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OZET

BOR iCEREN NANO HIDROKSIAPATIT SERAMIKLERIN iINSAN
KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRELER iLE ETKILESIMi VE
OSTEOPOROZLU TAVSAN UZUN KEMIKLERINE ETKILERI

Eda GiFTCi DEDE
Yuksek Lisans, Nanoteknoloji ve Nanotip Bolumu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Feza KORKUSUZ
Haziran 2015, 49 sayfa

Osteoporoz , kemik dokunun mineral kaybi ile saglamhgini ve yapisini kaybetmesi
sonucu kemik kiriklarina kadar varabilen metabolik bir kemik hastaligidir. Ozellikle
osteoporoz sonrasinda olusabilecek kiriklarin dnlenmesini amaglayan bu ¢alisma;
1. Mezenkimal kok hicrelerin B-nHAp seramik malzememiz ile etkilesimlerini
2. Bu seramik malzemelerin gesitli varyasyonlarinin osteoporotik tavsanlarin
femurlarina uygulanmasini icermektedir.
ilk asamada temin edilen B-nHAp seramik malzemelerin insan adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok hucreleriyle bir araya getirildiklerinde hicrelerin yapisma, ¢ogalma
ve farkhlasma 6zelliklerine etkisi olup olmadigi arastirildi. Hlcre kultlr ¢alismalari
sonunda kontrol gruplarina goére B-nHAP ile desteklenen MKH’lerin daha iyi
cogaldiklari ve uygun ortamda kemik hucrelerine donusebildikleri belirlendi.
in vivo deneyden olusan ikinci asamada ise;
e Cahsmada kullanilacak alti aylik yerel beyaz tavsanlarin seramik malzeme
enjekte edilecek deney grubuna basitge yumurtaliklarin alinmasi olarak
tanimlanan ovariyektomi ve kontrol grubuna ise sham operasyon

uygulanmasi ardindan gruplarin kemik mineral yogunluklari, vucut agirliklari



ve Ostrojen seviyesi olguldi ve tim gruplarda ovariyektomi sonrasinda,
oncesine gore KMY’da bir disus gozlemlendi.

e Modelin olugsmasi ardindan deney grubuna belirlenen seramikler enjekte
edildi.

¢ Deney sonunda tavsanlar termine edildi ve femurlar toplanarak ilk 6nce KMY
analizleri yapildi. Bu analizlere gore B-nHAp ve nHAp enjeksiyonunun
yapildigi gruplardaki kemik mineral yogunlugu degerlerinde artig gorulurken
MKH katkili enjeksiyon gruplarinda ise artis olmamasinin yani sira dusus
gbzlemlendi.

e Mikro bilgisayarl tomografi cihazi ile elde edilen verilere gére B-nHAp ve
nHAp uygulanan gruplarda trabekuler kalinhkta artis, MKH verilerinde de bir
dusus gorulda.

Bu calisma ile B-nHAp seramik malzemelerin uygulanmasinin osteoporoz sonrasi
gorulen kemik kiriklarinin dnlenmesi icin umut vadeden bir yontem oldugu sonucuna

varildi.

Anahtar Kelimler: OSTEOPOROZ, BOR, HIDROKSIAPATIT, NANO- SERAMIK,
TAVSAN, INSAN KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRELER.



ABSTRACT

THE INTERACTION OF HYDROXYAPATITE NANO-
CERAMICS COMPRISING OF BORON WITH HUMAN
DRIVED MESENCHYMAL STEM CELLS AND ITS
EFFECTS ON RABBITS' LONG BONES WITH
OVARIECTOMY

Eda GiFTCi DEDE

Master of Science, Nanotechnology and Nanomedicine
Department

Advisor: Prof. Dr. Feza KORKUSUZ
June 2015, 49 pages

Osteoporosis is a metabolic bone disease which can cause bone fractures at most
as a result of the bone tissue’s mineral, strength and structure loss. In this study
which aims to prevent, particularly, the fractures that can occur after OP, there are
two main stages. While the first of these comprises the interaction of mesenchymal
stem cells with our B-nHAp ceramic materials, the latter involves the application of
diverse variations of these ceramic materials to the femur of osteoporotic rabbits.
When the B-nHAp ceramic materials supplied in the first stage are combined with
the human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells whether these
materials have an effect on the adhesion, proliferation and differentiation
characteristics of the cells has been studied. In the end of the cell culture studies, it
has been determined that MSCs supported by B-nHAP proliferate better compared
to the control groups and they can turn into bone cells in the fertile environment.
In the second stage comprising in vivo experiment;

e After the ovariectomy procedure application, which is defined as simply

defeminizing, to the experimental group to be injected ceramic materials,



which consists of 6-month local rabbits and after sham operation application
to the control group; bone mineral densities (BMD), body weights and
estrogen level have been measured. As a result of that, BMD decreased
between first and second measurements in all groups.

e After the fully establishment of the model, our experimental group of rabbits
have been given injections determined during grouping.

e Atthe end of the experimental process, the rabbits have been terminated and
firstty BMD analyses have been carried out after gathering the femur.
According to these analyses, while an increase has been observed in BMD
values in the groups injected B-nHAp and nHAp, a decrease, in addition to
not having an increase, has been detected in the MSC added injection
groups.

e According to data which obtained by the micro computed tomography, in the
groups applied B-nHAp and nHAp, an increase in trabecular thickness has been

detected and a decrease has been observed in MSC data.
In conclusion, the application of B-nHAp ceramic materials looks promising in terms

of the prevention of bone fractures seen after osteoporosis.

Keywords: OSTEOPOROSIS, BORON, HYDROKSIAPATITE, NANO- CERAMIC,
RABBIT MODEL, HUMAN DRIVED MESENCHYMAL STEM CELLS.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltmalar
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1. GIRIS
Osteoporoz, zaman iginde kemiklerin ileri duzeyde kalsiyum kaybederek, delikli,
zayif ve kolay kirilabilir hale gelmesi ile seyir eden, kemik erimesi olarak bilinen, bir
hastaliktir. Boylece kemigin igcyapisi ve kalitesi bozulur, vicudun kemik catisi
zayiflar, kiriklar ve durus bozukluklari goérulir (1). Bayanlarda 6zellikle vicuttaki
Ostrojen miktarinin azalmasi, menopoz, eksik beslenme ve hareketsizlik ile
tetiklenen bu hastalik, erkeklerde de c¢esitli etkenlerle ortaya ¢ikan ve ginumuzde,
dinya ¢apinda, 6nemli saglik problemlerinden biridir. Osteoporoz tanisi sonrasinda
uygulanan tedaviler hormon, mineral velya vitamin takviyesi ile etkenleri ortadan
kaldirmaya yonelik olabildigi gibi, hastalik sonucu olusan kiriklarin iyilestiriimesine

yonelik de olabilmektedir.

Bdlge Erkek Kadin  Toplam Ylzde Kadin-
Erkek
Orani
Afrika 205 207 412 0,7 1,0
Amerika 2621 6375 8999 16,0 2,4
Dogu Akdeniz 746 789 1535 2,7 1,1
Avrupa 6650 13927 20577 36,6 2,1
Glneydogu Asya 4169 4453 8622 15,3 1,1
Bati Pasifik 7067 9003 16069 28,6 1,3
Dinya 21457 34755 56212 100,0 1,6

O. Johnell in makalesinden alinmigtir(2).

Sekil 1. Diinyanin cgesitli bélgelerinde hesaplanmis osteoporotik kirik (ylizde)

gérilme verileri

Seramik malzemeler glinimuize kadar birgok kemik hastalidinin tedavisinde ve
dental problemlerin ¢ézimunde kullaniimistir. Gerek yapay kemik uygulamalarinda
gerekse ilag tasima sistemleri olarak seramikler kemiklerle sik¢a kullanilan
malzemelerdendir. Bu malzemelerde kemige uyumluk &zelliginin bulunmasi
onemlidir. Cesitli eser elementlerle kompozit seramik malzemeler tedavi amagl
kullaniimaktadir. Osteoporoz ¢alismalar ise daha ¢ok yeni kemik olusumunu ve
saglamhgini destekleyici Stronsiyum, Kalsiyum, Bor gibi elementler ile

gerceklestiriimektedir. Bor kalsiyum ve D vitamini olmak tzere vicut minerallerinin



dizenlenmesinde rol oynadigi gibi kalsiyum ve magnezyumun azalmasini
onleyerek kemik yapisini korur ve guglendirir. Nano boyutlu malzemeler diger
boyutlardaki malzemelere oranla yuzey alani etkilesimleri ve olugturulan
kompozitlerin saglamligi agisindan olduk¢a avantajlilardir. Nano teknoloji ile

geligtiriimis seramik kompozitler de oldukga sik kullaniimaktadir(3,4).

