku stromasinda bazal
membranda lokalize olan tip XV kollojenin alfa zincirini kodlayan bu gen
ESM’nin yapisal bilesimi i¢in ¢ok énemlidir. Anjiyojenez, hiicre adezyonu, hiicre
farklilasmas1 ve sinyal transdiiksiyonunda goérev yapar. LAMCI1 (Laminin,
gamma 1 (formerly LAMB2)); lamininler, bazal membranda ana nonkollojendz
bilesenlerden olan ESM glikoproteinleridir. Hiicre adezyonu, farklilasmasi,
migrasyon, sinyalizasyon metastaz gibi pek ¢ok biyolojik siirece dahil olurlar. Bu
gen Uriini  hiicre migrasyonu, hiicre adezyonu, ESM organizasyonu,
hemidesmozom olusumu, hiicre yayilimi-substrat adezyonu gibi siireglerde gérev
yapar. MMP1 (Matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase)); kalsiyum ve
cinko iyon baglanmasi, endopeptidaz ve metalloendopeptidaz aktivitesi gibi
gorevleri vardir. Kan koagulasyonu, hiicresel proteinlerin metabolik siireci, ESM
organizasyonu, proteoliziz  siireclerine  dahil olur. MMP10 (Matrix
metallopeptidase 10 (stromelysin 2)); )); kalsiyum ve c¢inko iyon baglanmasi,
metalloendopeptidaz aktivitesi yaninda ESM organizasyonu, hiire migrasyonun
diizenlenmesi gibi olaylarda yer alir. MMP3 (Matrix metallopeptidase 3
(stromelysin 1, progelatinase)) da ayni1 sekilde kalsiyum ve ¢inko iyon
baglanmasi, endopeptidaz ve metalloendopeptidaz aktivitesi gibi fonksiyonlara

sahiptir. Nitrik okside hiicresel cevap, ESM organizasyonu, protein
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oligomerizasyonu, proteoliziz ve hiicre migrasyonun diizenlenmesi siire¢lerinde
de gorev almaktadir [80].

HAP-ZAg, ADAMTS13 (ADAM metallopeptidase with thrombospondin
type 1 motif, 13), CNTNI1 (Contactin 1), ITGA1 (Integrin, alpha 1);kollojen ve
lamininin bir hiicre-yiizey reseptorii olan protein kodlamaktadir. Kollojen, metal
iyon, protein, protein fosfataz ve reseptor baglanmasinda, kollojen bagli hiicre-
matriks adezyonunda rol oynar. MAPK aktivasyonu, kan koagulasyonu, ESM
organizasyonu, integrin aracili sinyalizasyon, hiicre proliferasyonun negatif
regiilasyonu gibi olaylara da dahil olur. ITGA6 (Integrin, alpha 6); bu genin
tirlinleri olan proteinler hiicre yiizey proteinleridir ve hiicre ylizeyindeki
sinyalizasyona ve ce hiicre adezyonuna katildiklari bilinmektedir. Integrin,
laminin, metal iyon baglanmasi olaylarinda is goriirler. Hiicre-matriks adezyonu,
hiicre-substrat adezyonu, hiicre-substrat baglantilarinin kurulmasi, ekstraselliiler
uyarilara cevap, filopodyum olusumu, apoptotik siirecin pozitif diizenlenmesi gibi
onemli siiregclere dahil olurlar. ITGAM (Integrin, alpha M (complement
component 3 receptor 3 subunit)); glikoprotein, heparin, metal iyon, protein
baglanmas1 ve protein heterodimerizasyon aktiviteleri vardir. Hiicre adezyonu,
ESM organizasyonuna dahil olurlar. MMP10 (Matrix metallopeptidase 10
(stromelysin 2)), MMP13 (Matrix metallopeptidase 13 (collagenase 3)); diger
MMP’lerde oldugu gibi kalsiyum iyon baglanmasi, kollojen baglanmasi, ¢inko
iyon baglanmasi gibi fonksiyonlarla birlikte kemik minerilizasyonu, kemik
morfogenezi, katabolik kollojen prosesi, endokondriyal ossifikasyon, ESM
organizasyonu ve proteoliziz siire¢lerinde de gorev alir. MMP15 (Matrix
metallopeptidase 15 (membrane-inserted)); kalsiyum, protein ve c¢inko iyon
baglanmasi, enzim aktivatdr aktivitesi ve metalloendopeptidaz fonksiyonlari
vardir. Hiicresel proteinlerin modifikasyonunda, katabolik kollojen prosesinde,
ESM organizasyonunda, proteolizizde gorev alirlar. MMP8 (Matrix
metallopeptidase 8 (neutrophil collagenase)), MMP9 (Matrix metallopeptidase 9
(gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV collagenase)), NCAM1 (Neural
cell adhesion molecule 1), SELE (Selectin E), SELP (Selectin P) [80].

HAP-ZAgCu; CDH1 (Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)),
CTNND2 (Catenin (cadherin-associated protein), delta 2 (neural plakophilin-
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related arm-repeat protein)), LAMAI1 (Laminin, alpha 1); ESM’nin yapisal
bilesenidir. Protein ve reseptdr baglanmasinda is goriir. Ayrica hiicre adezyonu,
hiicre ylizey reseptor sinyalizasyonu, hiicre gociiniin diizenlenmesi, doku gelisimi
gibi siireclere katihir. MMP10 (Matrix metallopeptidase 10 (stromelysin 2)),
MMP12 (Matrix metallopeptidase 12 (macrophage elastase)); kalsiyum ve ¢inko
iyon baglanmasi, endopeptidaz ve metalloendopeptidaz aktivitesi gibi
fonksiyonlar1 vardir. Diger MMP’lerin de rol aldigi ortam MMp aktiviteleri
disinda yara iyilesmesi siirecine katilir. MMP13 (Matrix metallopeptidase 13
(collagenase 3)), MMP15 (Matrix metallopeptidase 15 (membrane-inserted)),
MMP16 (Matrix metallopeptidase 16 (membrane-inserted)), SELE (Selectin E)
[80].

Gruplarda kontrole gére ekspresyonu azalan genler ise;

Kollojen; ITGA8 (HAP-Ag grubunda da azalmig), KALI (biitiin
gruplarda azalmis), LAMA3 (HAP-Tic disindaki biitiin gruplarda azalmis),
LAMB3 (HAP-Tic digindaki biitlin gruplarda azalmas).

HAP-Tic; COL6A2 (HAP-Ag ve HAP-ZAgCu grubunda da azalmus),
CTGF (HAP-ZAg grubunda da azalmis), ITGA4 (HAP-Ag ve HAP-ZAgCu
grubunda da azalmis), ITGA7 (kollojen hari¢ hepsinde azalmis), KALI1 (biitiin
gruplarda azalmis), SELE (HAP-Ag grubunda da diismiis), SELL (kollojen harig
hepsinde azalmis), VCAMI1 (HAP-Ag grubunda da seviyesi diigmiis).

