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OZET

KRIYOJEL BAZLI DOKU iSKELELERINE TESTOSTERON VE 17-
ESTRADIOL YUKLU PLGA NANOPARTIKULLERIN KULLANIMI
ILE SICANLARDA KEMiK REJENERASYONUNUN iNCELENMESi

Dilara PERVER
Yiiksek Lisans, Biyoloji Bolumiui
Tez Danismanlari: Prof. Dr. Mehmet Ali ONUR
Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Haziran 2015, 122 sayfa

Sunulan tez calismasinda, kemik doku rejenerasyonuna yonelik olarak
Testosteron (TST) ve 17-f estradiol (E2) yukli poli (laktik-ko-glikolik asit) PLGA
nanopartikil-PHEMA/Jelatin doku iskelesi sistemi gelistiriimesi ve olusturulan

sistemin in-vitro ve in-vivo etkinliginin arastiriimasi amaglanmistir.

Tez calismasinin ilk kisminda salim ¢alismalari ve in-vitro hicre kiltir calismalari
icin kullaniimak Uzere uygun kriyojel doku iskele yapisi belirlenmistir. 1/6 PEGDA
poli(etilenglikol diakrilat) ve 1/20 gluteraldehit ¢apraz baglayici icerikli PHEMA
poli(2-hidroksietil metakrilat) iskeleler kriyojellesme yontemi ile farklih HEMA (2-
hidroksietil metakrilat) ve Jelatin monomer bilesimlerinde sentezlenmistir. Yapilan
karakterizasyon calismalari sonrasi %10 HEMA %4 Jelatin icerikli PHEMA-Jelatin

kriyojel doku iskelesinin kullanimina karar verilmigtir.

Tez calismasinin diger agsamasinda emulsiyon-¢dzucu-buharlagtirma yontemi ile
poli-laktik asit/poli-glikolik asit kopolimerlerinden (PLA/PGA 65:35), bos ve TST
velveya E2 yukla nanopartikuller hazirlanmistir. Nanopartikullerin
karakterizasyonu sonucu, bos ve hormon yukla partiktl bayukliklerinin sirasiyla
yaklagik 200 ve 250 nm oldugu saptanmistir. Uretilen nanopartikiillerin TST
enkapsulasyon veriminin %63, E2 enkapsllasyon veriminin ise %53 oldugu,
belirlenmistir. Nanopartikillerden TST salim ¢alismasi 62 gun surddrtlmis ve

nanopartikillere yiklenen TST’nin %75’inin salindigi saptanmistir.



TST veya E2 yukli nanopartikiller 6nceden hazirlanan doku iskelelerine
emdirilerek yuklenmis ve SEM goruntuleri alinarak yapiya basarili bir bigimde
katildiklari gézlemlenmistir. Doku iskelelerinden salim g¢alismasi TST igin 62 gun,
E2 icin 35 gln surdurtlmastar. 62 ginde TST'nin %62’si, 35 gunde E2’nin

%45’inin salindigi saptanmistir.

TST velveya E2 iceren PLGA nanopartikul-PHEMA/Jelatin kriyojel doku iskelesi
sisteminin osteojenik aktivitesi ADMSC’ler kullanilarak in-vitro kosullarda hucre
kaltart calismalari ile incelenmigtir. Doku iskelelerinde hiicre dremesi MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromdar) analizi ile hicrelerin doku iskelesi
icerisindeki morfolojileri ise SEM (taramali elektron mikroskobu) ile belirlenmisgtir.
Erken dénem osteojenik farklilasma, ALP (alkalen fosfataz) aktivitesinin élgimui ile
belirlenmistir. RT-PCR (gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) ile
ADMSC’lerin kollajen I, runX2, osteokalsin, osteopontin ve R-aktin ekspresyon
(ifade) seviyeleri tespit edilmistir. /n-vitro calisma sonuclarina gére hiicrelerin
yapismasi, Uremesi ve farklilasmalari tzerinde testosteron ve 17-f estradiol yuklu
PLGA emdirilen doku iskelelerinin ayri ayri, nanopartikllstz doku iskelelerine gére
daha etkili oldugu bulunmustur. Ayrica iki hormonun birden yukli oldugu doku
iskelelerindeki ADMSC’lerin yapisma, Ureme ve farklilasma o6zelliklerinin diger

gruplardan daha Ustun oldugu belirtilmistir.

Son asama olarak, deney hayvanlarinda kritik boyuttaki kraniyal defekt
olusturularak, farkli hormon yukli doku iskeleleri defekt bolgesine implante edilmis
ve alti ile on iki haftalik inceleme sureleri sonunda morfolojik ve histolojik olarak
incelenmistir. /n-vivo rejenerasyon c¢alisma sonuclari da in-vitro c¢alisma
sonuclariyla paralellik gostererek, hormon yukll implantlarin hormon igermeyen
kriyojel implanta goére kemik doku ile daha uyumlu ve rejenerasyonu destekleyici

oldugu gosterilmigtir.

Anahtar kelimeler: PHEMA-kriyojel, Testosteron, 17-f Estradiol, PLGA
Nanopartikuller, Kontrolli salim, Kritik boyutlu defekt rejenerasyonu, Kemik doku

muhendisligi.
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Master of Sciences, Department of Biology
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The aim of the present study was to develop a system of testosrerone (TST) and
17-B estradiol (E2) loaded poly (lactic-co-glycolic acid) PLGA nanoparticles-
PHEMA-Gelatin tissue scaffold and to investigate the in-vitro and in-vivo

effectiveness of this system.

In the first part of the study, structure of cryogel tissue scaffolds was determined

for the studies of hormone release and in vitro cell culture. Scaffolds which have
different monomer concentrations of HEMA and gelatin were prepared by the
method of cryogelation with the concentration of 1:6 PEGDA and 1:20
glutaraldehyde crosslinkers. After several characterization studies, content of 10%
HEMA- 4% Gelatine was decided to use in PHEMA-gelatin cryogel as bone tissue
scaffolds.

In the next steps of experiments, testosterone and 17-3 estradiol loaded PLGA
nanoparticles were prepared from the compositions of PLA/PGA (65:35) by using
emulsion-solvent evaporation technique. Characterization studies showed that free
and TST or E2 loaded particle sizes were approximately 200 nm and 240 nm,
respectively. Encapsulation efficiency of nanoparticles was calculated as 63% and
53% for TST and E2, respectively by using UV spectrophotometer and HPLC.
Release study from nanoparticles was continued up to 62 days and cumulative
release (%) of TST from nanoparticles was determined as 75 %. TST and E2



loaded PLGA nanoparticles in the aqueous phase were loaded into the PHEMA-
Gelatin scaffolds by embedding. SEM (scanning electron microscope) analysis
observed that PLGA nanoparticles were successfully loaded into the scaffolds. /n-
vitro release studies indicated that 62 % of TST and 45 % of E2 was released from
the scaffolds loaded with PLGA nanoparticles by embedding, during 62 and 35

days respectively.

In the other part of the study, osteogenic activities of TST and/or E2 loaded PLGA
nanoparticles-PHEMA/Gelatin tissue scaffold were determined in-vitro cell culture
studies by using ADMSCs. Cell viability and proliferation were analyzed by MTT
assay and morpho-logical examination was performed with SEM. Early cell
differentiation was quantified by the determination of ALP (alkalene phosphatase)
activity. Collagen |, RunX2, osteocalcin, osteopontin and 3-actin expression levels

were determined using RT-PCR (real time polymerase chain reaction).

According to the results, it was observed that nanoparticle loaded systems
supported the osteogenic differentiation of ADMSCs and extracellular matrix
mineralization much more than other scaffolds. Also, PHEMA-Gelatin tissue
scaffolds which sorbed PLGA nanopatrticles loaded with TST and E2 separately
were found to be more effective on cell adhesion, proliferation and differentation
than the nanoparticles-free PHEMA-Gelatin tissue scaffolds. Additionally, superior
properties at adhesion, proliferation and differentation of the ADMSCs were noted

on tissue scaffolds which loaded TST and E2 hormones both.