Osteoporoz birgok hayvan modelinde ¢alisiimistir (5,6,7,8). Literatur taramalarinda,
sican ve tavsan calismalari en sik goérulen &rneklerdendir. Calismamizda
osteoporotik tavsan modeli kullanilarak hayvanlarin femur kemiklerine enjekte
edilen borlu nano-hidroksiapatit seramiklerin (B-n-HAp) insan adipoz kaynakl
mezenkimal kok hucreler ile veya yalin olarak kemiklerin saglamhginda ve mikro
yapisinda olusabilecek degisiklikler gézlemlenmigstir. Tavsan femur kemiklerine
enjekte edilen B-n-HAp'In kemige etkilerinin histomorfometrik, histolojik,
biyomekanik ve radyodensitometrik analizlerle degerlendirildigi ¢alismamizda
kemiklerin mikro yapisinin iyilestiriimesi ve kemik saglamhigini arttirmasi
hedeflenmis ve uzun vadede osteoporoz sebepli olusan kiriklarin 6nline

gecilebilmesi, yenilik¢i ve avantajl bir tedavi yontemi geligtiriimesi amaclanmistir.

Calismamiz Hacettepe Universitesi HUTF (Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi)
Deney Hayvanlari Arastirma ve Yetistrme Unitesi hayvan evi kosullarinda
barindirilan hayvanlar kullanilarak gerceklestiriimis, Hacettepe Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatérlugu tarafindan desteklenmis ve Hacettepe
Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (2013/01-
01).

1.1. Literatiir Ozeti

Kemikler, kaslari yapisal olarak destekleyen, hayati organlari koruyan ve normalde
hacrelerin galismasi igin temel gereksinimlerden biri olan kalsiyumu depolayan
yapilardir. Osteoporoz, zaman iginde kemiklerin ileri dizeyde kalsiyum kaybederek,
delikli, zayif ve kolay kirilabilir hale gelmesi ile seyir eden bir hastaliktir. Boylece
kemigin igcyapisi ve kalitesi bozulur, vicudun kemik c¢atisi zayiflar (1). Osteoporoz
menopoz sonrasi kadinlarda sik gorulir. Menopoz sonrasi dusus gosteren dstrojen
normalde kemik mineral yogunlugunun artmasina ve kirik riskinin azalmasina
neden olan steroid bir hormondur (9). Menopoz, 6strojen miktarinin azalmasina,

dolaysiyla kemik mineral yogunlugu dusmesine sebep olur. Osteoporoz yeni kemik



olusumunun azalmasiyla, eski kemiklerin ¢ok fazla yikimiyla ya da her iki sebep bir
arada gergeklestiginden olabilir. Vicudun kemik olugsumu igin ihtiya¢c duydugu
kalsiyum mineralinden yoksun kalmasi da hastalik etmenlerindendir. Bunlar
disinda; uzun sureli yatak istirahati, kronik rheumatoid arthritis ve kronik bébrek
hastaliklari, beslenme bozukluklari, genetik etkenler, 3 aydan fazla gunluk
kortikosteroid hormon kullanimi, hiperparatiroit rahatsizhg: ve D vitamini eksikligi

osteoporoz nedenlerinden sayllmaktadir (10).

Osteoporoz cesitli hayvan modellerinde ayrintili olarak c¢alisiimistir. Bu modeller
icerisinde hem kemik boyutlarinin kemik iligine implantasyon uygulamasina elverigli
olmasi, hem de modelin tam ve hizli bir seklide gézlemlenebilmesi agisindan,
tavsan modeli en uygun segenektir. insan kemik fizyolojisine iliskin ¢alismalarda
tavsanin uygun bir model oldugu, kemik gelisimi ve maksimum kemik yogunlugu
profillerinin insanlardakine benzedigi belirtiimistir(11). Bu modelde aktif Haversiyan
yenilenmesi ve hizli iskelet olgunlagsmasi (7-8 ay) gézlemlenebilmektedir. Bunlara
ek olarak tavsanlarin kemik doéngusli de oldukca hizli seyretmektedir. Yani
osteoporoz modeli alinabilecek en hizli sekilde elde edilebilmektedir (12). Mori ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada, ovariyektomi ile birlikte dusik kalsiyum diyeti
uyguladiklari tavsanlarda yaptiklari implant denemesinin yaninda operasyonu
takiben kemik mineral yodunlugu Olcimlerini  gerceklestirmislerdir(13).
Ovariyektomiden 4 hafta sonra kontrol grubu ile karsilastirilan disuk kalsiyumlu
diyet uygulanan deney grubunun kemik mineral yogunlugunun %12 dusus
gosterdigi gozlemlenmistir. Benzer bir¢ok ¢alismada tavsan osteoporoz modelinin

avantajlari vurgulanmistir (14,15).

GunUmizde mezenkimal kok hucreler gesitli hastaliklarda oldugu gibi kemik
hastaliklarinda da kullanilan ve gelistiriimeye devam edilen tedavi yontemleri
arasinda yer almaktadir (16,17,18). Ozellikle doku mihendisligi ve doku
yenilenmesi calismalarinda siklikla mezenkimal kok hlcrelerden
faydalaniimaktadir. Ye ve arkadaslar bir ¢alismada bilateral ovariyektomi ile
osteoporoz modeli olusturuimus tavsanlardan kemik iligi ve yag kaynakl
mezenkimal kdk hicreleri toplayip osteojenik ve adipojenik potansiyellerini dlgerek
bu otolog hicreleri kalsiyum alignat jel ile kapstlleyerek hayvanlarin femurlarina geri
nakletmigler. Nakledilen bu hucrelerin osteojenik potansiyelleri ve kendini
yenileyebilme Ozellikleri ile kemik iyilesmesine sebep olup olmadiklarini



incelemigler. Calisma sonucunda, bu hicrelerin kemik yenilenmesini arttirdiklarini
gOzlemlemiglerdir (19). Baska bir gcalismada Wang ve arkadaslari ovariyektomi ile
osteoporoz modeli olusturulmus tavsanlarda normal ve ovariyektomili tavsanlardan
alinmis kemik iligi kaynakli otolog mezenkimal kok hucreler toplanmis ve osteojenik
besiyerinde farklilagtirilarak tavsanlara tekrar nakledilmis. Bu ¢alisma sonucunda
mezenkimal kok hucre naklinin  tavsanlarda  osteoporotik  kemigin

kuvvetlendiriimesinde yardimci etken oldugu goésterilmistir (20).

Nanoteknoloji guinimuzde hemen hemen her alanda yayginlik kazanmaya baglayan
bir konudur. Tekstilden, savunma sanayiine, kozmetikten saglik sektdriine birgok
alanda oldukga parlak ve gelisime acik bir alandir. Saglik alanindaki nanoteknolojik
gelismeler son zamanlarda oldukga ivme kazanmistir. Nanoteknolojik Urunler
benzer daha buyuk Olgekli trtinlere gore daha dayanikli, daha saglikli, daha saglam,
daha hedefe yonelik olmayl amacladigi i¢in birgok hastaligin tedavisi i¢in oldukca

avantajli gérulmektedir.