HAP-Ag; CLEC3B (diger gruplarda seviyesinde bir degisim olmamis),
COL12A1 (HAP-ZAgCu grubunda da azalmig), COL1Al1 (HAP-ZAgCu
grubunda da azalmig), COL5A1 (HAP-ZAgCu grubunda da azalmig), COL6AI
(HAP-ZAgCu grubunda da azalmig), COL6A2 (HAP-ZAgCu grubunda da
azalmig), COL7A1 (HAP-ZAgCu grubunda da azalmis), ICAM1 (diger gruplarda
seviyesinde bir degisiklik olmamus), ITGA4 (HAP-Ag ve HAP-ZAgCu
gruplarinda da azalmis), ITGA7 (kollojen grubu hari¢ biitiin gruplarda azalmas),
ITGAS (kollojen grubunda da seviyesinde azalma olmus), ITGAL (bir tek bu
grupta seviyesi diismis), ITGB4 (HAP-ZAg grubunda da azalmis), KAL1 (biitiin
gruplarda azalmis), LAMA3 (HAP-Tic grubu disindaki biitiin gruplarda azalms),
LAMBI1 (HAP-ZAg ve HAP-ZAgCu grubunda da azalmis), LAMB3 (HAP-Tic
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disindaki biitiin gruplarda azalmis), MMP13 (bu grupta azalirken HAP-ZAg ve
HAP-ZAgCu gruplarindaki seviyesi artmis), MMP14 (HAP-ZAg ve HAP-ZAgCu
gruplarinda da azalmig), MMP15 (bir tek bu grupta diismiis), MMPS8 (bir tek bu
grupta diismiis), SELE (HAP-Tic grubunda da seviyesi azalmis), SELL (kollojen
harig biitiin gruplarda azalmis), SPARC (bir tek bu grupta diismiis), SPG7 (bir tek
bu grupta diismiis), THBS1 (bir tek bu grupta diismiis), THBS2 (bir tek bu grupta
diismiis), THBS3 (HAP-ZAg’da da azalmis), VCAMI1 (HAP-Tic’de de diigmiis),
VTN (bir tek bu grupta diismiis).

HAP-ZAg; ADAMTS8 (HAP-ZAgCu grubunda da seviyesi azalmis),
CDHI1 (diger biitiin gruplarda artarken burada azalmis), CTGF (HAP-Tic
grubunda da seviyesi diismiis), HAS1 (HAP-ZAgCu grubunda da azalmis),
ITGA7 (kollojen grubu hari¢ hepsinde azalmis), ITGB1 (HAP-ZAgCu grubunda
da azalmig), ITGB4 (HAP-Ag grubunda da seviyesi diismiis), KAL1 (biitiin
gruplarda azalmig), LAMA3 (HAP-Tic disindaki biitiin gruplarda azalmis),
LAMBI1 (HAP-Ag ve HAP-ZAgCu gruplarinda da seviyesinde diisiis meydana
gelmis), LAMB3 (HAP-Tic disindaki biitiin gruplarda azalmis), MMP11 (HAP-
ZAgCu grubunda da azalmis), MMP14 (HAP-ZAg ve HAP-ZAgCu gruplarinda
da azalmis), SELL (kollojen hari¢ biitiin gruplarda azalmis), THBS3 (HAP-Ag
grubunda da diismiis), VCAN (HAP-ZAgCu grubunda da azalmas).

HAP-ZAgCu; ADAMTSS (HAP-ZAg grubunda da seviyesi azalmis),
COLI15A1 (HAP-Ag grubunda seviyesi artmis), COL12A1-COL1A1-COL5AI1-
COL7A1--COL6A1 (HAP-Ag grubunda da seviyesi diismiis), COL6A2 (HAP-Ag
ve HAP-ZAg gruplarinda da seviyesi diismiis), HAS1- ITGB1 (HAP-ZAg
grubunda da diismiis), ITGA4 (HAP-Tic ve HAP-Ag gruplarinda da diigmiis),
ITGA7 (kollojen harig biitlin gruplarda azalmis), ITGB1 (HAP-ZAg grubunda da
diismiis), KAL1 (biitiin gruplarda azalmis), LAMAZ2 (bir tek bu grupta diismiis),
LAMA3 (HAP-Tic disindaki biitiin gruplarda azalmis), LAMBI1 (HAP-Ag ve
HAP-ZAg gruplarinda da seviyesi azalmis), LAMB3 (HAP-Tic digindaki biitiin
gruplarda azalmig), MMP11 (HAP-ZAgCu grubunda da azalmis), MMP14 (HAP-
ZAg ve HAP-ZAgCu gruplarinda da azalmis), MMP2 (bir tek bu grupta diismiis),
PECAMI1 (bir tek bu grupta diismiis), SELL (kollojen hari¢ biitiin gruplarda
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azalmig), SELP (bir tek bu grupta diismiis), TIMP2 (bir tek bu grupta diismiis),
VCAN (HAP-ZAg grubunda da azalmas).
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4. TARTISMA

Yaklasik 50 yil 6nce biyomalzemelerle yapilan ilk caligmalarla birlikte
hayatimiza giren rejeneratif tip, kok hiicre ve biyomiihendislik alanlar1 her gecen
giin yapilan caligsmalarla ihtiyaci karsilamaya bir adim daha yaklagmakla birlikte
Ozellikle bu tezin konusu olan kemik biyomiihendisligi ve implant materyalleri ve
bunlarin tedavideki yansimalart géz oOniinde bulunduruldugunda her ne kadar
osteointegre implantlarla tedavi kavrami ¢ogunlukla basarili bir yaklasim olarak
kabul edilse de, implantasyon sirasinda yasanan sikintilardan, hastanin implanti
kabuliine, daha sonra implantin viicut igerisindeki kalma siiresine ve olusan
immiinolojik yanit ile enfeksiyon riskine bakildiginda cogunlukla hastanin yasam
kalitesini diisiirmesi nedeniyle problem olusturmaktadir. Ayrica diyabet ve
radyoterapi gibi medikal engelleri bulunan hastalarda implant uygulanmasinin
sakincali oldugu bilinmektedir [53]. Bu nedenle hala osteoindiiktif ve
osteointegrasyonu hizlandiracak antibakteriyal malzemelerin gelistirilmesine
ihtiya¢c duyulmaktadir. Literatiirden elde edilen veriler incelendiginde acikca
goriilmektedir ki, ayn1 malzeme tipiyle farkli laboratuvarlarda yapilan bir¢ok
calisma sonucu farklilik géstermektedir. Bu, malzemelerin hazirlanig bigimindeki
farkliliktan kaynaklandigi gibi biyouyumluluk i¢in kullanilan test yontemleri ve
kullanilan hiicreye bagli olarak da degismektedir. Ayrica hiicrelerin implant
yilizeyinde verdigi tepki ve bu sirada gerceklesen molekiiler olaylar heniiz tam
anlamiyla anlasilamamis oldugundan hiicrenin tepkisi ile 1ilgili yapilacak
calismalar ve literatiirde yer alacak bilgiler bu alanda yapilacak calismalar
hizlandirmak ve dogru sonuclara daha kisa siirede ulasabilmek i¢in olduk¢a dnem
tagimaktadir.

Bu ¢alisma, degisik kimyasal ve yiizey oOzelliklerine sahip metal katkili
(Ag, Cu ve Zn) HAP nanokaplama malzemeler iizerinde biiyiitiilen iMKH'lerinin
canlilig1 ve osteoblastik farklilagsma potansiyelleri ile substrat-materyal arasindaki
iligkiyi ve hiicre davranigini incelemektedir.

Biyolojik  aktivitesi  yiksek bir biyomalzemenin tasarimi  ve
biyouyumlulugunun tespiti sirasinda yapilacak c¢alismalarda malzemenin

uyumlulugunun belirlenmesi i¢in sorulacak pek ¢cok onemli soruya yanita aramak
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gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinda HAP kokenli Zn, Ag ve Cu metal iyonlari
igeren seramik tozlarin kemik implant materyali olarak kullanim potansiyelinin
degerlendirilebilmesi i¢in sorulabilecek sorulardan en Onemlileri oldugunu

diisiindiigiimiiz bir ka¢ noktaya cevap aramaya c¢aligilmistir.