Finally, critical size cranial defects were created in experimental animals. Different
hormones loaded tissue scaffolds were implanted in defects and were examined
morphologically and histologically at the end of six and twelve-week study period.
Regeneration study results are parallel with the in vitro studies: hormone loaded
implant cryogels are more compatible with bone tissue and also, it has been

shown to support regeneration.

Keywords: PHEMA-Cryogel, Testosteron, 17-3 Estradiol, PLGA Nanoparticles,
Controlled release, Critical size defect regeneration, Bone tissue engineering.
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1. GIRIS
Klasik doku muhendisligi neredeyse yirmi yil 6nce Langer ve Vacanti tarafindan
tanitildig1 Uzere izole edilmis hucrelerin kati iskelelere ekimi anlamina gelir [1] ve
hala ¢cogunlukla kullanilan bu teknolojidir. Bir biyomateryal olan doku iskeleleri
ideal olarak biyolojik agidan uyumlu ve bozunabilir 6zelliktedirler. Uretilen hiicre-
iskele yapilari otolog greftleme ve organ degistiriimesi icin umut verici bir alternatif
olarak gosteriimektedir. 3B iskeleler, hulcreler kendi fonksiyonel matrikslerini
uretinceye kadar henlz olusmamis hicre disi matriksin  (ECM) islevini
gerceklestirmektedirler. Ozellikle kék hiicreler olmak Ulzere birgok hicre tipinin,
bulunan proteinleri, susbstrat ylizey kimyasi, ylzey sertligi, kimyasal taginimi ve
¢Ozunebilir sinyalleri gibi ECM’nin birgok i¢ 6zelligine kargi duyarli oldugunun
anlasiimasi dolayisiyla, doku iskelelerinin yapisal ozellikleri ¢cok buyluk 6nem arz
etmektedir. Materyal kimyasi, biyouyumlulugu, sertligi, porozItliaga (gézenekliligi),
g6zenek boyutu ve geometrisi bir hicrenin nasil “hissedecegine” ve iskeleye ne

sekilde tepki verecegine kuvvetle etki eder.

Kriyojeller monomerik veya polimerik baslaticilarin donmus ¢ozeltilerinde uretilen
jel yapilanidir. Kriyojeller tipik olarak birbiri ile baglantii makro gozeneklerden
olusan agik hicre yapisina sahiptir. Bu yapilari sayesinde farkli boyda ¢dézlinmus
maddenin difuzyonuna, nano veya mikro partikillerin kutle transferine ve hatta
mikroorganizma ve hucrelerin kitle transfer ve difizyon mekanizmalarina destek
olacak niteliktedir. Bugune kadar kriyojeller biyoteknolojide, kromatografik ayirma,
hdcrelerin veya biyomolekullerin immobilizasyonu ve hucrelerin saflastiriimasi gibi
alanlarda kullanilmak Uzere tasarlanmis ve uygulanmistir [43]. Bunlarin disinda
kriyojeller, hucrelerin Uzerinde gelisimi ve Uremesi icin uygun U¢ boyutlu yapiya
sahiptirler. Ozellikle doku mihendisliginde kullanilan destek malzemelerinin
Ozellikleri hucre afinitesini buyuk olcude etkiledigi gdz dnune alinarak, kriyojellerin
birbiriyle baglanti halinde sipermakro gézenekli bir yapida olmasi, hucre gelisimi,

uremesi ve doku olugsumu i¢in uygun malzemeler olmalarini saglar.

Nanopartikuller dogal ya da sentetik yapidaki bilesenlerle hazirlanan, boyutlari 10-
1000 nm arasinda degdisen, hazirlama yontemine gére nanokire veya nanokapsul
olarak adlandirilan ve etkin maddenin (ila¢/biyoajan/biyomolekul) partikul icinde

¢cOzunduraldugu, hapsedildigi ve/veya ylzeye adsorbe edildigi yada baglandigi
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matriks sistemlerdir [61]. PLGA; fizyolojik ortamda inert olmasi, biyolojik olarak
parcalanabilmesi, biyouyumlu olmasi ve toksik olmayan Urlnlere pargalanabilmesi
nedeniyle, nanopartikil sistemlerde yaygin olarak kullanilan ve FDA tarafindan da
onaylanmis bir biyopolimerdir. PLGA, yapisindaki ester baglarinin hidrolizi sonucu
laktik ve glikolik asit son drunlerine bozunmaktadir. Polimerin bozunma davranisi

salim kinetigini belirleyen dnemli birparametredir [63].

Mezensimal kdk hlcreler (MSC), multipotent 6zellikteki eriskin kdok hucreleridir.
Stromal kokenli olmalari nedeniyle genel anlamda “destek hicresi” o6zelligi
tasimalari, MSC’lerin tibbin birgok alaninda kullanim potansiyeli tasimasinin
temelini olusturmaktadir. Birgok dokudan elde edilebilen, sayica c¢ogaltiimaya
elverigli ve dayanikli htcrelerdir. Salgiladiklari ¢ézinUr faktorler, hicreler arasi
veya hucre disi matriks ile yakin iligki halinde bulunmalari nedeniyle iginde

bulunduklari dokuya 6zel hicrelerin fonksiyonlarina dnemli katki saglarlar.

MSC’ler yuksek proliferasyon yeteneg@i ve ¢ok iyi farklilagsma kapasitesine sahip
olduklari i¢in kemik rejenerasyonunda hucre kaynagi olarak kullanimlari giderek
artmaktadir [22]. Yetiskin kok hicreler arasinda son yillarda giderek artan bir
Ooneme olan adipoz doku kokenli mezensimal kok hucreler (ADMSC), yag
dokusunun damardan zengin olan stromasindan elde edilirler ve gunumuzde
yetigskin organizmasindan alinan MSC’ler arasinda kemik iliginden sonra ikinci
sirayl almaktadirlar. Yag dokunun kolay ulasilabilir olmasi, vicutta bol miktarda
bulunabilmesi, erisilebilir erigkin kok hicre kaynaklarina sahip olmasi ve plastik
cerrahi igin rutin bir igslem olan yag aldirma (liposaksin) teknigi ile elde edilebilmesi
nedeniyle kok hlicre calismalarinda c¢ok o6nemli bir kaynak haline gelen
(ADMSC)'lerin, yag, kemik, kikirdak, kas ve sinir dokularina dénusebildikleri

gOsterilmigtir.

Kemik olusumu ve rejenerasyonu biyosinyal molekulller tarafindan kontrol
edilmektedir. Genlerin Urind olan ve vucudun dogal isleyis mekanizmasinda ¢ok
onemli roller Ustlenen biyosinyal molekulller; yapisma, yayillma, buylme,
farkllasma ve apoptoz gibi hicresel fonksiyonlari dizenleyen ¢ogunlukla
protein/peptit yapili molekillerdir. izole edildikten sonra rekombinant DNA
teknolojilerindeki gelismeler sayesinde buyuk Olcekli Uretilebilmekte, doku

muhendisligi ¢galismalarinda ve klinikte tedavilerde kullanilabilmektedirler. Vicutta
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bayume, farkllasma ve Ureme sisteminin fonksiyonlari Uzerinde etkili olup
kolesterol turevi steroid yapida olan testosteron ve Ostrojen hormonlari kemik
yapimi ve yikiminin duzenlenmesinde de gorev almaktadirlar. Ayrica bu
hormonlarin MSC’ler Uzerinde osteojenik farklilagsmayi etkiledigi yoninde az
saylda ve Ozellikle testosteron agisindan birbirleriyle g¢elisen c¢alismalar yer
almaktadir [57, 60].