Seramik malzemeler gliinimize kadar birgcok kemik hastaliginin tedavisinde ve
dental problemlerin ¢ézimuinde kullaniimistir. Gerek yapay kemik uygulamalarinda
(21) gerekse ila¢ tasima sistemleri olarak (22) seramikler kemiklerle sik¢a kullanilan
malzemelerdendir. Bu malzemelerde kemige uyumluk ve osteokonduktif 6zellikler
bulunmasi énemlidir. Cesitli eser elementlerle kompozit seramik malzemeler
kullaniimaktadir. Kalsiyum hidroksiapatit seramiklerin ortopedide kullanimini ele
alan bir galigsmada bu malzemenin biyolojik olarak uyumlu ve mekanik 6zelliklerinin
kemige yakin olmasinin gerekliligi belirtiimistir. Yapilan calismalar, kalsiyum
hidroksiapatit seramiklerin osteokonduktif 6zellik tasidi§i ve organizmada yapay
kemik olarak kullanilabilecegini gostermistir. Bu seramikler kemigin yerini
tutabilecek malzemeler olmanin yani sira, kontrollu ila¢ salim sistemi ve protezlerde
yuzey kaplamasi olarak da kullanim alaninin bulundugu bildirilmistir (23). Bir bagka
calismada ise, sira digi mekanik o6zellikleri, esnemeye karsi dayaniklihgr ve yuksek
biyouyumlulugu ile Zirkon- Aliminyum seramiginin dental uygulamalarda
kullanildigindan bahsedilmistir (24). Literatirde bunlar gibi pek ¢ok kemik
problemine ¢6zim getirmeye yonelik ¢alismalar bulmak mumkin. Osteoporoz
calismalari ise daha c¢ok yeni kemik olugsumunu ve saglamligini destekleyici
Stronsiyum, Kalsiyum, Bor gibi elementler ile gergeklestiriimigtir. Stronsiyum,
hidroksiapatitler ile birlikte kullaniminda kristallere tutunarak kemik korumasinda yer



alir. Ayrica kemik olusumunu desteklerken ayni zamanda yikimini da inhibe edici

Ozellige sahiptir (25).

Borun turevlerinin ve bor igeren malzemelerin hiucrelere olan toksisitesi sinirli sayida
yayinda gosterilmistir. Bunlardan en kapsamli olani 2000 yilinda yayinlanmistir (26).
Bu calismada dort adet bor tdrevinin (triethanolamine borate; N-diethyl-
phosphoramidate-propylboronique  acid; 2,2  dimethylhexyl-l,3-propanediol-
aminopropylboronate and 1,2 propanediol-minopropylboronat) belirlenen biyolojik
modeller (tavuk embriyo kikirdagi ve fibroblast) lzerine olan toksisiteleri ve hlcre
digi matrikse olan etkileri arastiriimistir. Calismanin sonucunda bor tlurevlerinin
fibroblastlarin gogalmasi Gzerinde olumlu ya da olumsuz etkisi olmadigi; fakat hem
kikirdak hem de fibroblastta hicre ici proteoglikan ve proteinlerin hiicre disina
(besiyerine) ciktigi gosterilmistir. Bu sonug ise bor tlrevlerinin yara iyilesmesinde
kullanilabilecegi yoninde degerlendiriimigtir. Baska bir arastirmada bor emdirilmis
nanokristalin elmas filmlerin kemik yenilenmesi i¢in potansiyelinin gézlemlenmesi
uzerine c¢alisiimig ayni zamanda hucrelere toksik etkisi olup olmadigi da
incelenmistir. Calisma sonucunda borun nanokristalin elmas filmlerin kemik doku
rejenerasyonu potansiyelini arttirdigr ve artan bor seviyesinin belli bir oranda
hicrelere zararl bir etkisi olmadigi belirlenmistir (27). Bir diger bor ¢alismasinda
(28) ise cerrahi kesim aletlerinde bulunan kibik bor nitritin toz halinde ve farkh
konsantrasyonlarda insan néroblastoma hicreleri ve insan artirikiler kondrositleri
uzerindeki toksisitesine (MTT assay ile) ve ¢ogalmalarina (Xuorescence probe
assay ile) olan etkilerine bakilmistir. Yapilan ¢alismada kubik bor nitritin tozun her
iki hticre tipinde de ¢odalmayi durdurdugu fakat yliksek dozlarda bile (40 ug/ml)
hdcre canliigina zarar vermedigi sonucuna verilmigtir. Bu proje kapsaminda
planlanan ¢alismanin in vitro kismina en yakin olan ¢alisma 2011 yilinda yapilmistir
(29). Borun insan mezenkimal kok hicrelerinin kemik farklilagmasina olan etkisi
arastirimistir. Bor 0, 1, 10, 100 ve 1,000 ng/ml konsantrasyonlarda uygulanmigtir.
Calismanin sonucunda sadece 1,000 ng/ml bor eklenen hicrelerin gogdalmasinin
inhibe oldugu goralmagtir. 10 ve 100 ng/ml bor ile etkilestirilen hlcrelerin kontrole
gore kemige daha fazla farklhlastigi saptanmistir. Sonu¢ olarak ise doku
muhendisliginde borun insan mezenkimal kok hucreler ile birlikte kullaniminin umut

verici olabilecegi belirtilmistir.



Borun gavaj yolu ile aliminin tavsan tibia ve femur kemiklerine, yiksek enerijili diyet
destegi ile saglamlagtirici ve mineral yogunlugunu arttirici etkileri oldugu da 2013
yilinda yapilmig bir galismada gdsterilmistir. Calismada degisik konsantrasyonlarda
uygulanan borun kalsiyum ve magnezyum konsantrasyonlarini arttirmasinin yani
sira kemik saglamhgina da etkileri oldugu belirtilmigtir (30). Bakir salinimli, bor
iceren biyomuhendislik Uranu biyoaktif cam bazh huicre iskeletlerinin hucre
yenilenmesine iliskin ¢aligmada kemik yenilenmesine etkileri arastiriimis ve bu
konuda olumlu sonuglar elde edilmistir (31).Farkli bir galismada ise Bor ve balik yagi
kullaniminin kemik trabekiler mikro yapisinin saglamhgina etkisi arastiriimigtir.
Sonugta, c¢alisma basarii olmus ve kemik trabekller mikro yapisinda

g6zlemlenebilir bir saglamlik tespit edilmistir (32).
1.2. Malzeme-Yontem
1.2.1. Tasarim:

Altr aylik yerel ovariyektomili beyaz tavsaninin femurlari Uzerinde prospektif
kontrollii iki farkl galisma tasarlandi. in vitro deneyler ile de in vivo calismanin temeli
olusturuldu. Calismada bagimsiz degiskenler gruplar (Sekil 1) ve zaman (Sekil 2)
olarak; (a) DXA ile dlgulen KMY degisimi, (b) u-BT dlgumleri ile elde edilen kemik
hacmi (KH) (mm3), KH/trabekuler hacim (TH) (%), kemik yuzeyi (KY)( mm2), kesit
alani (KA) (mm2), KY/TH (1/mm), trabekiler model faktéri (Tb.Mf) (1/mm),
trabekuler kalinhk (Tb.Ka) (mm), ve trabekiler yizey (TY) (mm2); ile
histomorfometri ise bagimh degigkenler olarak kararlastirildi. Tum prosedurler
Helsinki Hayvan Haklari ve Turk Veteriner Tip Deontoloji Yonetmeligine (6343/2)
uygundur. Hacettepe Universitesi Etik Kurulu bu ¢alismayi onaylanmistir(2013/01-
01). Deney gruplari (her bir grupta n=6), (1)Hyaluronan-B-n-HAp, (2)Hyaluronan-B-
n-HAp-MKH, (3)Hyaluronan, (4)Hyaluronan-n-HAp, (5)Hyaluronan-n-HAp-MKH ve
(6)Hyaluronan-MKH seramik malzemelerin cerrahi uygulamasinin yapilmasi
tasarlandi (Sekil 1) . Kontrol grubundaki tavsanlara(n=6) ise sham operasyon
uygulandi. Bu sonuglar ile istatistiksel power analiz (ANOVA) yapildi. Anlamlilik(a)
ve gug¢ (B) degerleri sirasiyla 0.05 ve 0.95 olarak tespit edildi.
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Sekil 2. In vivo ¢alismada B-nHAP ve tiirevlerinin enjeksiyonunun yapilacadi deney

gruplari ve kontrol gruplarinin sematik gésterimi.
1.2.2. in vitro K6k Hiicre Deneyi:
1.2.2.1. Mezenkimal Kék Hiicrelerin izolasyonu ve Kiiltiirii:

Kemik iligi (Ki) mononiikleer hiicreleri (MNH) Ficoll hypaque (1.077 g/L; Biochrom
AG, Berlin, Germany) kullanilarak izole edildi. Hulcreler dusik glukoz igceren
Dulbecco’s modified Eagle medium (LG-DMEM; Biochrom AG, Berlin, Germany),
%10 fetal dana serumu (FCS; Biochrom AG, Berlin, Germany), %1
penicillin/streptomycin (Biochrom AG, Berlin, Germany) iceren buyume besiyerinde
kiltar edilerek bu besiyeri 3-4 glnde bir degistirildi. Adezyon 6zelliginde olan
hicreler %70 yogunluga ulastiginda %0.25 trypsin/1 mm EDTA kullanilarak
suspansiyon hale getirildi ve tekrar di. Deneylerin hepsi pasaj 3 MKH’ler ile yapildi.