- Kullanilacak metal iyon katkili nano seramik malzemeler MKH
tizerinde herhangi bir toksik etki gosteriyor mu?

- Calismada kullanilan metal iyon katkih HAP malzemeler
giinimiizde yaygin kullanima sahip olan ticari HAP’e gbre ne gibi avantaja
sahiptir?

- Kullanilan biyomalzeme {izerinde biiyiitiilen hiicrelerin farklilagma
kapasitelerinde ve hizlarinda bir degisiklik goriiliiyor mu?

- Malzemeler lizerinde hiicreler adezyon gosteriyor mu?

- Yapilan g¢alismalar bundan sonra yapilacak caligmalara nasil yol

gosterecek?

- Kullamlacak metal iyon katkih nano seramik malzemeler

MKH iizerinde herhangi bir toksik etki gosteriyor mu?

Biyolojik olarak zararli maddelere maruz kalan hiicrelerde bazi1 morfolojik
degisiklikler goriilebilir, hiicre biliyiime orani degisebilir, hiicre Sliimii ve hiicre
pargalanmas1 goriilebilir. Bu nedenle, hiicre canliligini gdstermek deneysel
farmakoloji ¢aligmalarinda zorunludur. Biyomalzemeler gelistirilirken sorulacak
ilk soru malzemenin toksik olup olmadigidir. Incelenen malzemenin
sitotoksisitesini ve hiicre canlih@imi degerlendirmek icin ¢esitli yollar
bulunmaktadir. 1) Mitokondriyal aktiviteyi O6lgmek, 2) Hiicre membran
biitiinliglinli degerlendirmek, 3) Saglikli DNA miktarin1 analiz etmek bunlardan
bazilaridir. Mitokondriyal aktivitedeki degisiklikler MTT (3-(4,5-dimethyl-2-
thiazol)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) kullanilarak belirlenebilir [70].
Hiicre membran biitiinliigii ise laktat dehidrogenaz enzim miktar1 ile

degerlendirilebilir. Hiicrelerdeki kirilmamus, ¢ift iplikli DNA miktar1 ise DNA’ya
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baglanan spesifik boyalar yardimiyla tespit edilebilir. Bu tez c¢alismasinda
MKH’lerin Zn, Ag ve Cu metal iyonlar igeren nanoseramik yiizeyler iizerindeki
proliferatif aktiviteleri ve kullanilan malzemelerin toksisitesi MTT, LDH ve
Picogreen yontemleri ile incelenmistir.

Glmiis, uzun yillardir dezenfektan olarak bilinmekte ve memeli
hiicrelerine diistik toksisite gosterirken, cok genis spektrumda antibakteriyal
Ozellige sahip olmasi nedeniyle olduk¢a Onemli bir metal iyonudur. HAP
kaplamalarin Ag ile birlestirilmesinde en yaygin teknik, AgNOs igerisine
daldirilan HAP’1n, zaman igerisinde HAP igerisindeki Ca iyonuyla Ag iyonunun
karsilikli degisimine dayanmaktadir. Ag iyonunun diisiik miktarlar1 antibakteriyal
etki gosterirken, yiiksek miktarlar1 toksik olabilir. Bu nedenle, hazirlanacak
malzemelerdeki Ag konsantrasyonun sitotoksik etki birakmayacak optimum
antibakteriyal 6zellik gosterecek sekilde ayarlanmasi kritik Gneme sahiptir [61].

MTT testinden elde edilen sonuglara bakildiginda 1. ve 7. giinlerde HAP-
Tic ylizeyindeki hiicrelerin canliliginda kontrole gore artis meydana gelirken 21.
ve 28. gilinlerde kontrole gore hiicre sayisinin yaklasik olarak %30 oraninda
azaldig1 goriilmektedir. Benzer sekilde HAP-Ag, HAP-ZAg ve HAP-ZAgCu
ylizeylerinde hiicrelerin hiicre canlihig 1. ve 7. giinlerde kontrole gore artis
gostermisken 21. ve 28. glinlerde kontrol seviyesinde kalmistir. Ayn1 durum hem
OS+, hem de OS- gruplar i¢in gegerlidir. HAP-Tic lizerindeki hiicrelerde goriilen
kontrole oranla %30 oranindaki diisiis zamana bagli olarak toksik bir etkiye bagl
olarak ortaya c¢ikmis olabilecegi gibi bu diisiis Ticari HAP’in MKH’lerde
farklilagmayla birlikte degisen hiicre metabolizmasina bagl olarak mitokondriyal
dehidrogenaz aktivitesinin diismesine de bagli olabilir. Ancak metal iyon katkili
yiizeyler lizerinde biiyiitlilen hiicrelerde 21. ve 28. gilinlerde dlgiilen OD degerleri
kontrolle ayn1 seviyede gériilmektedir. Ilk hafta elde edilen sonuglara gore daha
diisiik bir seviye elde edilmesi zamana bagli olarak gerceklesen osteojenik
farklilasmaya bagl olarak agiklanabilir. Diisiik proliferasyon oranmi bariz olarak
hiicrelerin farklilasmaya gittigini gosterdigi bilinmektedir [48].

LDH deneyinden elde edilen sonuglara bakildiginda biitiin yiizeylerden
elde edilen verilerin kontrolle ve birbiriyle yaklasik olarak ayni seviyede oldugu

goriilmektedir. Zamana bagli olarak belirgin bir degisim olmamistir. HAP-Ag ile
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kaplanmis yiizeyler iizerindeki hiicrelerden LDH enzim varligiyla baglantili
olarak elde edilen hiicre canliligin1 gosteren OD degerlerinin OS- grupta diger
tiim gruplara ve OS+ gruptaki HAP-Ag degerlerine gore biraz daha yiiksektir.

Metal iyon iceren nanokaplama yiizeyler lizerinde farklilagmaya alinan
hiicrelerin sahip oldugu saglikli DNA miktar1 ile ilgili veriler diger deney
sonuglartyla uyumlu olarak nanomalzemelerin herhangi bir toksik etki
birakmadigin1 dogrulamaktadir. OS+ ortamdaki hiicreler arasinda 1. giin DNA
icerigi en yiiksek olan hiicre grubu HAP-ZAgCu kapli yiizeylerde yetisen hiicreler
iken, 7. giinde kontrol grubundan sonra HAP-Tic, 21. ve 28. giinde HAP-ZAg
gruplarinda yetisen hiicrelerdir. OS- ortamda biiyiitiilen hiicrelerde ise 1. giin
HAP-Tic, HAP-Ag ve HAP-ZAgCu yiizeylerindeki hiicre igeriginden elde edilen
saglikli DNA miktarlart birbirine ¢ok yakin ve diger gruplardan daha yiiksek
seviyededir. 7. giindeki degerler birbirine olduk¢a yakin, 21. ve 28. giinde ise
HAP-ZAg ve HAP-ZAgCu iizerindeki hiicrelerin DNA miktar1 en yliksek olarak
tespit edilmistir. Ayrica OS+ ve OS- gruplar arasinda bir karsilagtirma yapilacak
olursa OS- grupdan elde edilen OD degerlerinin OS+ gruptan daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Hiicrelerdeki DNA igeriginin MTT deneyinden elde edilen
verilerine benzer sekilde zamana bagli olarak bir miktar diisiis gostermekte fakat
kontrol degerlerinin altina diigsmemektedir.