Yukarida da kisaca 6zetlenen literatur bilgisi 1s1§ginda, steroid yapili Testosteron ve
17-p estradiol hormonlarinin kriyojel doku iskelelerinden kontrolli saliminin
saglanarak uzun dénemde kemik doku olusumu Uzerindeki etkilerinin incelendigi

bir calismaya rastlaniimamistir.

Sunulan tez calismasin amaci; kemik rejenerasyonuna yoénelik olarak, en uygun
monomer oranlarina sahip olabilecek kriyojel doku iskelesini belirlemek,
testosteron ve 17-f estradiolin PLGA nanopartikuller yardimiyla kontrolli ve uzun
donem salimini gergeklestirebilmek, hazirlanan iskeleler ile hormon yuklu
nanopartikillerin  kullanimiyla testosteron ve &strojenin  ADMSC’ler Uzerindeki

kemik farklilasmasina olan etkilerini belirleyebilmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Doku Miihendisligi ve Yaklagimlari

Doku muhendisligi, yagsam bilimlerini ve muhendislik prensiplerini kullanarak doku
ve organ fonksiyonlarini iyilestirmeyi, gelistirmeyi ve belli bazi durumlarda ise
yeniden olugturmay! da amaglayan, basta malzeme muhendisligi, htcre biyolojisi

ve tibbi bilimler olmak Uzere birgok alanin kesistigi disiplinler arasi bir bilim dalidir
[1].

Cesitli nedenlerle meydana gelen doku veya organ kayiplarinda uygulanan en
yaygin tedavi, doku/organ transplantasyonudur. Hastalardan dokularin alinmasi ve
hastanin hasarli bdlgesine nakledilmesi igin uygulanan cerrahi mudahaleler
¢ogunlukla basarihdir. Ancak nakil iglemi i¢cin her zaman yeterli donor
bulunamadigindan ve ikincil cerrahi muidahaleler ile fazladan enfeksiyon riskleri
icerdiginden dolayi, iglevini yitiren doku/organlarin yenilenebilmesi veya ikame bir
urinle  degistirilebilmesi amagclanarak yapay malzemeler kullaniimaya
baslanmistir. Kullanilabilecek alternatif doku kaynaklari, diger insanlardan ya da
bazi hayvanlardan alinan dokular ya da organlar da olabilmektedir. Ancak,
implantasyon sonrasinda olusabilecek olumsuz immuanojenik etkiler ve uygun
dondr organ bulunmasinin zorlugu, bu kaynaklarin kullaniminda da problem

yaratmaktadir [2].

Her ne kadar kullanilacak yapay bir malzeme ile organlarin iglevsel bir bicimde
yenilenebilmesi tam anlamiyla mimkin olmasa da, arastirmacilar 1960’ yillarda
bu konudaki c¢alismalara hiz vermis ve ortaya doku muhendisligi olarak
adlandirilan, malzeme bilimi ile hucre biyolojisini birlestiren yeni bir calisma alani
cikmistir [3]. Doku muhendisliginin en ¢ok kabul goren tanimi olarak denilebilir ki:
Doku muhendisligi; biyomalzeme, hucre ve biyosinyal molekullerinin tek baglarina
veya birlikte kullanilarak canli dokularin tamiri veya yeniden yapilanmasi igin

biyoloji, kimya ve muhendislik ilkelerinin uygulanmasidir [4].

Geleneksel tedavi yontemlerine alternatif sunan doku muhendisligi yaklagimlari
dort ana baslik altinda toplanabilir. Bunlardan ilki hasarli bolgeye sadece
biyomalzeme yerlestirilmesi ile tedaviyi amaglayan yaklagimdir. ikinci yaklagimda
ise ya hastadan izole edilip in-vitro ortamda g¢ogaltilan hucrelerin tekrar hastaya
verilmesi yoluyla, ya da genetik olarak igslem gérmus hucrelerin hasarli bolgeye
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cesitli yollar ile yerlestirimesiyle saglhkli doku olusumu hedeflenmistir. Uglincl
yaklagimda hucrelerin yapisma ve farkllagma gibi egdilimlerini arttiran biyosinyal
molekdlleri ile biyomalzemelerin birlikte kullanimi sayesinde hasarli bdlgenin
tedavi edilmesi oOngorulmustir. Bu yaklagimlarin ciddi doku hasarlar ve
kayiplarinin  oldugu bazi durumlarda yetersiz kalmasi dolayisiyla doku

muhendisliginin dorduncl yaklagimi ortaya ¢ikmistir.

Son zamanlarda en ¢ok Uzerinde durulan bu yaklasimda, Sekil 2.1° de sematik
olarak aciklandigi gibi, hiucre, biyomalzeme ve biyosinyal molekullerinin bir arada

kullanimi ile hasarli dokunun yeniden yapilanmasi amaglanmaktadir.
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Sekil 2.1.Doku mihendisligi yaklagimi [5]

Bu yaklagimda oOncelikle hastanin saglikh bdlgesinden hucreler izole edilir ve

uygun besi ortaminda kultire edilerek cogaltilir. Cogaltilan hicrelerin biyosinyal
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molekullerle birlikte, gergek doku mikrogevresini taklit eden u¢ boyutlu doku
iskelesi Uzerine ekimleri yapilir. Doku iskeleleri, fonksiyonlari onarmaya ve ana
doku ile iletisimi desteklemeye yardimci olmak amaciyla tasarlanmig, hucrelerin
¢ogalmalarina, farklilasmalarina ve bu sayede yasamsal fonksiyonlarini devam
ettirmelerine olanak vererek yapay bir hdcre digi matris gorevi ustlenmis
biyomalzemelerdir. Son olarak, elde edilen yapi, doku hasarinin oldugu bdlgeye
implante edilir. Ayrica, hucre Uremesini ve iglevini gerceklestirmek Uzere gergek
doku mikrogevresindeki mekanik kuvvetlere benzer etkilerin saglanabilmesi igin

cesitli biyoreaktorler de kullanilabilmektedir [4].

2.2. Kemik Doku Mihendisligi

2.2.1. Kemik doku: Yapisi, olusumu ve yenilenme o6zellikleri

Diglerin mine katmanindan sonra organizmadaki en sert doku, yumusak doku ve
organlari destekleyen ve koruyan kemik dokusudur. Kemikler bundan baska
kalsiyum ve fosfat gibi birgok iyonun depolanmasindan ve gerekli durumlarda bu
iyonlarin kontrolli salinimi ile vicut sivilarindaki miktarlarinin sabit kalmasindan

sorumludur [6].

Kemik matrisi, kemige elastiklik veren organik kisim (%30-35) ve kemige sertlik
veren inorganik (%65-70) bilesenlerden olusan kompozit bir yapidir. Dokuya sertlik
kazandiran inorganik maddelerin %85’lik kismini kalsiyum ve fosfattan olusan
dusuk kristaliniteye sahip, sitokiyometrik olmayan hidroksiapatit (HA) olusturur.
Kalsiyum karbonat, kalsiyum fluorid, magnezyum, hidroksit ve sulfat bilesikleri
inorganik kismin diger 6nde gelen bilesiklerindendir. Organik kismin ise, %95'i tip |
kollajen ipliklerinden olusur. Kollajen yapi, sert olan bu dokuya kolay kirilmamasini
saglayan elastiki bir form katar. inorganik bilesiklerin olusturdugu hidroksiapatit
kristalleri bu kollajen ipliklerin Gzerinde yerleserek sertlige katkida bulunur. Bunun
diginda organik kisminda Tip IlI-V-XI ve XIII kollajen, proteogilikanlar,

glikozaminoglikanlar ve glikoproteinler yer alir [6,7].