1.2.2.2.Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu:

1.2.2.2.1.Mezenkimal kok hiicrelerin immunfenotiplendiriimesi: MKH’ler (Cat#
PT-2501,lot#1F3422, LONZA) flow sitometri (Becton Dickinson Facs Aria; USA)
cihazi ile analiz edildi. Hlcre stspansiyonu phosphate-buffered saline (PBS) + %2
insan AB serumu + antikorlar (mezenkimal marker olarak CD29, CD44, ve CD73;
hematopoetik marker olarak CD45, CD14, HLA-DR, CD34 ile birlikte inkuibe edildi



ve BD FACSDiva Software v6.1.2 yazimi (Beckon Dickinson Biosciences, ABD)

kullanilarak analizler yapildi.

1.2.2.2.2.Mezenkimal kok hiicrelerin farkhlastiriimasi: Yaga farklilasma igin
MKH’ler blytime besiyerine eklenen 1 mm deksametazon, 60 mm indometasin, 500
mm isobutilmetilksantin (IBMX) ve 5 mg/mL insulin iceren besiyeri ile birlikte kalttr
edilerek ve 21. gun sonrasinda farklilagsan hacreler Oil Red O boyasi ile boyandi.
Kemik farkhlasmasi i¢cin MKH’ler buylime besiyerine eklenen 100 nm
deksametazon, 10 mm b-gliserofosfat ve 0.2 mm askorbik asit iceren besiyeri ile
birlikte kultlr edilerek 21. guin sonrasinda farkhlagan hucreler Alizarin Red S boyasi

ile boyandi. Goruntuler 1g1k mikroskobu ile analiz edildi.

1.2.2.3. B-nHAP Seramik Malzemesinin MKH’lerin Cogalma, Farklilagsma ve

Morfolojisi Uzerine Etkisi:

B-nHAp seramik malzememiz Ortadogu Teknik Universitesi Mihendislik Fakdiltesi
Metalurji ve Malzeme Muhendisligi bolumu hocalarindan Prof. Dr. Muharrem
Timugin hocanin uzun yillardir Uzerinde calistigi ve gelistirdigi ¢alismasinin
artnuadur. Kimyasal formuli Ca10(P04)5.8(B0O4)0.2(OH)1.6 olarak tanimlanabilir
(31).

1.2.2.3.1.MKH’lerin gergcek zamanh yapisma, ¢ogalma ve canhhk analizi:
xCEELigence cihazi (Roche, ABD) hiicre kilturinin yapildigi E-plate’lerin altinda
yer alan mikro-elektrotlar ile yapisan 6zellikteki hucrelerin gercek zamanl olarak
basincini dlgerek onlarin cogalma ve canliidi hakkinda bilgi veren bir sistemdir.
Olglim igin 9x10° MKH E-plate’e ekilerek 24 saat boyunca blylime besiyeri
icerisinde kultir edildi. InkiUbasyonun sonunda B-nHAp seramik malzeme (10
pMg/mL) eklenerek 10 glin boyunca gergek zamanli analiz gergeklestirildi. Bu zaman
boyunca her 3-4 gunde bir besiyeri degisimi yapildi. Kontrol grubu olarak sadece

baylume besiyeri kullanilarak gelistirilien MKH’ler kullanild.

1.2.2.3.2.MKH’lerin farkhlagmasi: 15x10% MKH 12 kuyucuklu kiltiir kaplarinda
cogaltildi. Hucreler yeterli saylya ulastiginda (kemik farklilagsmasi i¢in %70, yag
farklilagmasi icin %100) B-nHAp seramik malzeme (10 pg/ml) eklendi. 3 gunlik
inkiibasyonun ardindan B igeren besiyeri kaldirilarak yag veya kemik farklilagsmasi
icin gerekli besiyerleri (yag farkhlasmasi igin; 1 mm deksametazon, 60 mm

indometasin, 500 mm isobutilmetilksantin (IBMX) ve 5 mg/ml insulin igeren buyime



besiyeri; kemik farklilagsmasi igin, 100 nm deksametazon, 10 mm b- gliserofosfat ve
0.2 mm askorbik asit iceren buyume besiyeri) eklendi ve 3-4 gunde bir degigtirildi.
21. gunldn sonunda hacreler fiske edilerek yaga farklilagsan hiicreler morfolojik analiz
icin Oil Red O ile boyandi ve isik mikroskobunda goéruntileme yapildi. Kantitatif
analiz igin ise igerdikleri Oil Red O boyasinin miktari ELISA okuyucu kullanilarak
Olculdu. Kemige farklilagsan hicrelerin morfolojik analizi i¢in hicreler Alizarin Red S
boyasi ile boyandi. Kantitatif analiz i¢in ise icerdikleri kalsiyum miktari Quantichrom
Calcium Assay Kit (Bioassay Systems, USA) ile tayin edildi. Kontrol grubu olarak

sadece buyume besiyeri kullanilarak gelistirilen MKH’ler kullanildi.

1.2.2.3.3. MKH’lerin morfolojik analizi: Gegirimli Elektron Mikroskopu
(Transmission Electron Microscopy-TEM) analizi igin 175 cm2 olan kultir kaplarina
3x10° hiicre ekilerek, besiyeri 3-4 glinde bir degistirildi ve hiicrelerin %70 doluluga
erigmesi saglandi. Kultlr siresinin bitiminde B-nHAp seramik malzeme (10 pg/mL)
eklenerek 3 gin boyunca hucreler ile inklbe edildi. Daha sonra besiyeri kaldirilarak
hicreler DMEM-LG igerisindeki %Z2’lik gluteraldehit solisyonu ile 15 dakika;
ardindan PBS igerisindeki %2’lik gluteraldehit solisyonu ile 1 saat fiske edildi.
Fiksasyon sonrasi hucreler hiicre kaziyicisi (cell scraper) ile kazinarak hucre peleti
elde edildi ve pelet PBS igerisindeki %Z2’lik gluteraldehit solusyonu ile tekrar fiske
edildi. Fiksasyon islemi sonrasinda hicreler tekrar santrifiij edilerek 37 °C’de sivi
hale getirilmis agara géomuldi. Oda isisinda sertlestirilen agarin igerisindeki hicre
peletine doku ornekleri igin uygulanan rutin elektron mikroskop takibi yapildi.
Kisaca, ozmiyum tetroksit ile post fiksasyon sonrasi dereceli alkollerde
dehidratasyon ve propilen oksit ile seffaflandirma yapildiktan sonra drnekler plastik
bloklara gémuldii. Orneklerden elde edilen yari ince ve ince kesitlerde yeni
hacrelerin  varligi ve ultrastruktlrel oOzellikleri elektron mikroskop altinda
degerlendirildi. Kontrol ve deney gruplarindaki yeni hicre oranlari semi-kantitatif

yontemler ile karsilastiriidi.

Taramali elektron mikroskopik (Scanning Electron Microscopy-SEM) analiz i¢in 6
kuyucuklu kiltir kaplarina 18x10* hiicre ekilerek besiyeri 3-4 glinde bir degistirildi
ve hicrelerin %70 doluluga erismesi saglandi. Kultlr siuresinin bitiminde B-nHAp
seramik malzeme (10 ug/ml) eklenerek 3 giin boyunca hucreler ile birlikte inklibe
edildi. Ardindan besiyeri kaldirilarak hucreler DMEM-LG igerisindeki %Z2’lik
gluteraldehit solisyonu ile 15 dakika; ardindan PBS igerisindeki %2’lik gluteraldehit



solUusyonu ile 1 saat fiske edildi ve alkollerden gegirilerek kurutulduktan sonra altinla
kaplanarak incelendi.