Hiicre canliligini ve proliferasyonunu degerlendirmek i¢in yapilan MTT,
LDH ve DNA igerigi belirleme deneylerinin sonuglar1 arasinda goriilen kiigiik
farkliliklar kullanilan testlerin her birinin dayanak noktasinin ve hassasiyetlerinin
farkli olmasi ile agiklanabilir. Hiicre canliliginin herhangi bir madde ya da
materyale gore nasil degistiginin tespit edilmesi sirasinda birden fazla
parametrenin degerlendirilmesi onerilmektedir [73, 81, 82].

Nanokompozitlere hiicre tutunmasinin hiicre proliferasyonunu etkiledigi
bilinmektedir. Mikro 6l¢iideki klasik kompozitlerin HAP parcaciklarinin neden
oldugu  piriizliliiglin ~ hiicrenin ~ ¢ogalma  hizim1  gerilettigi,  aksine
nanokompozitlerin ise olumlu bir etki biraktig1 rapor edilmistir [48, 54]. Tripathi
ve arkadaslarinin ¢alismasinda (2012), Cu-Zn alasimi nanopartikiiller kullanilarak
yapilan c¢aligmalarda, bu hiicre iskelelerinin sigan osteoprogenitdr hiicrelerinde

toksik olmadigi, antibakteriyal oOzellik gosterdigi ve protein absorbsiyonunu
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artirdigr gosterilmistir [59]. 2008 yilinda, Faria ve grubu tarafindan ¢inko ile
modifiye edilmis HAP’1n ylizey 6zellikleri ile ilgili bir ¢alisma yayinlanmistir
[83]. Pishbin ve grubunun yayinladig1 bir ¢alismada, giimiis icerikli biyocam ve
kitosan kompozit malzemelerde diisiik konsantrasyonlardaki Ag iceriginin, 7 giine
kadar yapilan dl¢timlerde ostoblastik hiicrelerde proliferasyonu destekledigi ancak

yliksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki biraktig1 soylenmektedir [84].

- Calismada kullanillan metal iyon katkih HAP malzemeler
giiniimiizde yaygin kullanima sahip olan ticari HAP’e gore ne gibi avantaja

sahiptir?

Kalsiyum fosfat iceren malzemeler yiiksek biyouyumluluk &zellikleri ve
kemik doku olusumunu destekleme yeteneklerinden dolay1r kemik onarimi ve
kemik doku miihendisligi calismalarinda tercih edilmektedirler. Yapilan
calismalar HAP ve trikalsiyum fosfat iceren biyomalzemelerin hiicre adezyonunu,
gbclinil, ¢ogalmasini ve farklilagsmasini destekledigini gostermektedir [44].

Daha onceden glimiis nanopartikiillerin memeli germ kok hiicrelerinde
mitokondriyal fonksiyonu azaltti§1, membran gegirgenligini/sizintisin1 artirdig1 ve
BRL 3A rat karaciger hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerini (ROS) artirdigi,
antioksidant GSH igerigini tiikettigi ve mitokondriyal fonksiyonu azalttig1 rapor
edilmistir [62]. Ancak biyomalzemelerin hazirlanmasinda kullanilacak olan metal
iyonlarinin miktarinin bu hiicresel etkiyi degistirebilecegi bilinmektedir.
Literatiirde Ag, Cu ve Zn’nin artan doza bagl olarak toksik etki biraktigini
gosteren calismalar bulunmaktadir. Bu ag¢idan degerlendirildiginde ¢alisma
sonuglarimizin literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir. Ornegin; Tripathi ve
arkadaslar1 (2012), cinko iyon katkili HAP’in ve bakir iyon katkili HAP’in
antibakteriyal aktiviteye sahip oldugunu gostermistir [59]. Kalita ve Bhatt’in bir
calismasinda (2007) magnezyum ve ¢inko katkili nanokristal yapidaki HAP’1in
sentezi ve karakterizasyonu ile birlikte biyoaktivitesi ve biyodegredasyon
davranist SBF (Simulated body fluid) igerisinde incelenmis ve yapinin stabil

kaldig1r gosterilmistir [58]. Ciobanu ve ark. (2011)’in ¢aligmasinda Ag katkili
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nano-HAP’1in hazirlanmasi, karakterizasyonu ve antibakteriyal ozelligi ortaya
konulmus ve farkli konsantrasyonlardaki Ag igeriginin malzemeye giicli
antibakteriyal 6zellik kazandirdig1 gosterilmistir [61].

Tiim bu ¢aligmalara ilave olarak yaptigimiz deneyler de gostermektedir ki,
nano HAP yapisina ilave edilen Ag, Zn ve Cu metal iyonlar1 hiicre canlilig1 ve
farklilagsmanin yonlendirilmesinde olumlu etki yaptig1 gibi malzemeleye giiclii
antibakteriyal 6zellik kazandirmaktadir.

Diger bir taraftan ise, doku mihendisliginde kok hiicre teknolojisi,
biliylime faktor teknolojisi ve biyomalzeme teknolojisi olmak tizere 3 yaklasim
uygulanmaktadir. Yaptigimiz ¢alisma ile bu yaklasima bagl olarak kullandigimiz
metal icerikli nano boyutlu HAP biyomalzemelerin disaridan biiylime faktorii

eklenmeksizin kok hiicre gelisimini ve farklilasmasini uyarmasi hedeflenmistir.

- Kullamlan biyomalzeme iizerinde biiyiitillen hiicrelerin

farkhlasma kapasitelerinde ve hizlarinda bir degisiklik goriilityor mu?

Osteojenik hiicrelerin farklilagtiklarin1  gosteren parametrelerden biri
alkalen fosfataz enziminin spesifik aktivitesidir [53]. Kemikte osteoblastlarin
olusturdugu gozenekler arasindaki osteoid yapinin icerisinde Ca*™ tuzlar1 ¢okerek
bu matriksi sertlestirirler. Matriksteki ara madde igerisinde Ca*? tuzlar1 ¢cékmeden
once osteoblastlar sitoplazmalar1 igerisinde bol miktarda alkalen fosfataz enzimi
olustururlar ve daha sonra sitoplazma disina salarlar. Bu sekilde osteoblastlarin
salgiladig1 alkalen fosfataz enzimi kemik mineralizasyonunda ve ayrica kollojen
fibrillerinin olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadirlar [48].

Birlikte ele alindiginda alkalen fosfataz aktivitesi ve AK boyamada tespit
edilen kalsiyum birikimi osteojenik farklilasmanin agiklanmasi i¢in en uygun
metodlardandir. Osteojenik farklilagma ayrica, hiicrenin tutunmasi, proliferasyonu
ve hiicre dis1t matriksin mineralize edilmesiyle iliskili olan, birka¢ kalsiyum
baglanma bdlgesi igeren bir fosfoprotein olan osteopontin gibi son derece 6nemli

osteojenez markiri ile de degerlendirilebilir.
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MKH’lerin metal katkih HAP ylizeyler {izerindeki farklilagsma
kapasitelerini degerlendirmek amaciyla yapilan AK boyama sonuglart hem OS+,
hem de OS- ortamda hiicre sitoplazmasindaki kalsiyum birikimin oldukga yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ozellikle OS- gruptan elde edilen sonuglar hiicrelerin
herhangi bir farklilagma uyarant olmadan sadece ylizeylerin osteojenezi
uyarmasiyla en az OS+ varhi@indaki kadar iyi farklilastigini gostermektedir.
MKH’lerin matriks sertligi, hiicre ¢evresinin biiyiikligli ve sekli ve mekanik giic
gibi ¢evredeki fiziksel isaretlere yanit olarak kendiliginden farklilastiklar
bilinmektedir [67].