Olgunlasan kemikler iki tiptir. Bunlar singerimsi (trabekuler) kemik ve kompakt

(kortikal, siki, sert) kemiklerdir. Sungerimsi kemik, birbiriyle agizlasan kemik

trabekullerinden olusurlar. Trabekillerin aralarinda kemik iligi ile dolu duzensiz

bogsluklar yer alir ve stingerimsi kemik toplamda %50-90 gozeneklilige sahiptir.

Sert kemikte ise toplam iskeletin % 20’ sini olusturur ve % 10 oraninda
6



goOzeneklilige sahiptir. Kan damarlari tasiyan mikroskobik kanallar igerir. Bunlar,
sert kemigin uzun eksenine paralel uzanan Havers kanallari ve bu kanallari
birbirine baglayan Volkmann kanallaridir. Kan damarlari bu kanallar iginden
gecerek kemik iligine kadar uzanir. Sonug¢ olarak Bir Havers kanali volkmann
kanallari araciligiyla kemik iligi ve periosteumla baglanti kurar. Matriks ve hucreler
bu kan damarlarindaki besin maddelerinin difuzyonu ile beslenir [7]. Kemigin

makroskopik yapisinin farkl kesitlerden sematik gorintlsu Sekil 2.2’ de verilmigtir.

Osteoblastlar Fibroz periyosteum
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Sekil 2.2. Kemik doku yapisi.

Kemigin gelisiminde osteojenik hucre, osteoblast, osteosit ve osteoklast olmak
Uzere dort tip hidcre vardir. Kemik doku hucreleri farkli kdkenlerden tlrerler ve
farkh sinyallere yanit vererek ¢ogalip farklilagirlar [8]. Osteoblastlar mezensimal
kokenli hicrelerdir ve mineralize olmamis kemik matriksini (osteoid) sentezlerler.
BMP (Bone Morphogenetic Protein), bFGF (basic Fibroblast Growth Factor),
PDGF (Platelet-derived Growth Factor), IGF (Insulin like Growth Factor) ve TGF-3
(Transforming Growth Factor) gibi birgcok faktor osteoblastlar tarafindan
sentezlenip kemik matriksinde depolanirlar [9]. Bu faktorler icerdikleri hicreye
O0zgul baglanma bdlgeleriyle ekstraselller matrikste hlcre gogu, tutunmasi ve
hicre-hicre iletisiminde gorev alirlar. Osteoblastlar kemik olusumunu dizenledigi
gibi, salgilamis olduklari faktorler araciligiyla osteoklastlari etkileyerek dolayh

yoldan kemik rezorpsiyonunu da kontrol ederler.

Osteoblast hucrelerinin karakterizasyonu ic¢in kullanilan iki temel protein yapi
alkalen fosfataz ve osteokalsindir [10].



Alkalen fosfataz (ALP), osteoblast hicreleri tarafindan salgilanan bir hidrolaz

enzimidir ve organik fosfat esterlerini hidrolize ederek minerali eritmekte gorevlidir.
Serbest kalan inorganik fosfatlar mineralizasyonda tekrar kullaniimak Uzere
donguye katilir. Kemik olusumu ve mineralizasyonda indikator gorevi gordugu
bilindiginden dolayi tipik bir biyobelirte¢ olarak kullanilir. Osteoblast aktivitesiyle
dogru orantili olarak calisilan numunede ALP miktarinin da artmasi beklenir.
Osteokalsin ise Vitamin—K ve vitamin-D bagiml galisarak osteoklast gogunde ve
osteoblast fonksiyonlarinin dizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir proteindir.
Kollajen ise proteinler arasinda matrikste en bol miktarda bulunandir. Kollajenden

baska bulunan proteinlerinden biri de osteonektindir: Yiuzeyinde birgok Ca++ ve

kollajen baglama bolgeleri vardir. Osteopontin ¢ok fonksiyonlu bir ECM proteinidir:
Hucre go¢u ve mineral depolanma regulasyonlarindan sorumludur. Butin bu
sayllan ECM proteinleri ile kemik matriksinde bulunan proteoglikan (dekorin,
biglikan), glikoprotein (fibronektin, vibronektin), ve siyaloprotein yapilarin her biri
de osteoblastlar tarafindan sentezlenip, salgilanir. Osteoblast ylzeyinde,
tanimlanmis 50’nin Gzerinde hlicre tutunma molekiuld yer alir. Bu molekdller,
integrinler, kaderinler, selektinler ve immunoglobilin stper ailesinin Uyelerindendir.
Basta integrin olmak Uzere bu ylzey proteinleri hucre-hlcre, hucre-matriks

etkilesimlerinden sorumludur [11].

Osteoklastlar ise hematopoietik kdkenli hicreler olup monositlerin birlesmeleriyle
sekillenir. Salgilamis olduklari asit ve proteazlarla kemik rezorpsiyonunda
gorevlidirler. Osteositler; osteoidlerin mineralizasyonu tamamlandiktan sonra
onun i¢ginde gomulu kalan osteoblastlardan olusup, siki kemikte gozlenen en temel
hicre tipidir. Stoplazmik uzantilariyla kanalikuli adi verilen kanallar olusturur ve
aralarindaki iletisimi bu sekilde saglarlar. Osteoprogenitor hiicreler, kan dolasimi
ile kemik doku igerisine yayilan ve uygun faktorler araciligiyla osteoblast olma

yonunde kosullanmig mezensimal hicrelerdir.

Kemikler, osteoblastik hicreleri iceren ve periosteum olarak adlandirilan bir dig
zarla gevrilidir. Bu zar kollajen lifler ve fibroblastlardan iki kat halinde olusmustur:
dis kati dizensiz siki bag dokudan, i¢ kati ise hicreler bakimindan daha zengindir.
Kan damarlari bakimindan zengin olmasi dolayisiyla kemik yapimi ve onarimi
sirasinda aktif rol alir. Periosteumdan daha ince olan Endosteum ise kompakt

kemiklerin i¢ yuzeyini ve sungerimsi kemikleri olusturan trabekullerin dig yuzeyini
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kaplayan zardir ve retikuler bag doku igerir. Kemik yapimi ve onarimi sirasinda

uzerindeki progenitor hucreler bolunerek osteoblastlara donusgur [11].

Kemik olusumunda iki farkh suregten bahsedilir. Bunlar intramembranoz
kemiklesme ve endokondral kemiklesmedir. Her iki kemiklesmede de, kemik
yap! son seklini alincaya kadar bir taraftan yeni kemik yapilirken, diger taraftan
mineralize kemik yikima ugrar. Kemiklesme surecini buyume hormonu, paratiroid
hormonu, kalsitonun ve cinsiyet hormonlari kontrol eder. Blylime slrecinde
transkripsiyon faktorleri, sistemik velokal hormonlar (paratiroid hormonu gibi)

osteoblastlari gogalma ve farklilasma yonunde etkiler [12].

Intramembranéz kemiklesme, dogrudan mezensimal dokudan kemik dokunun
sekillenmesidir. Kafatasi kemikleri, mandibula ve maksilla kemiklerinin bir kismi bu
tip kemiklesmeyle meydana gelir. Endokondral kemiklesmede ise, kemik dokunun
olusacagi alanlarda 6nce hiyalin kikirdak doku sekillenir ve daha sonra yerini

kemik dokuya birakir.