Konfokal Mikroskopisi igin 1x105 hicre 0.5 pl DiL boyasi ile boyanarak 35 mm’lik
konfokal kultlr kaplarina ekildi. Hucreler %70 doluluga ulastiginda B-nHAp seramik
malzeme (10 pg/ml) eklenerek 3 gliin boyunca hicreler ile birlikte inkibe edildi.

inkiibasyon sonrasinda konfokal mikroskop ile gériintileme analizi gergeklestirildi.

Sekil3. In vitro hiicre kiiltird ¢alismalarinda elde edilmis TEM gériintilerindeki
MKH'’lerin sitoplazmik uzantilari ile seramiklerin hiicreye alimi. (A)’da ¢ok sayidaki
hiicre uzantisi, (B)de ise bir tane sitoplazmik uzantinin seramigi uzanarak aligi

gosteriliyor
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Sekila. In vitro hiicre kiiltird ¢alismalarinda elde edilmis SEM gériintiilerindeki
MKH'’lerin seramiklerle beraber hiicredisi matriks salgilamasi(Fotograflarda

nanoyapili pargaciklarin boyutlari verilmigtir)
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1.2.3. in vivo Hayvan Deneyi:

Kobay Tavsancilik’dan temin edilen 6 aylik 25 adet beyaz digi yerel tavsan
(Oryctolagus cuniculus L) Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu karari (2013/01-01) ile galismamizda kullanildi. Hayvanlar deney siresince
standart (50X80X50 cm) boyutlarda, paslanmaz celik kafeslere, her kafeste bir
tavsan olacak sekilde barindirildi. Tim hayvanlarin su ve D vitamini ile Ca minerali
dusuk o6zel tavsan pelet yemlere (Bil-Yem, Ankara, Turkiye) sinirsiz ulasimlari

saglandi.

Deney baglangicinda veteriner hekim tarafindan saglik kontrolleri saglanan
hayvanlar kontrol (n=3) ve deney grubu (n=18) olmak Uzere iki ana gruba ayrildilar
(Sekil 1). Deney grubu da kendi igerisinde 6 gruba, herhangi bir gruba dahil olmayan
4 adet tavsan ise olasi aksiliklere karsi yedek grubu olarak ayrildi. Kontrol

grubundaki hayvanlar yalanci ovariyektomi (sham operasyon) islemine tabi tutuldu.

Ovariyektomi ile implantasyon operasyonlari arasinda 12 hafta, implantasyon ile

terminasyon arasinda ise 6 hafta beklendi (Sekil 2).

OPERASYON 2
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Sekil 5. In vivo galismada B-nHAP ve tiirevlerinin enjeksiyonunun yapilacagi
deney gruplari ve kontrol gruplarinin zaman-is organizasyonunun sematik

gosterimi.
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Terminasyon agsamasinda Hacettepe Universitesi HUTF (Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi) Deney Hayvanlari Aragtirma ve Yetistirme Unitesi hayvan evi biinyesinde
yetkili veteriner esliginde CO: verilerek gerceklestirildi. Sakrifikasyon sonrasi
enjekte edilen malzemeyi iceren femur kemikleri ¢ikartilarak testler igin uygun hale
getirildi.

Deney suresince deney grubundan enfeksiyon sebebi ile 4 adet tavsan deney
prosedurune katilamayarak erken termine edilerek ¢alisma disinda kaldi. Calisma

disi birakilan tavsanlarin yerlerine yedek grubundaki tavsanlar getirildi.
1.2.3.1. Kemik Mineral Yogunlugu Olgiimleri

Calisma boyunca hayvanlarin ovariyektomi operasyonu oOncesinde, malzeme
enjeksiyonundan once ve sakrifikasyon sonrasinda olmak lzere toplamda 3 defa
kemik mineral yogunlugu (KMY) &lciimi yapildi. Olgiimlerde Ortadogu Teknik
Universitesi Saglik ve Rehberlik Merkezinde bulunan kemik mineral yogunlugu
Olcimunde kullanilan Lunar DPX (Lunar Radiation Corp. Madison, ABD) cift enerjili
kemik dansitometre (DXA) cihazi kullanildi ve 6lgim modu 140/70 kVp, 2.0 mA ve
60 Hz olarak belirlendi. Olglimden 6nce deneklere uygun doz anestezi (3-5 mg/kg
Ksilazin ve 20-25 mg/kg Ketamin HCI) uygulanacaktir. Bu cihazda bulunan kuguk
deney hayvanlari igin gelistiriimis (Lunar, DPX-1Q (Madison, Wisconsin, ABD)
osteoporoz analiz programinin verdigi degerler 1siginda kemik mineral

yogunlugunun durumu takip edilmistir.

Kemik Sonuglarl

DCTA Kal 3= nayen

Sekil 6. Deneye katilan tavsanlarin Lunar DPX DXA cihazi ile kemik mineral

yogunlugu élgiimii
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1.2.3.2. Ovariyektomi

Cerrahi bolge, IM anestezi enjeksiyonun (3-5 mg/kg Ksilazin — Alfazyne, Ege Vet,
izmir, Tirkiye ve 20-25 mg/kg Ketamin HCI- Alfamine, Ege Vet, izmir, Tirkiye)
sonrasinda tiraslandi ve antiseptik ile temizlendi. Bakteriyel enfeksiyonu ve
operasyon sonrasli agrilari dnlemek icin sirasiyla, 10 mg/kg Amikasin (Amikositis,
Eczacibasi, istanbul, Turkiye) ve 4 mg/kg Meloksikam (Maxicam, Sanovel, istanbul,
Turkiye) IM olarak uygulandi. Tavsanin idrar kesesi bosatildi ve 6n karin kismi
kesilerek, ksifoid’den pubise kadar acildi. idrar kesesinin kranial ucunun (st kismini
merkez alan, yaklasik olarak pubisin kranial dudagi ile umbilikus arasindaki
mesafenin yarisi kadar (2.0-3.0 cm’lik) ventral orta hat insizyonu gercgeklestirildi.
Abdominal bosluga Stab insizyon yapmak igin linea alba abdominal icerikten ayrildi.
Kesik kraniyal veya kaudal olarak genisletildi ve abdominal kaslar bilateral olarak
ayrildi. Rahim boynuzlari bulundu ve ovaryumlari tespit etmek igin kraniyal olarak
takip edildi. Asici bag ve ovaryum damarlari klamplendi ve baglandi. Ovaryumlar
ligaturlerin arasindan c¢ikartildi. Kesik, basit devaml 4-0 emici sttur malzemesi ile
kapatildi. Cerrahi bolge likit bandaj ile spraylendi (Opsite Spray, Smith & Nephew,
Londra, Ingiltere). Sham grup operasyonunda ise yukarida anlatildigi gibi,
operasyon klempleme ve organ c¢ikartma olmadan ovaryumlarin goérulmesi ile

tamamlandi.
1.2.3.3. Viicut Agirhgi ve Kanda Ostrojen Seviyesi Olgiimleri

Bu 6lgiimler genel anestezi altindaki tavsanlara Hacettepe Universitesi Cerrahi
Aragtirmalar biriminde uygulandi. Deney suresince OVX (To) ve seramik malzeme
enjeksiyonu dncesinde(T?2) birer defa dlgulda. Her iki l¢im de osteoporoz modelinin

olusup olugsmadigini daha ¢ok veri ile desteklemek amaciyla yapildi.
1.2.3.4. B-n-HAp Seramiklerin Cerrahi Uygulamasi

B-n-HAp ve diger malzemeler, deney gruplarina T1 zamaninda (sekil 2) , KMY’ndaki
ve kan Ostrojen seviyesindeki degisimlere gore gozlemlenen OP modeli olustuktan

sonra cerrahi uygulama yapilmasi uygun gorulda.

Bu asamada kullandigimiz B-nHAp seramik malzememiz Ortadodu Teknik
Universitesi Miihendislik Fakiltesi Metalurji ve Malzeme Mihendisligi bdlimii

hocalarindan Prof. Dr. Muharrem Timugin hocanin uzun yillardir Gzerinde ¢alistigi
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ve gelistirdigi calismasinin Griinudur. Kimyasal formuli Cai10(POa)s5.8(BO4)o.2(OH)1.6

olarak tanimlanabilir.