Buna bagli olarak osteojenik farklilagmanin biyokimyasal olarak 6l¢iilmesi
sonucu elde edilen veriler OS+ icin en yiiksek ALP seviyesinin 7. giin HAP-
ZAgCu ylizeyleri iizerindeki hiicrelerde goriildiiglinii, 21. giinde HAP-Ag, HAP-
ZAg ve HAP-ZAgCu yiizeyleri iizerindeki hiicrelerde birbirine ¢ok yakin ve
oldukca artmis oldugunu, 28. giinde ise ALP miktar1t HAP-Ag > HAP-ZAgCu >
HAP-ZAg > HAP-Tic olacak sekilde siralanabilir. ALP aktivitesinin zamana baglh
olarak artis gosterdigi net bir sekilde goriilmektedir. Ayni sekilde OS- deney
grubundan elde edilen sonuglar da hiicre farklilagsmasinin gergeklestigini, zamana
bagl olarak ALP miktarmin arttigini ve en yiiksek degerlerin 7. ve 21. giin HAP-
Ag yiizeylerinde farklilasan hiicrelerde, 28. giinde ise HAP-ZAg ylizeylerinde
oldugunu sdyleyebiliriz. HAP-ZAg/OS- gruptan elde edilen OD degerlerinin OS+
gruplardaki rakamlara olduk¢a yakin olmasi hiicre farklilasmasinin osteojenik
kokteyl olmadan metal iyon igeren yiizeyler tarafindan uyarildiginm
gostermektedir.

[k haftanin sonunda; OS+ gruplar géz 6niinde bulunduruldugunda HAP-
ZAgCu ylizeyi tizerindeki hiicrelerde hem DNA igeriginin hem de ALP enzim
aktivitesinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum MKH’lerde artan
farklilasma ile birlikte c¢ekirdeklenen osteoblast sayisinin artmasiyla da
yorumlanabilir. OS+ grupta, HAP-Ag yiizeyinde hiicre sayisinin attigi,
farklilagma tizerindeki etkisinin ise hiicre sayisindaki artisa oranla biraz daha
diisiik oldugu soylenebilir. OS- grupta ise HAP-Ag ylizeylerinin hem hiicre

sayisinin artigl hem de farklilagma acisindan oldukea etkili oldugu, onun ardindan
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ise en etkili ylizeyin her iki aktivite icin HAP-ZAgCu yiizey kaplamasi oldugu
goriilmektedir.

21. giinde OS+ gruplarda yapilan analizlere géore HAP-ZAg ylizeylerinde
hem sayisinin hem de hiicre farklilagmasinin arttigi goriilmektedir. En yiiksek
farklilagsma miktar1 ve MTT sonuglarina gore en yiiksek hiicre sayisi asagi yukari
su sekilde siralanabilir. HAP-Ag > HAP-ZAg = HAP-ZAgCu. LDH ve DNA
miktar dl¢limiine bagl olarak elde edilen sonuclarda en yiiksek hiicre canlilig1 ise
HAP-ZAg yiizeylerindeki hiicrelerde goriilmiistiir. OS- gruplardan elde edilen
veriler de bu sonuglara benzemektedir.

Bir aylik inkiibasyonun ardindan elde edilen veriler de en aktif ylizeylerin
HAP-ZAg ve HAP-ZAgCu oldugunu ve biitiin deneylerin asag1 yukar1 birbirine
yakin sonuglar verdigini gostermektedir.

Bu deneylerin hepsine bakildiginda metal iyon katkili HAP
nanoseramiklerin Ticari HAP’dan daha yiiksek biyolojik aktivite gosterdigini ve
hiicre farklilagsmasini uyarmada tek baslarina da yeterli oldugunu ortaya
koymaktadir. HAP yap1 icerisine gOmiilen metal iyonlarmin toksik etki
birakmadigi, aksine hiicreleri osteojenik  farklilasma i¢in  uyardiklari
goriilmektedir.

Ayrica rt-PCR deneylerinden elde edilen verilere gore osteopontin
ekspresyonundaki degisim su sekilde siralanabilir: HAP-Ag > HAP-ZAg >
Kontrol > Kollojen > HAP-ZAgCu > Poli-l-lizin > HAP-Tic. 14. giinde OS-
gruptan elde edilen bu veriler 7. Gilinde ALP deneyinden elde edilen verilere
olduk¢a yakindir. Ve sonucglara bakildiginda ticari HAP ile kaplanmis
yilizeylerdeki hiicrelerin osteopontin ekspresyonun en diisiik grup oldugu
goriilmektedir.

Bir proliferasyon asamasindan sonra MKH’ler farklilasirlar ve hiicre dis1
matriks iretirler. Artan ALP aktivitesi osteojenik farklilagsmanin ilk isaretleri
olarak bilinirken, osteopontin ekspresyonu son isaret olarak degerlendirilmektedir.

Osteopontin  aktivitesine bagli  olarak osteojenik  farklilasmanin
degerlendirilmesinde literatiirde 1 ila 28 giin arasinda degisen uzun donemli ¢ok
farkli dlgiim araliklar1 belirlenmistir. Oncelikli olarak elde ettigimiz AK boyama

ve alkalen fosfataz spesifik aktivitesi Ol¢iimiine ve literatiirde yer alan
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protokollere bakilarak osteopontin i¢in Olgiimler hiicrelerin yiizeyler {izerinde
farklilagsmaya alinmasindan sonraki 14. giinde yapilmistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiir ortaminda askorbik asit, B-gliserofosfat
ve dekzametazon iceren farklilasma kokteyli eklenmis medyum icerisinde kiiltiire
edildiklerinde farklilastig1 bilinmektedir [85]. Askorbik asit, osteoblastik
markirlarin  ekspresyonu ve osteoblast hiicrelerinin mineralizasyonu igin
gereklidir. B-gliserofosfat inorganik fosfat kaynagi olarak yine mineralizasyon
icin gerekmektedir. Dekzametazonun askorbik asit ve p-gliserofosfat ile
kombinasyonlarindan olugsan osteojenik kokteyl osteojenik farklilagmay1
uyarmaktadir. Calismamizda osteojenik kokteyl iceren gruplarin yani sira hiicreler
aynt siirelerde farklilagma medyumu icermeyen ortamlarda da bekletilmistir. Bu
sekilde osteojenik kokteyl igermeyen ortamda malzemelerin farklilagma {izerinde
herhangi bir etki yapip yapmadig1 incelenmistir.