Cizelge 2.1. Kemik yenilenmesini regule eden hormon ve faktérler [13]

Kemik Yenilenmesini Kemik Yenilenmesini

Diizenleyen Hormonlar Diizenleyen Bilyiime Faktorleri
Polipeptid Hormonlar insulin benzeri biiyliime (IGF) faktéri | ve Il
Paratiroid Hormon Transforme edici buylime faktort (TGF-B)
Kalsitonin super ailesi,

insilin Kemik morfogenetik proteinleri (BMP)
Blyume hormonu Fibroblast bluylme faktoru (FGF)

Steroid Hormonlar Platellet kokenli buyime faktoru (PDGF)
1,2,5-Dihidroksi vitamin D3 Sitokin salgilayan interldkinler (IL)
Glikokortikoidler Tumor nekroz faktora (TNF)

Esey Hormonlari Koloni stimule edici faktér (CSF) ailesi

Tiroid Hormonlari

Kemik yenilenmesi, eski kemigin rezorpsiyonu ve yeni sekillenen kemikle yer
degistirmesinden olugsan karmagik bir surectir. Kemigin rezorpsiyon ve formasyon
fazlan birbirini takip eder. Kemikteki anormallikler kemik yenilenmesini tetikler ve
farkh hiacre tipleri arasindaki iletisimle gerceklesir ki bu etkilesimi degisik
biyokimyasal ve mekanik faktorler saglar. Tahmin edilebilecedi gibi bu surecte
etkili temel hulcreler osteoblastlar ve osteoklastlardir. Normal bir yetiskinde

osteoklastlar tarafindan resorbe edilen kemik miktari ile osteoblastlar tarafindan



olusturulan yeni kemik miktari arasinda bir denge vardir. Bu dengenin bozulmasi

saglik acisindan sikintili durumlar yaratir.

Kemik yenilenmesi, basic multicelluler units (BMUs) olarak adlandirilan
birbirlerinden bagimsiz alanlarda yerlesmis bulunan lakinlerde gergeklesir. Bu da
hicresel aktivasyonun otokrin ve parakrin faktorler sayesinde lokal olarak kontrol
edilmesini saglar. Salgilanan hormonlar ve faktorler farklilagsmamigs hucrelerin
replikasyonunu ve farklilasmalarini dizenler. Bu dizenlemenin iginde gérev alan

hormonlar Cizelge 2.1’de belirtiimigtir.

2.2.2. Kemik doku muhendisligi yaklagimlari

Travma, kemik enfeksiyonlari, konjenital anomaliler ve kas-iskelet sistemi tumor
cerrahisi ile spinal cerrahi gibi islemler sirasinda olusan kemik hasarlarini tedavi
etmek amaciyla otolog kemik greftleri, allojenik greftler ile bunlara alternatif olarak
kemik yerini tutabilecek metal ya da seramik malzemeler artan siklikla
kullaniimaktadir [14]. Geleneksel tedavi, otogreft ya da allogreftlerin kullanimini
icerir. Ayni bireyde bir bolgeden baska bir bolgeye nakledilen kemik dokuya
otogreft denir ve biyouyumluluk ile flizyon agisindan "altin standart" olarak kabul
edilir. Allogreft ya da allojenik greft ayni turden fakat genetik olarak farkl iki birey
arasinda yapilan doku transferidir. Zenogreft ise, bir tirden farkli bir tire yapilan
doku naklidir. Fakat bu yontemler, ideallikten uzaktir ve her birinin belli sorunlari ve
kisittamalari mevcuttur. Ornegin, allogreft ve zenogreftler, bagdisiklik sisteminin
tepkisine neden olmakta ve hastalik aktarim riski tasimaktadir. Sentetik
malzemeler agsinmakta ve gercek kemik gibi davranamamaktadir. Metallerin ise
korozyona ugrama riski ve metal iyonlarini vicuda salma potansiyeli vardir.
Fazladan cerrahi iglem gerektirmesi ve yeteri kadar buyuk boyutta kemik elde
edilememesi, operasyon sonrasi asiri duyarliik ve uyusma ile dondr alan

morbiditesi gibi nedenlerden dolayi otogreftler de uygulama kisitlarina sahiptir [15].

Bu gibi sorunlardan dolay! son yillarda “kemik doku muhendisligi” yaklagimi 6n
plana ¢ikmistir. Kemik doku muahendisligi, etraftaki dokudan kemik olusumunu
uyaracak sinyaller, hucreler ve diger ajanlar igin tasiyici goérevi gorecek bir
iskelenin kullanimi ile kemik rejenerasyonunun saglanmasi olarak tanimlanabilir.
Bu yaklasim kemik rejenerasyonu igin taniminda yer alan dort bilesene ihtiyag

duyar: Blyume ve farkhlasma sinyali, sinyale yanit verecek hiicre, sinyali hasarh
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bdlgeye ulastiracak ve daha sonra hicrenin gogalmasi igin tasiyici gorevi yapacak

uygun bir iskele ve canli bir mikrogevre [16].

2.3. Kemik Doku Muhendisliginde Kullanilan Hiicreler

Kemik rejenerasyonu ile olugsacak doku vyapilarinin kalitesinde, kullanilan
biyomateryaller temel olusturmasina ragmen, hucre kaynagi kemik yenilenmesi
icin anahtar role sahiptir. Kemik doku muhendisliginin temel elemanlarindan olan
hucrelerin elde edilmesi i¢in uygun bir hicre kaynaginin bulunmasi gerekmektedir
[17]. Elde edilme ve cogaltiima yonteminin kolayhgdi, immunolojik olmamasi ve
olusturulmasi hedeflenen dokuya benzer protein ekpresyonuna sahip olmasi

kullanilacak hucrelerin secimindeki dnemli kriterlerdir.

Kemik dokunun elde edilebilmesi amaciyla osteoblastlar, oteoblast benzeri hucre
hatlari ve kok hucreler kullaniimaktadir. Son yillarda, doku muhendisligi alaninda
yapilan ¢alismalarda, yuksek ¢ogalma ve farklilasma kapasitesine sahip olan kok
hicreler siklikla kullaniimaktadir. Kemik rejenerasyonu sirasinda bu hucreler
osteoblastlara farkhlasmaktadir [17]. Simdilerde periost, yag, kas, kordon kani gibi
dokulardan mezemsimal kok hucre eldesi ve embriyonik veya induklenmis
pluripotent kdk hucrelerin  arastirimasi  yayginlagsmistir.  Gunumuizde doku
muhendisligi c¢alismalarinda, kemik iligi en yaygin olarak kullanilan hucre

kaynagidir [17].

izole edilen hiicreler, yapilacak olan calismaya bagh olarak farklilastiriimadan
kullanilabilecegi gibi istenilen dokuya farklilagtirilarak da kullanilabilir.
Farkhlagtirilan bu hucreler, istenilen U¢ boyutlu doku iskelesi Uzerinde kultlre

edildikten sonra hasarli bolgede kullanilir.

2.3.1. Kok hiicreler

Kok hicre, henuz iglevsel olarak olgunlagsmamis, ancak uygun buyume ortamina
yerlesebilen, gogalma yetenedi olan, ¢ok sayida farklilasmis ve devam niteliginde
hicre Uretebilen, yani kendi populasyonunun devamini saglayabilen hicrelerdir.
Kok hucresinin taniminda da yer alan kendini yenileme 06zelligi, organizmanin
yasami boyunca bir hdcrenin kendi kopyasini alacak sekilde g¢ogalmasi ve
gerektiginde organ/dokuya 6zgu 6ncu hucrelere donlusebilmesi anlamina gelir [19].

insanda dért gunliik bir blastokistin ic hiicre kitlesinde yer alan hiicreler embriyon
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kok hiticresi olarak isimlendirilir. Cunkl bunlar embriyon gdvdesine ait butun
hucre tabakalarini ve onlardan koken alacak olan organ sistemlerini olusturma
yetkinligine sahiptir (totipotent; totus: batin). Bu asamada embriyon gdvdesi disina
cikarildiklarinda deneysel yolla farklanmalari ve dokulardaki hiicrelere benzer
hicrelere donusebildikleri birgok kez gosterilmistir. Ancak yuksek telomeraz enzimi
etkinligi sonucunda kontrolsiz ¢cogalmayla tumor hicresine donusme olasiligr da

yuksektir.