0,0375 mg toz seramik malzeme ile 0,625 ml hyaluronan (ADANT, Sodyum
Hyaluronan, Tramedico B.V., Weesp, Hollanda) karistirilarak kemik iligine enjekte
edilebilir hale getirildi. Yeterli bir genel anestezi altinda, daha sonra anti-mikrobiyal
ve steroid igermeyen anti- inflamator ilaglar OVX'de anlatildigi gibi verildi ve diz
bolgesi genisge tiras edildi. Tavsanlar operasyon masasina sirtustu bir sekilde
sabitlendi ve operasyon bolgesi temizlendi ve operasyonu sterilligi icin steril
ameliyat ortasu ortulda. Medial parapatellar kesme operasyonu distal femurdan
distal tibiaya dogru 4 cm uzunlugunda bir kesik yapilarak gergeklestirildi. Diz kapagi
boslugunu gormek igin diz kapagi lateral olarak kaydirildi. Diz kapagi boslugu,
dusuk hizli elektrikli matkap ve 3 mm’lik matkap ucuyla kemik iligi kanalina girmek
icin delindi. HAP seramik malzeme femurun proksimal bdlgesinde agilan bu delikten
161k intraven6z kataterin ucu sokuldu ve yavasca geri ¢ekilerek enjekte edildi.
Enjekte edilen malzemeler tasiyici olarak Hyaluronan(ADANT, Sodyum

Hyaluronan, Tramedico B.V., Weesp, Hollanda) kullanilarak kemige uygulandi.

Sekil 7. B-nHAp seramiklerin enjeksiyonu; (A) malzemenin tavsan femur kemik
iligine enjeksiyonu, (B)enjeksiyon sonrasi tavsan femurunda agilan deligin
kapatiimasi

Enjeksiyondan sonra kuguk parcgalar halinde bone wax kullanilarak agilan delik

kapatildi. Eklem kapsulu ve hipodermis ayri katmanlar halinde kapatiimasi saglandi.
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Daha sonra, deri Ford interlocking modeli ile dikildi. Cerrahi bolge likit bandaj ile

kaplandi.
1.2.3.5. Tavsanlarin Termine Edilmesi

Calismalar sonunda (24. hafta) bitiin hayvanlar Hacettepe Universitesinde uzman
veteriner hekim egliginde ylUksek-doz anestezi ile sonlandirilarak malzeme
etkilesimleri igin her iki femurlari da cerrahi operasyonlar ile dikkatlice yerlerinden
cikartildi. Cikartilan femurlar formol solisyonunda bulunduklari kabin digi 6rnekler

Isiktan etkilenmeyecek sekilde sarili olarak muhafaza edildi.

1.2.3.6. Tavsanlarin Uterus Agirliklarinin Olgiilmesi

Termine edilmis tavsanlarin son olarak uteruslari ¢ikartildi ve tartildi. OVX gegirmis
tavsanlarin uteruslarinda (1,80+0,86gr) kontrol grubuna(10,16+ 3,40gr) goére

belirgin bir diistis gorildi. Ostrojen eksikliginden dolayi bu beklenen bir durumdur.

Sekil 8. OVX uygulanmig deney gruplarindan bir tavsandan ¢ikariimis uterus
1.2.4. Mikro Bilgisayarlh Tomografi, 3D Modelleme ve Sonlu Eleman Analizi

u-bT élctimleri Hacettepe Universitesi, Tip Fakdiltesi, Anatomi Boliimi’'nde bulunan
Skyscan 1174 (Bruker-Skyscan, Kontich, Belgika) masa ustl mikro-tomografi
cihazinda gergeklestirildi. Cihaz boyutundan dolayi kemikler yaklasik olarak Ug¢ esit
pargaya bolindd ve her bir femur pargasindan 66,0 um kalinhginda 50kV ve
800uA’de kesit goruntileri elde edildi. Goruntllerdeki kirliligi engellemek amaciyla
aliminyum filtre kullaniimamistir. Yaklasik olarak her bir parga igin 500 gorintinin
cekimleri drneklerin 360° (0,70° agisal adim ile) dénlsi ile yapilmistir. Olgim
verilerinden elde edilen 2 boyutlu 6zelliklerin 3 boyuta aktariimasi CTAn (Skyscan,
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Bruker microCT, CT Analyser v.1.10.1.0, Kontich, Belgika) yazilimi ile
gerceklestirildi.

3

Sekil 9. Deneye katilan tavsan femurunda gergeklestirilmis mikro-BT analizinin

Mimics yazilimindaki 3 boyutlu modellemesi

Tomografi ¢ekimlerinden elde edilen 3 boyutlu modellerin Mimics (Materialize,
v10.2.1.2, Leuven, Belgika) yazilimi ile ilgili alanlari segildi ve u-bT verilerine gore
malzeme yuklemesi yapildi.
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Sekil 10. Mimics programinda deney grubundaki tavsanlardan birinin malzemeleri

ylklenmig ¢ boyutlu model hali
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Malzeme yuklemesi dogrultusunda ANSYS (Mechanical APDL, Release 14.5,
Pensilvanya, ABD) programi ile sanal ortamda basma ve u¢ nokta egme
biyomekanik testleri gerceklestiriimistir. Testlerde kemiklerin sanal ortamda
birlestiriimesi mimkdn olmadidindan dolayi en dogru sonucun midshaft kismindan

alinilacagi dusunulerek kemiklerin bu pargalarinda uygulamalar gergeklestirildi.

Basma testinde kemik pargasinin bir ucu sabit alinarak diger ucundan 235N’luk bir
bileske kuvvet uygulandi. Uygulanan kuvvetin kemik nokta bulutundaki her bir

noktaya uyguladigl basing hesaplanarak kaydedildi.

Ug nokta egme testinde ise kemigin iki u¢ noktasi sabitlendi ve tam orta noktasindan
235N’luk bilegske kuvvet uygulandi. Yine uygulanan kuvvetin kemik nokta
bulutundaki her bir noktaya uyguladidi basin¢ hesaplanarak kaydedildi.

1.2.5. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 22.0 paket programi kullanildi. Normal
dagihm gostermeyen degdiskenleri ikiden fazla olan gruplar arasindaki genel
karsilastirmada Kruskal Wallis testi, gruplar arasi ikili karsilastirmalarda ise Mann
Whitney U testi kullanildi. ilk - Son gibi normal dagiim géstermeyen iki bagimli
degiskenlerin karsilagtirmasinda Wilcoxon Signed Rank testi uygun gorulurken,
grup ici karsilastirmalarda Friedman testi, korelasyon icin ise Spearman testi

uygulandi. Tum testlerde istatistiksel Gnem duzeyi 0.05 olarak belirlendi.
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2. SONUGLAR

2.1. MKH ile B-nHAP Etkilesimleri:

2.1.1. MKH’lerin Gergek Zamanh Yapigsma, Cogalma Ve Canlihik Analizi

Sonuglari:

Degerlendirme sonuglarina gore 9 gun igerisinde nHAp ile inkube edilmig olan
MKH’lerin gelisimi kontrol grubu ile benzer egri gosterirken, hicre indekslerinde B-
nHAp ile inkibe edilmis MKH’lerin (4.50 hicre indeksi) gelisiminin kontrol
hacrelerininkinden (4.00 hucre indeksi) daha fazla artis gosterdigi gozlemlenmistir
(Sekil xx). TEM ve SEM analizlerine gore de B-nHAp iceren MKH’lerin saglkli ve

homojen bir morfolojiye sahip olduklari belirlenmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. Gergcek zamanli hiicre analiz sistemi (xCELLigence, Roche Applied
Science and ACEA, Bioscience, ABD) Hiicre indeksilZaman(saat) tablosu. (A)'da
yesil hat kontrol hiicrelerini, kirmizi hat B-nHAp i¢ceren hiicreleri, (B)'de ise yesil
hat nHAp iceren hlicreleri, kirmizi hat ise kontrol hiicrelerini gbstermektedir.
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2.1.2.MKH’lerin Farklilagma Analizi Sonuglari:

Osteojenik farklilasma belirteci kalsiyum seviyesi yapilan élgimlerde B-nHAp igceren
MKH’lerde (18,6mg/dL) nHAp iceren MKH’lerdekine (16,8mg/dL) gbre daha yuksek
olarak goézlemlenmistri (Sekil12). Adipojenik farklilasma sonugclarina bakildiginda
ise B-nHAp ve nHAp iceren hiicrelerin benzer ve kontrol grubundan fazla degerler

gosterdikleri belirlenmistir (Sekil13).
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Sekil 12. Invitro hiicre kiiltiirii deneyindeki osteojenik farklilagma analizi excel
tablosu
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Sekill3. Invitro hiicre kliiltiirii deneyindeki adipojenik farklilasma analizi excel

tablosu

20



2.2. OP Modelinin Olugsumunu Destekleyen Veriler:
2.2.1. Viicut Agirhg Olgiim Sonuglart:

Vucut agirliklarinin Tove Ti zamanlarindaki 6lgumleri karsilastirildiginda beklenildigi
uzere kontrol grubunda ciddi bir artis goérilmezken OVX uygulanmis gruplarda

artmistir.