Miikemmel biyouyumluluklart ve biyoaktiviteleri sayesinde HAP
seramikleri kemik greftlerinde, dental cihazlarda kemik takviyesi olarak yaygin
birsekilde kullanilmaktadir. HAP seramikleri MKH’leri osteoblastlara yonelik
farklilagsmaya sevk etme yetenekleri nedeniyle kemik doku miihendisliginde
potansiyel materyal olarak karsimiza ¢ikmaktadir [48]. Titanium (Ti) ve HAP
malzemelerinin her ikisi de biyouyumlu olduklari i¢in genellikle klinik olarak dis
ve kemik implantlari i¢in kullanilmaktadir. Weinlaender ve arkadaslar1 kopeklerde
yaptiklar1 ¢caligmalarda, 151k mikroskobu seviyesinde HAP kapli implantlarin, Ti
implantlarina goére daha fazla kemik olusturdugunu bulmuslardir. Kohri ve
arkadagslar1 ise taramali elektron mikroskobunda (SEM) kopeklerle yaptiklar
caligmalarda Ti implantlariyla tiim ara yiizeyler arasinda bosluk bulunurken, HAP
kapli yiizeylerde hi¢ bosluk bulunmadigini gostermiglerdir. Ayrica, in vitroda
HAP iizerinde mineralize nodiil olusumu Ti’a gore daha belirgindir. Bu nedenle
bircok calismada HAP kapli implantlarin osseointegrasyonunun ve kemik
olusumunun daha tistiin oldugu gosterilmektedir. HAP yiizeylerde hizli ve giiclii
minerilizasyon tibbi basariy1 saglayabilir. Buna ragmen klinik basar1 oranlarindaki
farkliliklara bakildiginda, implant materyalinin yiizeyinin osteojenezi nasil tesvik

ettigi ya da inhibe ettigi hala acik degildir [66].
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Son on yilda, kopeklerde sentetik HAP seramik, kdpeklerde, maymunlarda
ve Babunda mercan kokenli HAP seramik, o-trikalsiyum fosfat, B-trikalsiyum
fosfat, bifazik kalsiyum fosfat, a-pirofosfat ve B-pirofosfat seramikler gibi pek
cok farkli kalsiyum fosfat biyomalzemelerle olusturulmus osteoindiiksiyonu
gosteren ¢ok fazla miktarda makale yaymlanmistir. Kalsiyum fosfat simanlara
(cement) ve kaplamalara ilave olarak ¢esitli hayvan modellerinde de
osteoindiiktivite  gosterilmistir.  Osteoindiiksiyon, kalsiyum fosfat igeren
biyomalzemelerin yanisira aliimina seramikler, titanyum ve cam seramiklerde de
gbzlenmistir [20].

Literatiirde yer alan baz1 c¢alismalarda piiriizlii yiizeylerde hiicre
adezyonunun daha az oldugu ancak hiicrelerin osteojenik Ozelliklerinin ve
farklilagma kapasitelerinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir [86].

Miyaji ve ¢aligma grubu tarafindan (2005) Zn igeren Ca-HAP iiretimi
yapilmis ve yapisal Ozellikleri incelenmis, sonuglarin kemik doku miihendisligi
icin olduk¢a faydali olabilecegi sdylenmistir [64]. Ye ve ark. (2010) nano-
HAP/Mg-Zn-Zr kompozit materyallerle yaptiklar1 ¢alismada, bu malzemelerin
biyobozunur kemik implant materyali olarak kullanim potansiyellerinin oldugunu
gostermislerdir [87]. Sol-jel yontemi ile hazirlanmis %0.5-5 ¢inko i¢eren nano-
biyoaktif cam ve bifazik kalsiyum fosfat igeren biyomalzemenin osteoblastlar
tizerindeki etkilerinin arastirildig bir calismada hiicre adezyonu, proliferasyon ve
ALP aktivite Ol¢lim deneylerinden elde edilen veriler, - Ozellikle disiik
miktarlarda cinko igeren gruplarda- ¢inko takviyesinin ALP enzim miktarin
artirdigl ortaya konulmustur [60]. Guan ve arkadaslarinin (2014) yapmis oldugu
bir ¢calismada, Mg-Zn-Ca alasimlari iceren ¢ubuk form nano-HAP (rod-like HAP)
ve tabaka/pul formunda nano-HAP (flake-like HAP)’in biyouyumlulugu insan
kordon kanindan elde edilen MKH’ler iizerinde test edilmistir. Arastirmacilarin
elde ettigi in vitro sonuglara gére Mg-Zn-Ca alagimlar1 iceren ¢ubuk form nano-
HAP’m hiicre proliferasyonu ve osteoblastik farklilasma icin diger malzemeye

gore daha uygun oldugu tespit edilmistir [54].
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- Malzemeler iizerinde hiicreler adezyon gosteriyor mu?

Steril bir implant dokuya yerlestirildiginde ¢ogunlugu su molekiillerinden
olusan kanla karsilagir. Kan igerisindeki su molekiilleri ylizeyde ¢ift sirali bir su
tabakasi olustururlar. Bu tabakanin olusumu implant yiizeyinin hidrofobik ya da
hidrofilik olmasina gore degisiklik gdsterir. Daha sonra C1" ve Na" gibi iyonlar da
bu tabakaya entegre olurlar. Su tabakasinin ardindan biyomolekiiller yiizeye
ulagirlar ve absorbe olurlar. Daha sonra yiizeyin kimyasma bagh olarak
konformasyonel degisimlere ugrayarak denatiire olurlar veya desorbe olarak
yerlerini daha biiylik ve yiizeye daha fazla afinitesi olan baska proteinlere
birakirlar. Boylece yiizeyde farkli proteinlerden ve bu proteinlerin farkli dizilim
ve konformasyonlarindan olusan bir biyolojik kilif meydana gelir. Bu kilif hic¢bir
zaman stabil degildir. Zaman igerisinde konformasyonel degisimlere ugrar.
Oncelikle biyolojik sivida en yiiksek konsantrasyondaki protein yiizeye absorbe
olurken, bu protein daha sonra yerini konsantrasyonu diisilk olmasina ragmen
afinitesi yliksek olan baska bir proteine birakir. Bu islem hiicrelerin bolgeye
gocline dek devam eder. Bu kilifin en 6nemli gorevi olusmasi istenen dokunun
tiretimini iistlenecek hiicrelerin ylizeye yapismasini saglamaktir. Dolasiyla kemik
implantlar i¢in osteojenik hiicrelerin seg¢ici olarak baglanmasini saglayacak bir
protein kompozisyonu ve konformasyonu meydana getirecek yapida bir materyal
tiretimi istenmektedir. Fibronektin, vitronektin, laminin, serum alblimin, kollojen
gibi hiicre adezyon proteinlerinin bu ag¢idan ¢ok 6nemli oldugu bilinmektedir [53].

Calismamizda hiicre adezyonu oOncelikli olarak kollojen, laminin ve
fibronektin gibi hiicre adezyon proteinleri ve poli-1-lizin ile kaplanan HAP-Tic,
HAP-Ag, HAP-ZAg ve HAP-ZAgCu yiizeylerine yapisan hiicre miktar
kolorimetrik olarak degerlendirilmistir. Hiicre adezyon deneyinden elde edilen
veriler poli-l-lizin ile baglanan en yiiksek hiicre miktarinin HAP-ZAg ve HAP-Ag
ile kaplanan yiizeylerde, kollojen proteinine baglanan hiicre sayisinin HAP-
ZAgCu > HAP-Tic > HAP-Ag > HAP-ZAg olacak sekilde degistigini, lamininde
ve fibronektindeki en yliksek baglanma aktivitesinin HAP-Ag, HAP-Tic ve HAP-
ZAg gruplarinda oldugunu gostermektedir. Bu veriler MTT, LDH, DNA ve ALP

deneylerinden elde edilen verilerle uyumludur ve bir anlamda hiicre
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farklilasmasinin 6zellikle laminin ve fibronektin proteinleri ile baglanan hiicre
sayistyla baglantili olabilecegini diislindiirmektedir.