Ote yandan gelismekte olan organizmada (fétal, prenatal, postnatal, infantil,
cocukluk donemleri) embriyon kok hucrelerinden s6z etmek mumkin dedgildir.
Basta kemik iligi olmak Uzere cesitli organlarda ve bu organlarin belirli doku
bdlgelerinde gerektiginde kendini c¢ogaltabilen, kararlanabilen ve farklanabilen
hicreler varligini sirdartr. Bunlara yetigkin kok hiicreler veya dokuya 6zglu kok
hicreler adi verilmektedir. Bu hucreler totipotent 6zellige sahip olmadiklari igin
daha az sayida hucre turtne farklanirlar, bu 6zellikleri nedeniyle kimi zaman 6ncu
hicre (prokirsor veya progenitdr) olarak da de@erlendirilebilirler [20]. Elde

edildikleri yere kok hlicre gesitleri sema olarak Sekil 2.3’ de gosterilmisgtir.

Kok hucreleri dncu hdcrelerden ayiran en énemli dzelliklerden biri, kdk hlcrelerin
bdlinmeler esnasinda bir yandan 6ncl hucreye donusecek hucreyi Uretirken bir
yandan da kendi yedegini almasidir. Bu olay asimetrik hicre bolinmesi sonucu
olusur ve kok hicre havuzunun yasam boyu sabit kalmasini saglar. Asimetrik
hicre bolinmesi, hem hicre i¢ci hem de hicre disi etkenlerin birlikte ¢ok siki
kontrol edilmesini gerektirir. Hicre igindeki asimetri, bazi organellerin, protein

gruplarinin ve RNA’nin yavru hucrelerden sadece birisine aktariimasiyla basarilir.

Kok hucrelerin hiicredisi asimetrisi ise hlicrenin dis mikrogevresi (nig) tarafindan
yerine getirilir. Nisi olusturan hucredigi matriks bilesenleri, komsu hucreler ve salgi
proteinleri, kdk hicre sayisini ve hicrenin bulundugu durumu kontrol altinda tutar.
Kok hucrelerin mikrogevresi ve gevreyle etkilesimleri Sekil 2.4'te sematik olarak
gosterilmigtir. Kék hcrelerin kaderini temel olarak, ¢dzunudr faktorler, hicredisi
matriks bilesenleri, hicrelerarasi temas ve biyofiziksel kuvvetler belirlemektedir
[20].
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Sekil 2.4. KOk hacrelerin gevreyle etkilesimlerinin sematik gosterimleri

2.3.2. Mezensimal kok hucreler (MSC) ve Adiposit kokenli mezensimal kok
hicreler (ADMSC)

Stromal kokenli olmalari nedeniyle genel anlamda “destek hicresi” 6zelligi
tasimalari, MSC’lerin tibbin birgok alaninda kullanim potansiyeli tasimasinin
temelini olusturmaktadir. Birgok dokudan elde edilebilen, sayica c¢ogaltiimaya
elverigli ve dayanikh hicrelerdir. Salgiladiklari ¢dzinur faktorler, hicreler arasi
veya hucre disi matriks ile yakin iligki halinde bulunmalari nedeniyle iginde
bulunduklari dokuya 6zel hicrelerin fonksiyonlarina 6nemli katki saglarlar. Doku
mikrogevresinin 6nemli bilesenleri olmalari ve ¢ogunlukla immun sistem Uzerine
baskilayici 6zellik tasimalarindan dolayr buyuk ilgi uyandirmaktadirlar. MSC
tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan baglica 0zellikler; Plastik yuzeye
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yapismasi (plastik adherens), stromal karakterde yuzey antijenlerinin ekspresyonu
ve multipotent farklilagsma potansiyelidir [20].

Organizmanin en zengin kok hicre kaynaklarindan biri olan kemik iligi, MSC’ler
icin ana kaynak sayllmaktadir. Bunun disinda MSH’ler, adipoz doku, periferik kan,
kordon kani, karaciger, kikirdak dokusu, kas dokusu, dis pulpasi ve fetal
dokulardan da izole edilebilirler. Giderek artan sayida deneysel arastirma ve klinik
uygulamalarda bu hucrelerin hematopoetik kok hicre naklinden kardiak, noronal,
iskelet sistemine ait hasarlarin onarimi, otoimmunite, solid organ nakline kadar ¢gok
genis bir yelpazede kullanim potansiyeli oldugunu gostermektedir. MSC’ler elde
edilme yontemlerinin kolay olmasi, farkhlasma ve kendini yenileyebilme
kapasitelerinin oldukg¢a ylksek olmasi, ¢ok farkli dokularda bulunmalari ve elde
edildikleri doku disinda plastik kultir kaplarina yapisabilme oOzelliklerinin
bulunmasindan dolayr doku muhendisliginde oldukg¢a yaygin kullanima sahiptirler
[21].

Yag dokusundan elde dilen mezensimal kok hiicreler:

Yetigkin kok hlcreler arasinda son yillarda giderek artan bir 6neme sahiptir. Yag
dokusunun damardan zengin olan stromasindan elde edilen bu hucreler
glinimuzde yetigkin organizmasindan alinan MSC’ler arasinda kemik iliginden
sonra ikinci siraylr almaktadirlar. Bu hucreler literatirde farkli isimler ve
kisaltmalarla anilirlar. Adipoz kokenli kok hucresi (ASC), adipoz kokenli yetigkin
kok hucresi (ADAS), adipoz kokenli yetiskin stroma hucresi (ADASC), adipoz
kokenli stroma hicresi (ADSC), Adipoz mezensimal kdk hicresi (ADMSC),
lipoblast, pre-adiposit, islenmis lipospirat hiicresi (PLA) ayni hicreler icin kullanilan
farkli terimlerdir [22]. Adipoz doku vicutta bol miktarda bulunabilmesi ve erisilebilir
erigkin kok hicre kaynaklarina sahip olmasi nedeniyle doku iyilesmesi ve
yenilenmesi igin Umit vermektedir. ADMSC’lerin, adipojenik, osteojenik,
kondrojenik, miyojenik hatlara ve kardiyomiyositlere farklilasma potansiyeli
bulunmaktadir. Ayrica galismalar, ADMSC’lerin néron benzeri hiucrelere, endotel,
epitel hlcrelere, hepatositlere, pankreatik hlcrelere ve hematopoetik destekli

hicrelere de farkhlasabildigini gostermektedir [23].

Kok hdcrelerin yenileyici tipta kullaniimalari i¢in birtakim kriterlere sahip olmasi

gerekmektedir. Bunlar: Bol miktarda bulunmalari (milyon-milyar hicre), minimum
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invaziv kosullarda izole edilmeleri, otolog ya da allojenik transplantasyonda etkili
ve guvenli olmalari, ¢oklu hucre hatti boyunca ayarlanabilir ve c¢ogaltilabilir
davranista farklilagsabilmeleridir. Adipoz dokudan izole edilen mezensimal kok

hacreler bu kistaslarin hepsine uymaktadir [24].

2.4. Kemik Doku Miihendisligi icin Biyomalzemeler

Potansiyel olarak doku muhendisliginde uygulama alani bulunan ¢ogu hucre tipi,
baglanma bagimliligi (anchorage dependency) 6zelligine sahiptir. Ug boyutlu
biyomalzeme yapi iskeleleri, bu hucreler i¢in baglanma substrati olarak hizmet
etmektedirler. Iskelelerin mimari yapisiyla, kimyasal ve biyolojik &zelliklerinin,
hicre canlihdinin korunmasinda, morfogenezinde ve hicresel islevlerin temin
edilmesinde 6nemi buyuktur. Bu yapilar, vacudun belirli bir bolgesine hucrelerin
naklinde bir aktarim araci olarak tasarlanmakta, ayrica inga edilen yeni doku
organoidinin, yeterli dizeyde mekanik butunlige ulasana kadar gegecek slre
icerisinde in vivo mekanik etkilere dayanmasini saglamaktadirlar. Gegici hicre disi
matriks olarak hizmet veren bu yapilarin bilegsimi, hucre adezyon peptidleri,

bayume faktorleri, vd. islevsel molekullerle zenginlestirilebilmektedir.