Viicut Agirhg (kg)
O, N WD U o

Grup 1-Grup 4 Grup 2-Grup 5 Grup 3 Grup 6 SHAM

Gruplar
Grup 1- Hyaluronan-B-nHAp
Grup 2- HyaluronanB-nHAp-MKH T1
Grup 3- Hyaluronan
Grup 4- Hyaluronan-nHAp
Grup 5- Hyaluronan-nHAp-MKH T0
Grup 6- Hyaluronan-MKH
SHAM

Sekil 14. To ve T1 Zamanlarina Gére Her Bir Grup Igin Viicut Agirligi Degerlerinin

Degisim Tablosu
2.2.2. Kanda Ostradiol Seviyesi Olgiim Sonuglari:

Kanda dstradiol miktari dlgimu ile kontrol grubu(10,2+3,4gr) ile karsilastirilan OVX

gruplarimizda(1,8+0,9gr) utreus agirliklarinda ¢ok net bir digus olmustur.
2.3. Kemik Mineral Yogunlugu Olgiimii Sonuglart:

Elde edilen kemik mineral yogunlugu verilerinden OVX grubunun &strojen, D
vitamini ve kalsiyum eksikliginin kemik yogunlugu uzerine olumsuz etkileri genel
olarak gdzlendi. Ovariyektomi operasyonlarindan 12 hafta sonra KMY’nin(p<0,05)

tum gruplarda dastugu belirlendi.
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Zamana gore her bir grup icin KMY degerlerinin degisimi

0,70
0,60
0,50
0,40
520,30
S 0,20
0,10
0,00

/cm3

Grupl Grup2 Grup3 Grup4d Grup5 Grup6 Grup?7

Gruplar

Grup 1- Hyaluronan-B-nHAp

Grup 2- HyaluronanB-nHAp-MKH

Grup 3- Hyaluronan —o=T0
Grup 4- Hyaluronan-nHAp e T1
Grup 5- Hyaluronan-nHAp-MKH

Grup 6- Hyaluronan-MKH

SHAM

Sekil 15. To ve T1 Zamanlarina Gére Her Bir Grup Igin KMY Degerlerinin Degisim
Tablosu

Intrameduler olarak Hyaluronan katkili B-nHAp seramik uygulamasinin ise cerrahi
uygulamadan 12 hafta sonra yapilan Olgimlerde KMY (p<0,05) artisina sebep
oldugu gozlemlendi. Bunula birlikte, Hyaluronan-n-HAp ve Sham uygulamalarinin
yapildigi gruplarda (p>0,05) anlamh bir degisiklik olmadi§i gértldi. Hyaluronanin
sade, Hyaluronan-MKH, Hyaluronan-nHAp-MKH ve Hyaluronan-nHAp-B-MKH
olarak cerrahi uygulamanin yapildigi gruplarda ise KMY’nin (p<0,05) dusus

gOsterdigi belirlendi.
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Sekil 16. T2 zaman araliginda kemik mineral yogunlugunun gruplara gére

karsilastiriimasi

2.4, u-BT Olgiim Sonuglari

Yapilan dlgimlerden elde edilmis olan KH, KY ve Th.Ka degerleri istatistiksel olarak
gruplara gore karsilastirildi. KH (Sekilxx) ve KY(Sekilxx) KMY degerlerine korele
olarak degisiklikler gostermekte ancak deger araliklarinin ¢ok yuksek olmasindan

dolayl var olan bu degisiklikler (p>0,05) istatistiksel agidan anlamh olarak
tanimlanamamaktadir.
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Kemik Ylzeyinin (KY) Gruplara Gore
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Sekil 17. Mikro-BT dlgiimlerinde elde edilen verilere gére KY’nin gruplara gére

karsilastiriima tablosu

Kemik Hacminin (KH) Gruplara Goére
Degerlendirilmesi
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Sekil 18. Mikro-BT olgtimlerinde elde edilen verilere gbére KH’nin gruplara gére
karsilastiriima tablosu

Tb.Ka degerlerinde (p<0,05) ise Ozellikle Hyaluronan-B-nHAp enjeksiyonu

gerceklestirilen orneklerde anlamli olarak artis gosterdigi gozlemlenmistir (Sekilxx).
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Th.Ka. Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastinlmasi
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Sekil 19. Mikro-BT élgiimlerinde elde edilen verilere gére Th.Ka’nin gruplara gére

karsilastirilma tablosu
2.5. Sanal Ortam Biyomekanik Test Sonugclari

Biyomekanik testler gerceklestiriimis ve degerlerde anlamli bir degisiklige
rastlanmamistir. Olclimler sirasinda karsilasilan kisitlamalardan dolayr degerler

tutarsiz cikmistir.

Gruplar Basma(Pa) Ug Nokta Egme(Pa)
Hyaluronan-B-nHAp ‘ 7.5516.22 6.75+7.87
Hyaluronan-B-nHAp- 9.40+8.55 6.16+11.79
MKH

Hyaluronan ‘ 9.11+10.61 5.41+5.92
Hyaluronan-nHAp 7.5316.11 4.49+4.96
Hyaluronan-nHAP-MKH ‘ 8.5516.84 5.92+7.77
Hyaluronan-MKH 8.48+7.68 5.47+7.85
SHAM ‘ 9.1049.50 4.9116.06

Sekil 20. Kontrol ve deney gruplarinin basma ve li¢ nokta egme biyomekanik

testlerinden elde edilen veriler
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3. TARTISMA

Osteoporoz, kemik mineral yogunlugunun c¢esitli sebeplerle azalmasi ve kemigin tg¢
boyutlu yapisinin bozulmasiyla kiriklara sebep olabilen, siklikla kadinlarda
rastlanan ancak erkeklerde de gorilme yogunlugu artan metabolik bir kemik
hastaligidir. Bu hastaligin gorulme sikligi ve hastaligin daha iyi taninma ihtiyaci
osteoporozun ¢ok sayida arastirmaya konu olmasina, tedavi yontemlerinin
gelistiriimesine sebep olmaktadir. Kemigin inorganik bilegeninin yogunlukla HAp ve
diger eser elementlerden olugsmasi gercegine dayanarak kemige uyumlu seramikler
ve minerallerin bir arada olduklari kompozitlerin kullaniminin tedavi yontemi olarak
geligtiriimesi son zamanlarda literatirde sik¢a yer almaktadir (33,34). Hao ve
arkadaslari nano-Sr-HAp tozlarinin osteokondiktif ve osteoindiktif 6zelliklere sahip
olduklarini ve osteoporotik kiriklardan kaynakh kemik hasarlarini tedavi edebilme
potansiyeli oldugunu ispatlamistir (35). Bir baska ¢alismada ise Mg igeren silikat
bazli bir diyopsit ve Zr igeren silikat bazlh bir bagdadit seramik mikrosferler
olugsturarak in vivo c¢alisma ile osteogenezi destekleyip desteklemedigi
arastinimistir. Calisma sonucunda bagdaditin B-TCP ve diyopsitten ¢ok daha etkin
bicimde kemik olusumuna katkisi oldugunu ve gelecek vadeden bir kemik yenileme
malzemesi oldugunu belirtmistir (36). Bir baska eser element olan B'un kemik
mineral yogunlugunu destekledigi duastnulmektedir (37,38). B kemik
metabolizmasinda énemli islevleri bulunan bir elementtir. Calismalarda elde edilen
bulgular bize B’un vyenileyici tip alaninda o6zgin bir kullanimi olabilecegini
dusundurmektedir. Ying ve arkadaslari B’un, insan MKH’lerin farklilasma ve
cogalma fazi boyunca farkhlasma ile ilgili marker gen sentezini uyararak kemik
olusumunu arttirdigini  ve kemik doku muhendisligindeki hucre bazindaki
yapllanmada kemiklesme kapasitesini arttirma  yaklagiminda  gelecek
vadedebilecegini bildirmiglerdir (39). S.S. Hakki ve arkadaslari galigmalarinda borik
asit kullanmiglar ve B'un kemige uyumlu bir yapisi oldugunu gostermiglerdir (40).
B’un kullanildigi sayili osteoporoz galismasi arasinda ise beslenme ile bor aliminin
hastaliin tedavisinin ve/veya 6nlenmesinin ve osteoporoz sebepli kemik kiriklarinin
bor iceren 6zel doku muhendisligi Urunleri ile tedavisinin konu alindigi ¢calismalar
gOze carpmaktadir. Bunula birlikte borun direkt olarak dokuya enjeksiyonu ile
gerceklestirilen herhangi bir osteoporoz tedavisine literatirde rastlanmamistir. Bu