Hiicre adezyonunun degerlendirilmesi icin bir sonraki asamada
immunofloresan boyama ile vinkiilin ve F-aktin hiicre iskeleti elemanlari
boyanmigtir. HAP-Tic ve HAP-Ag yiizeyleri lizerinde biiyliyen hiicrelerdeki
vinkiilin elemanlar1 hiicre smirlarmi  belirleyecek sekilde goriilmektedir.
Hiicrelerin kontrol grubunda oldugu gibi HAP-ZAg ve HAP-ZAgCu kaph
ylizeylerde oldukca iyi adezyon gdostererek genis bir yilizeye yayildiklari
goriilmiistiir. Boyamalar, HAP-Tic ve HAP-Ag ylizeyleri iizerinde biiyiitiilen
hiicrelerde bir¢ok vinkiilin pozitif fokal adezyonun oldugunu, bunlarin 6zellikle
hiicre siirlarini belirleyecek sekilde hiicre etrafinda arttigini, fakat HAP-ZAg ve
HAP-ZAgCu ylizeylerinde biiyiitiilen hiicrelerde ise nispeten azaldigin1 ve daha
cok hiicre sitoplazmasinda yer aldigini1 gostermektedir. Bu sonuglar hiicre adezyon
deneyindeki sonuglarla da karsilastirildiginda en yiiksek adheziv etkinin HAP-Ag
ve HAP-Tic yiizeyleri lizerinde olmasindan yola ¢ikilarak vinkiilin molekiillerinin
iretiminin hiicre adezyonu sirasinda oncelikle ¢eperlerde basladig1 ve hiicre stabil
olduktan sonra baskilanmis olabilecegini diigiindirmektedir. Ek olarak,
boyamalarda net bir sekilde goriilmemekle birlikte mikroskop incelemeleri
sirasinda  tespit edildigi lizere aktin boyamalar sonucunda HAP-ZAgCu
ylizeyindeki hiicrelerde sinirlar1 daha belirgin ve polarize olmus stress filamentler
gozlenirken, HAP-Tic, HAP-Ag ve HAP-ZAg yiizeylerdeki hiicrelerde daha kotii
diizenlenmis ve polarize olmus, daha az ve zayif stress filament olusumu
goriilmektedir. Chang ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda (2014) keratinlerin 3
boyutlu bir yap1 icerisinde biiyiitiilen mezenkimal kok hiicrelerde diger ara
filamentlerden daha cabuk olustugu ve F-aktin depolimerizasyonuna ilk 15
dakikada hizli bir sekilde cevap verdigi gosterilmistir. Fizyolojik olarak, ara
filament protein polimerizasyonu hiicre membran periferinden ¢ekirdek
membranina dogru baslamaktadir ve genetik ekspresyondan protein iiretimine
kadar bir zaman araligmmin ge¢mesi gerekmektedir. Arastirmacilar keratin ara
filamentlerin olusumunun daha ge¢ olusmasini buna baglamaktadirlar [67]. Aym
sekilde bizim calismamizda da vinkiilin elementlerin 6zellikle hiicre c¢eperinde

cok rahat gozlenirken, f-aktin filamentlerin tam olarak gdzlenemememesinin
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sebebi hiicre membraninin periferinden baslayan ara filament polimerizasyonu ile
genetik ekspresyon ile protein iiretimi sirasinda gegen siireye bagl olabilir. Bu
stire, farkl yiizeyler ilizerinde biiyiitiilen hiicrelerde degisiklik gosteriyor olabilir.

MKH’lerde aktin hiicre iskeleti, sitoplazma boyunca uzanan ¢ok sayida
ince, paralel mikrofilament destesinden  olusmaktadir ve  F-aktin
depolimerizasyonu MKH’lerin {i¢ hiicre hattina farklilasmas1 sirasinda
degismektedir. Chang ve ark. (2014) daha Once yaptiklar1 bir calismada bir F-
aktin dagitict peptid olan timosin beta-4 ile MKH’lerde F-aktin olusumunun
azaldigin1 ve bunun da osteojenik farklilagmay1 geciktirdigini ortaya koymuslardir
[67]. Immunofloresan boyama sonuglarinda gore F-aktin elementlerin 6zellikle
HAP yiizeyler lizerinde depolimerize halde goriilmesi, hiicrelerin bu ylizeyler
tizerinde ortamdan aldiklar1 (HAP ve metal igerikli yiizeylerin uyarisi) farklilasma
sinyallerine bagl olarak aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenleniyor olmasina da
bagli olabilir.

Malzemelerin hiicre adezyonu iizerindeki etkileri son asama olarak
molekiiler agidan rt- PCR array ile incelenmistir. Buna gore ekspresyonu artan
genler arasinda biitlin gruplarda ortak olanlar; COL11A1 (Kollojen tip XI, alfa 1),
COL14A1 (Kollojen tip XIV, alfa 1), COL4A2 (Kollojen tip IV, alfa 2), COL8A1
(Kollojen tip VIII, alfa 1), ITGA2 (Integrin, alfa 2 (CD49B, alfa 2 subunit of
VLA-2 reseptor)), ITGB2 (Integrin, beta 2 (tamamlayici bilesen 3 reseptor 3 ve 4
subunit)), MMP7 (Matriks metallopeptitaz 7 (matrilizin, uterin)) ve SPPI
(Salgilanan fosfoprotein 1) genleridir.

Ekspresyonu artmis olan gen sayisina gore inceledigimizde en fazla artigin
HAP-ZAg yiizeylerindeki hiicrelerde oldugu goriilmektedir. Yapilan deneyler her
ne kadar tekrarlanmis olsa da yiizeyler arasinda hiicresel tepkilerdeki farkliligin
ylzeylerin etkisinden kaynaklanmis olabilecegi gibi hiicrelerin bulundugu
molekiiler saate gore de degisebilecegi gdz Oniinde bulundurulmalidir. Her
gruptaki ortak genlere bakildiginda bunlarin daha ¢ok kollojen iliskili hiicre
adezyonu, hiicre substrat ve hiicre hiicre adezyonu ile hiicre proliferasyonu iligkili
gorevler yapan genler oldugu goriilmektedir. Tiim bu genlerdeki artisin yapilan

tiim diger deney sonuglarini1 dogrulayici ve agiklayict oldugu sdylenebilir.
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Yapilan caligmalar ylizey piiriizliiliigii ile hiicre adezyonu arasinda bir
iliski oldugunu gostermektedir [57]. Park ve ark. (2005) HAP kapli yiizeylerdeki
protein absorbsiyonunun cilali titanyum yiizeylere oranla ¢ok daha yiiksek
oldugunu gostermislerdir [88]. Kilpadi ve grubunun yaptig1 calisma ise HAP’1n
titanyum ve c¢elik ylizeylere gore fibronektin ve vitronektin absorbsiyonun daha
fazla oldugunu boylece integrinlerin HAP yiizeylere daha kolay baglandigin
ortaya koymaktadir [89]. Bunun disinda malzemenin nano boyutta olmasinin da
hiicre adezyon proteinlerinin ylizeye daha kolay absorbe olmasimi sagladigini
gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir [53].

Nanoboyutlu materyaller lizerinde osteoblast adezyonunun arttig1 ilk kez
1999 yilinda rapor edilmistir. Ozellikle tanecik boyutlart 49 ve 67 nm aralifinda
olan aliiminyum oksit ve tanecik boyutlar1 32 ve 56 nm araliginda olan titanyum
oksit mikro taneli yapilara oranla osteoblast adezyonunu desteklemektedir. Bu
tarihten sonra yapilan arastirmalar nanoseramiklerin (aliiminyum oksit, titanyum
oksit ve HAP gibi) in vitro osteoblast proliferasyonunun ve uzun siireli
fonksiyonlarimin (kollojen gibi intraselliiler ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin
sentezi ve alkalen fosfataz gibi depolanmis kalsiyum igeren minerallerin
Olctimiiyle) 100 nm’den daha kiiclik fiber ya da tanecikli seramiklerin iizerinde
arttigim gostermistir. Ornegin, konvensiyonel aliiminyum oksit, titanyum oksit ve
HAP iizerinde kiiltiire edilen osteoblastlarla karsilastirildiginda nanofaz iizerinde
olan osteoblastlar sirastyla 4-3-2 kat daha fazla kalsiyum depolanmasi
gostermistir. Ek olarak, osteoblast fonksiyonlarinin (6zellikle canli hiicre
adezyonu, proliferasyonu ve kalsiyum depolanmasi) nanofiber yapi {izerinde bile
nano-kiire yapidaki aliiminyum oksite gore daha fazla oldugu goriilmiistiir [22].