2.4.1. Doku iskelelerinin temel 6zellikleri

ideal bir doku iskelesi yerlestirildigi alanda gerekli mekanik destegi saglamali;
olusturacagl dokunun buyumesine, hicre gogune, vaskularizasyona, oksijen ve
besin maddelerinin difuzyonuna izin verebilecek seviyede porlu ve u¢ boyutlu (3D)
bir mimariye sahip olmal [25], iskele i¢ine hlcre gocunu induklemeli; konuldugu
bolgeye 6zel hicre tipine farkhlasmayi desteklemeli (koduktif) ve aktiflestirmeli
(induktif); iskele ve ev sahibi doku arasindaki hicre entegrasyonunu artirmali;
kontrolli bi¢cimde pargalanabilmeli; aciga c¢ikardigi degredasyon UrlUnleri toksik
olmamali, kronik inflamatuar yanit olusturmamali ve biyoaktifligini kaybetmeksizin
steril edilebilmelidir [10].

iskele olarak kullanilacak malzeme enjekte edilebilir ya da (i¢ boyutlu kati olabilir.
Kullanilan malzemeler hicreli ve hlcresiz olarak ikiye ayrilabilir. Hulcresiz
malzemeler kati, biyobozunur dolgu malzemeleri ya da kemik hucrelerinin yapi
icine girmesini destekleyen gozenekli iskelelerdir. Hucreli malzemeler ise

implantasyondan 6nce hucresel bilesenin eklendigi iskelelerdir [16].

15



2.4.2. Kemik doku muihendisliginde doku iskeleleri

Kemik doku muhendisliginde kullanilacak ideal malzemelerin sahip olmasi
gereken 3 temel 6zellik vardir: i)Osteointegrasyon; yani malzemenin fibréz doku
olusumuna yol acmayacak sekilde yerlestirildigi kemik yuzeyine kimyasal olarak
tutunabilmesi, ii)Osteokonduksiyon; yani malzemenin yeni kemik olugsumunu
destekleyebilmesi, iii)Osteoindiksiyon; yani pluripotent hicrelerin ¢evre dokuda
osteoblastik fenotipe dénmelerini uyarabilme 6zelligi [4]. Osteoinduktif malzemeler,
tedavi olmaksizin normal iyilesmenin gerceklesmedigi durumlarda, hasarli bolgeye
yerlestirildiginde iyilesme saglarken, osteokonduktif malzemeler iyilesmenin

gergeklestigi bolgede onarimi yonlendirir [16].

Hucrelerin doku iskelesinin i¢ bolgelerine yapigip, yayllmasi ve Uremesi, besinlerin
aktarimi, hucrelerin metabolik aktiviteleri sonucu olugsan atilk maddelerin
uzaklastiriimasi ve ayrica damarlagsmanin gerceklesmesi igin ise i¢sel baglantili ve
kontrol edilebilir gézeneklilik, kemik doku iskelelerinin sahip olmasi gereken bir
diger ozelligidir [26]. Eger gozenek boyutlari ¢ok kiguk olursa, gozenekler hucreler
tarafindan kapatilir, bu da hicresel penetrasyonuna, hucre disi matris Gretimine ve
iskelenin i¢ kisimlarindaki damarlagsmaya engel olur. Gozeneklilik derecesi,
mekanik dayanimi da etkilediginden, doku iskelesinin gozenekliligi, yerine
gececegi dokunun gerektirdigi yeterli mekanik dayanimi saglayacak sekilde
ayarlanmalidir [14]. En az %90 gozeneklilik ve 100 ym civarindaki gozenek
boyutlari (uygulanacak kemigin yapisina gore degisir), kemik rejenerasyonunun

amagclandigi doku iskeleleri i¢in onerilen degerlerdir [26].

Kemik doku muhendisligi uygulamalarinda, metaller, seramikler, polimerler (dogal
ve sentetik) ve bunlarin birlesiminden olusan kompozitler gibi ¢esitli malzemeler
kullanilmaktadir. Ancak metallerin biyolojik c¢evrede bozunur olmamasi ve
islenebilirliklerinin sinirli olmasi doku muhendisligi uygulamalarindaki kullanimlari
icin dezavantajdir [27]. Seramikler ise c¢ok dusik geriime kuvvetine sahip
olmalarindan ve kirilgan yapilarindan dolayi egilme, bukulme ve kayma geriliminin

oldugu bdlgelerde kullanilamamaktadirlar [25].

Polimerler ise ihtiyaca gore bilesimleri ve yapilari ayarlanabildiginden, Ustun
tasarim esnekligine sahiplerdir ve bu yuzden de doku iskelesi Uretimi icin oldukca

cazip malzemelerdir [27]. Bu malzemelerin islenmesi sonucu uretilen doku
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iskeleleri, gerek kimyasal bilesim, gerekse fiziksel yapi bakimindan dogal hucre
digi matrisin yapisini ve biyolojik iglevini mimkun oldugunca iyi bir sekilde taklit
etmelidir [4]. Malzemenin, yerine gececedi dokuya olan benzerligi oldukga buyuk
onem tasimaktadir. Deri, tendon, ligament, goz, kan damarlari ve kalp kapakgiklari
gibi yumusak dokuyu olusturacak doku iskeleleri, dogal ve sentetik polimerlerden,
kemik gibi sert dokuyu olusturacak doku iskeleleri ise seramik, polimer veya

kompozitlerden olusgur.

Dogal polimerler:

Hayvansal veya bitkisel kaynaklardan elde edilen dogal polimerler, vicuttaki hticre
disI matrise olan benzerlikleri, dogal ¢evredeki enzimlerle bozunabilme ve ylksek
biyouyumluluklari nedeniyle doku iskelesi malzemesi olarak sikga tercih
edilmektedir. Bununla birlikte, iglenmelerindeki zorluklar, bagisiklik sisteminde
tepkiye neden olma ve hayvansal kokenli patojenleri aktarim riski gibi bazi
dezavantajlara sahiptirler. Bunlarin yani sira kolayca denature olmalarindan dolayi
genellikle kimyasal modifikasyon gerektirirler ve bu da toksisiteye neden
olabilmektedir [28]. Dogal polimerler, vicut igerisindeki enzimlerle
bozunmaktadirlar. Bu enzimlerin  Ozellikleri bireyden bireye degisiklik
gosterdiginden, dogal polimerlerin bozunma hizi da yine bireyden bireye degisiklik
gosterir [14]. Kemik doku muhendisliginde, kollajen, jelatin, fibrin, aljinat, ipek,

hiyaltronik asit ve kitosan gibi dogal polimerler kullaniimaktadir [29].

Jelatin: Sigir veya domuzun derisi, kemikleri ya da tendonlarindan elde edilen
kollajenin, sulu ortamda isi ile muamelesi ile kismi hidrolizi sonucu elde edilen
dogal bir polimerdir: Sekil.2.5. Seyreltik asit ile muamele sonucu hazirlanan tip

A’dir ve izoelektrik noktasi 7 ile 9 arasindadir.

H>O /‘?’ ~5 LN
J > clr,_:__qrh-f\t’._ \_}l?/—
= = a1 WAN

Kollajen Jelatin

Sekil 2.5. Kollajenin denattrasyonu ile jelatin olusumu
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Alkali kosullarda denaturasyon ile hazirlanan tip B jelatinin ise izoelektrik noktasi

4.6 ile 5.2 arasindadir. Jelatinin kimyasal yapisi Sekil 2.6’te gosterilmistir.