calismada birgok projede gézlemlenmis olan borun kemik mineral yogunluguna ve
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saglamligina olumlu etkileri baska bir agidan test edilmistir. Yontem direk olarak

dokuya uygulanmasindan dolayi oldukg¢a avantajlidir.

Mezenkimal kdk hlcreler, cesitli hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir
(41,42,43). Bu hicrelerin farklilagsma potansiyeli, dokulara yenilenme veya iyilesme
Ozelligi saglar. Kok hucrelerin doku yenilenmesinde kullanimi, kas iskelet
bozukluklarini da igine alan tibbin birgok alaninda umut vadetmektedir. Osteoporoz
icin kdk hlcre tedavisi, kirikk hassasiyetini ve mineral yogunluk kaybini, kemigin
kendi blnyesindeki, cogalabilen ve kemik hicrelerine farklilagabilen kok hiicrelerin
sayisini arttirarak ya da fonksiyonlarini yenileyerek azaltabilir. Bu gibi osteoporoz
tedavileri, kemik iligi, adipoz doku ve gébek kordonu kani kaynakli mezenkimal kok
hiucrelerin ekzogenoz nakli ya da c¢esgitli ilaglar veya kuguk molekuller ile
kuvvetlendiriimis endogendz kok hucrelerin osteoporotik bolgelere iletilerek
dogrudan tedavi uygulanmasi seklinde gerceklestirilebilir. Mevcut osteoporoz
tedavileri agirlikla kemik erimesini engelleyici ilag bazli ajanlarla yapilmaktadir (44).
Mezenkimal kdk hucrelerin osteoporoz tedavisinde kullanimi ile ilgili birgok calisma
bulunmaktadir. Ozellikle osteoporotik tavsan kemikleri ile yapiimis bircok calisma
kok hucrelerin, yeni kemik olusumunu destekleyerek kemigin dayanikliligini
arttirdigi gostermektedir (19,20). Calismamizdan elde ettigimiz in vitro MKH
bulgularimiz, B-nHAp seramik malzemenin MKH’lerin yapisma, c¢ogalma ve
farkhlasmasini tetikledigini gostermistir. Bu bulgular, yapilan dnceki ¢calismalarla da
desteklenmektedir (39,40). MKH’lar ile elde ettigimiz in vivo hayvan deneyi
calismamizda ise diger olumlu galismalara ragmen bizim deney sonuglarimizda,
kemik iligi kaynakh mezenkimal kdk hicrelerin sadece tasiyici (Hyaluronan), borlu
nano hidroksiapatit seramikler (Hyaluronan-B-n-HAp-MKH) ve sadece
hidroksiapatit seramikler (Hyaluronan-n-HAp-MKH) ile verildigi gruplarin higbirinde
kemigin yapisina faydasi olmadigi hatta kemik mineral yogunluklarinda anlamli bir
dususe sebep oldugu goézlemlenmistir. Bunu sebebi deney suremizin sadece 24
hafta olarak planlanmig olmasi olabilir. Bilindigi tUzere MKH’ler kemiklesme
surecinde oncelikle osteoklastlara donusme egilimindedir. Histoloji ¢galismamizin

eksik olmasi nedeniyle de osteoklast gelisimini gézlemleyemedik.

Cesitli dokularin u¢ boyutlu yapilarinin incelenmesi mikro bilgisayarli tomografi
cihazlar sayesinde gergeklestirilebilmektedir. Ug boyut analizleri ile kemik hacmi,
kemik yUzeyi, trabekuler kalinlik gibi birgok parametre hakkinda bilgi edinilebilir.
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Ozellikle osteoporoz kemigin (¢ boyutlu yapisina zarar veren metabolik bir kemik
hastaligi olmasindan dolayr mikro bilgisayarli tomografi ile kullanilan B-n-HAp
seramiklerin kemigin mikro yapisina ne gibi etkileri oldugunu gozlemlemenin
¢alisma acgisindan oldukga aydinlatici olacagl dustunulmustir. Tek bir 6lgum ile ¢ok
sayida parametre elde edilmesi kemigin mikro yapisindaki degisikliklerin
anlasilmasinda, sonrasinda ug¢ boyutlu modelleme sayesinde sanal ortam testlerinin

uygulanmasinda da oldukg¢a yarar saglamistir.

Kemik dayanikhligi ve saglamhginin sinandigi ¢alismalarda sanal ya da gercgek
ortam mekanik testleri kullaniimaktadir. Ozellikle uygulama ve analiz kolayliklari,
ornek kisitlamalari ve gorsel zenginliginden dolayi sanal ortam testleri uygulanmig

¢alismalara gunumuzde siklikla rastlanmaktadir.

S.P Evans ve arkadaslarn rat tibiasinda sonlu eleman 6lgimUu yapmiglar ve bu
¢alismalarinin osteoporoz ve ortopedik implant uygulamasi sonrasi trabekuler kayip
calismalari gibi trabekuker agin mekanik 6zelliklerinin ¢ok daha iyi anlasiimasi igin
oldukga énemli potansiyel i¢cerdigini bildirmigler (45). Baska bir calismada ise sonlu
eleman analizi ile kemik sertli§ini hesaplayarak istatistiksel olarak u-BT verileri ile
kargilastirmasini yapmiglar. Calismalarindan kemik sertligi degerlendirmesinin p-
BT goruntulerinden elde ettikleri sonlu eleman analizi ile sadelestigi ve bu yontem
ile kemik mikro yapisina isik tutuldugu sonucuna varmislardir (46). Calismamizda
biz de sonlu eleman analizine yer verdik. Ancak py-BT olgumleri i¢in kullandigimiz
cihaz haznesinin boyutlarinin kemigi bir batin olarak dlgemeyecek kadar kiguk
olmasi kemikleri 3 parcaya ayirarak 6lgim yapma gerekliligini dogurdu. Kemikleri
bdlmemizden kaynakli olarak dl¢im yapilan femurun midshaft kisminda yén tayinin
tam olarak yapillamamasindan dolayr sonuglarda anlamh bir degisiklik
gozlemlenememistir. Daha uygun bir cihaz ile 6lgim yapildigi takdirde sonuglarin

tutarli ve anlamli gikacagi olasi bir durumdur.

Calismamizda uygulanan B-n-HAp seramiklerin hdcrelere etkisini ve hicre
ilerleyisini izleyebilmek agisindan iki farkli floresan boya kullaniimistir. iki gesit boya
kullanilmasinin sebebi farkli zaman araliklarindaki hicre gelisimlerini farkli
renklerde gorebilmektir. Bu sayede hem tek bir mikroskop goérselinde her iki boyama
da gorulerek karsilastirma kolaylastirilmis bir yandan da c¢ok fazla tavsan

kullanilmasi engellenerek sayi optimuma indirgenmigtir.
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