Zn igeren nanokristal yapidaki HAP ile yapilan bir diger c¢alismada,
esensiyal proteinlerin absorbsiyon orani incelenmistir. Artan Zn igerigiyle birlikte
BSA igerisinden absorbe edilen protein miktarinin arttig1 ve B2-mikroglobulin gibi
patojenik proteinlere karsi segici absorbsiyon oldugu gosterilmistir. Caligmada
ozellikle insan kemik ve kan plazmasi icin esensiyal iz element oldugu i¢in Zn

iyonu se¢ilmistir [90].
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- Tez cahismasi sirasinda elde edilen veriler bundan sonra

yapilacak calismalara nasil yol gosterecek?

HAP hem bilimsel aragtirmalarda, hem de klinikte yaygin olarak kullanilan
bir biyomalzeme oldugundan hiicrelerin HAP ylizeyler iizerindeki davranisinin
anlasilmas1 ¢ok biiyilkk 0nem tasimaktadir. Literatiirde giimiis ya da ¢inko
nanopartikiilleri ile ilgili pek ¢ok calisma bulunmasina ragmen, 6zellikle Zn, Ag
ve Cu metal iyonlar1 igeren HAP ile yapilmis biyouyumluluk caligmalarinin
olduk¢a az oldugu ve hiicre adezyonu ile farklilagmasi {izerine etkileri ile ilgili
hiicresel cevabin degerlendirilmemis oldugu goriilmektedir. Bu malzemelerin
antibakteriyal 6zelligi ile ilgili yapilmig ayrintili ilk ¢aligmalardan birisi Ciobanu
ve arkadaslarinin (2011) calismasidir [61]. Var olan ¢aligmalarin ¢ogu bu metal
iyonlariin toksik etkisine dikkat c¢ekmektedir. Nano seramik malzemelerin
hazirlanma protokolii nedeniyle toksik etki gdstermedigi ve bu iyonlarin viicut
icerisinde esansiyal metaller olarak oldukca ©nemli biyolojik siireclerde rol
oynadiklar1 diigiiniildiigiinde sonuglarimizin bundan sonra yapilacak calismalara
151k tutacagini diistinmekteyiz.

Ayrica kemik doku rejenerasyonu igin tasarlanmis biyomalzemelerde
1AMK’lerin uygulanmasi bilim diinyas1 i¢in gelismekte olan oldukca heyecan
verici alanlardan birisidir. Adipoz dokudan kolaylikla ve biiyiik miktarlarda MKH
elde edilebilmesi, ilaglar ve biiylime faktorleri gibi biyoaktif molekiillerle
birlestirilmis yeni biyomalzemeler iizerinde gittikce biiyliyen arastirmalarla
yapilan kombinasyonlar yeni terapotik uygulamalar i¢in yol agmaktadir. Klinik
calismalar Ozellikle kranofasiyal defektlerin onarimi i¢in 1AMK’lerin
kullaniminda incelenmeyi ve ¢oOziilmeyi bekleyen bircok husus bulundugunu
gostermektedir. 1AMK’lerin klinik uygulamalarda kullanimi i¢in hiicrelerin
toplanmasi, izolasyonu, kiiltiire edilmesi ve hazirlanmasinda kullanilacak
protokollerin  standardize edilmesi gerekmektedir. Giintimiizde kullanilan
tekniklerdeki farkliliklar ¢aligmalarin karsilastirilmasini zorlastirmaktadir [13].
Ozellikle hiicrelerin elde edildigi vericinin cinsiyeti, yasi, elde edildigi bolge-
organ, izolasyonda kullanilan protokol, hiicre kiiltiirii yontemleri gibi yontemlerin

mezenkimal kok hiicrelerin 6zelliklerini ve calisma sonuglarini etkiledigi bilinen
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bir gercektir. Calismada kullanilan insan yag dokusu kaynakli mezenkimal kok
hiicreler, ¢alismanin diger c¢alismalarla karsilagtirilmasini = kolaylastirmak,
yukarida sayilan nedenlere bagli farkliliklar1 onlemek ve belli bir standardi
saglayabilmek amaciyla diinyanin en giivenilir hiicre bankalarindan olan
ATCC’den satin alinmistir. Giris kisminda ayrintili olarak bahsedildigi gibi kemik
doku miihendisliginde kullanilan ¢esitli otolog hiicre kaynaklar1 arasinda
calismalar ¢cok uzun bir silire kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler
tizerinde odaklanmigtir. Ancak bu hiicrelerin diisiik miktarda elde edilmeleri,
onlarin in vitro ortamda ¢ogaltilmalarin1 gerektirmektedir. Adipoz doku kaynakli
kok hiicreler de, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler gibi yiiksek
osteojenik potansiyele sahip olmalarinin yani sira elde edilmeleri kolay ve dokuda
bol miktarda bulunabildikleri i¢in kemik doku miihendisligi ¢aligmalarinda ilgi
¢cekmeye baglamiglardir [91]. Calismamizda adipoz kokenli MKH’lerin
se¢ilmesinin temelini bu anlayis olusturmaktadir.

Implantlarin iiretim stratejilerinden en &nemlisi implant yiizeyine daha iyi
hiicre yapismasini ve kemik olusumunun uyarilmasini saglamaktir. Bu calisma
MKH’lerin HAP yiizeyler iizerindeki proliferasyonlarinda ve osteointegrasyonda
rol oynayabilecek adezyon miilekiillerin degerlendirilmesi ve bu parametrelerin
gelistirilmesi acisindan 6nem tasimaktadir. Bu ¢alisma, kullanilan yiizeylerdeki
hiicresel cevaba, bu cevabin yorumlanmasinda kullanilacak parametrelerin
degerlendirilmesine dair bilgiyi artirmayi ve yeni toksik olmayan, kisa siirede
osteojenik farklilasmay1 uyarabilecek ve kimyasal, fiziksel ve mekanik
ozelliklerinin yan1 sira antibakteriyal Ozellikte yeni implant yiizeylerine dair

bilgiyi literatlire kazandirmay1 hedeflenmistir.
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S. SONUC

Bu calisma, degisik kimyasal ve yiizey Ozelliklerine sahip metal katkili
(Zn, Ag ve Cu) HAP nanokaplama malzemeler {izerinde biiyiitilen iMKH’lerinin
canlilik ve osteoblastik farklilagma potansiyelleri ile substrat-materyal arasindaki
iliskiyi ve hiicre davranmisini incelemektedir. Sonuglar genel olarak Zn, Ag ve Cu
metal iyonlar1 igceren HAP yiizeyler {izerinde, hiicre canliliginin ticari olarak
kullanilan ve higbir metal iyonu igermeyen HAP’e gore daha yiiksek oldugunu,
hiicre adezyonunun ve farklilasmasinin da olumlu yo6nde etkilendigini
gostermektedir. Zn, Ag ve Cu metal iyon katkili nano-HAP ylizeylerin kemik

doku rejenerasyonu agisindan biiyiik potansiyele sahip oldugunu diisiinmekteyiz.
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