Jelatinin tipik aminoasit dizisi alanin -glisin - prolin - arjinin - glisin - glutamik asit -
hidroksiprolin - glisin - prolin seklindedir. Jelatin bir hidrokolloiddir ve kendi
agirhginin 5-10 kati kadar su absorplayabilir. Ayrica, alkol, kloroform ve eterde
¢ozunmez [30]. Fiziksel kosullarda herhangi bir antijenik etki gdostermez. Bunlarin
disinda c¢esitli formlarda Uretilebilmesi ve duasik maliyetli olmasi jelatinin
biyomedikal uygulamalarda tercih edilmesini kolaylastirmaktadir. Diger taraftan,
biyomalzeme olarak kullanimini kisitlayan zayif mekanik 6zellikler gostermektedir.
Jelatin, doku muhendisligi uygulamalarinda genellikle hidrojel formunda
kullaniimaktadir. Sulu c¢oézeltilerde ¢dzindugunden, uzun sureli biyomedikal
uygulamalarda kullanilabilmesi igin capraz baglanmasi gerekmektedir. Capraz

baglanma sonucu yapinin termal ve mekanik dayanimi artmaktadir [31].

HO
H
2 0
PN
H O o
n

Sekil 2.6. Jelatinin kimyasal yapisi

Jelatin, biyouyumlu ve biyobozunur bir malzemedir. Vicut igerisinde toksik ve
tahrig edici 6zellik gostermediginden doku muhendisligi uygulamalarinda siklikla
tercih edilmektedir. Sert ve yumusak kapsullerde, mikrokurelerde, yara ortu
malzemelerinde ve vaskuler protezlerde dolgu malzemesi olarak, cerrahi
uygulamalarda ise emici tampon veya yapistirici olarak kullaniimaktadir.
Biyomedikal uygulamalarda daha genig bir kullanim alanina sahip olan kollajen ile
kiyaslandiginda, jelatinin bazi avantajlari vardir. Hazirlanmasi ve ekstrakte
edilmesi daha kolaydir, dolayisiyla kollajenden daha ucuzdur ve daha yuksek bir
uretim kapasitesine sahiptir. Kollajenin aksine, fiziksel kosullarda herhangi bir

antijenik etki gostermez.

Sentetik polimerler:

Kimyasal ve mekanik ozellikleri bakimindan doku muahendisligi icin mukemmel
malzemelerdir. istenmeyen patojen aktarimi veya bagisiklik sisteminin tepkisi gibi
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durumlar agisindan dogal polimerlere gore daha az tehlikelidirler. Dogal polimerler
yuksek molekul agirlikli makromolekdullerdir ve bu yuzden islenmeleri zordur. Oysa
sentetik polimerlerin molekal agirhgi, konfigirasyonu / konformasyonu, ayrica
fonksiyonel gruplarin icerigi gibi kimyasal ve fiziksel 6zellikleri degistirilebildiginden

istenilen mekanik ve fiziksel 6zelliklere sahip polimerler Uretilebilmektedirler [29].

Sentetik polimerlerin en 6nemli dezavantaji, bozunmalari sonucunda agiga gikan,
yuksek konsantrasyonlarda lokal asiditeyi arttirarak iltahaplanma veya fibréz
enkapsulasyon olugsumu ile bagisiklik sisteminin tepkisine neden olan istenmeyen
urbnleridir [33]. ilaveten, sentetik polimerlerin birgogunun biyouyumlu oldugu
sOylenemez. Bu oOzelliklerinin iyilegtiriimesi amaciyla, genellikle dogal polimerlerle
birlestirilerek kullaniimaktadirlar [34]. Kemik doku muhendisliginde en c¢ok
kullanilan sentetik polimerlerden bazilari, poli(a-hidroksi asit), poli(e-kaprolakton),

poli(propilen fUmerat), polikarbonatlar, polifosfazenler ve polianhidritlerdir [14].

Poli(2-hidroksietil metakrilat): Poli(2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA), genellikle

hidrojel formunda kullanilan hidrofilik karakterdeki sentetik bir polimerdir. Kimyasal
yapisi Sekil 2.7°’de gosterilmistir. PHEMA hidrojelleri biyolojik uygulamalar icin ilk

olarak Wichterle ve Lim tarafindan uretilmistir [35].

Sekil 2.7. PHEMA’nin kimyasal yapisi

Kisaca, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) monomerinin ¢apraz baglayici bir ajan
varligindaki ¢ozelti icerisinde polimerlesmesi ile elde edilmektedirler. U¢ boyutlu

polimerik ag,

e capraz baglayici ajan varliginda monomerin yigin polimerizasyonu,
e cOzelti icerisindeki polimerin ¢gapraz baglanmasi,
e cOzelti icerisindeki monomerin ¢capraz baglayici ajan ile ¢apraz baglanmasi

ve polimerizasyonunun eg zamanli olarak gergeklesmesi

19



gibi yontemlerle hazirlanmaktadir. Polimerizasyonun ¢ok kisa bir surede
gerceklesmesi ve baslangic maddeleri sivi formda oldugundan istenilen sekil ve
boyutta urin Uretilmesi gibi avantajlarindan dolayr son yontem daha c¢ok tercih
edilmektedir. PHEMA hidrojelleri, kontakt lenslerin yapiminda, implantlarda, doku
iskelelerinde ve ilag salim sistemleri gibi birgok biyomedikal uygulamada
biyouyumlulugu, hidrofilikligi, yumusakhgi ve gegirgen olmasi gibi 6zelliklerinden
dolay! siklikla kullaniimaktadir [36]. Bunlara ilaveten, PHEMA temelli matriksler
biyolojk kararlihigi ve minimum duzeyde 0zgul olmayan protein etkilesimleri
gOstermesi ile kandan proteinlerin saflastirlmasinda da kullaniimaktadir.
PHEMA’nin kan ile olan uyumu sayesinde proteinlerin dogal konformasyonunda
saflastirlmasi mimkdn olmaktadir [37]. Yapisi geregi, canli dokulardakine benzer
sekilde su icermektedir. Normal biyolojik reaksiyonlarda inerttir, biyolojik
ortamlarda bozunmaya karsi direnglidir, vicut tarafindan emilmez, otoklavda steril
edilebilir ve c¢ok degisik sekil ve formlarda hazirlanabilir. Ayrica, ylzlerce
nanometreden yuzlerce mikrometreye kadar ¢ok c¢esitli gozeneklilik derecelerinde

sentezlenebilmektedir [38].

Batun bu olumlu Ozelliklerine ragmen, zayif mekanik 6zellikleri, olduk¢ca yavas
bozunma hizi bu hidrojellerin uygulama alanlarini kisittamaktadir. Ayrica bozunma
hizi olduk¢a yavastir [39]. Bunun haricinde, hidrofilisitesinin ylksek olmasi
nedeniyle hidrojel ylzeyine zayif hicre yapismasi ve dusik protein emilimi,

PHEMA-bazli hidrojelleri hicre ekimi igin elverigsiz hale getirmektedir [40].

Sonug olarak, PHEMA, biyouyumlu bir malzeme olmasina ragmen, hem bozunma
hizi oldukg¢a yavastir hem de hucrelerle uyumu yeterince iyi degildir Bu nedenle,
PHEMA hidrojelleri ¢esitli malzemelerle modifiye ederek doku muhendisligi alani
icin daha elverigli bir hale getirilmelidir. Bununla ilgili literatirde cesitli calismalar

yapilmigtir [40,41].

2.5. Kriyojeller

Kriyojel (Yunanca'da krr'os (kryos) anlami buz ya da donma) monolitler, kismen
donmus monomer veya polimer ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan U¢ boyutlu jel
matrikslerdir. Bir dizi sentetik ve dogal polimerler veya bunlarin birlegsiminden
dretilebilir. Bunlar polimer aglarinin hem fiziksel hem de kimyasal c¢apraz
baglanmasiyla olusturulabilir [42].
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Hidrofilik yapidaki kriyojeller makrogozeneklere sahiptirler ve sifirin altindaki
sicakliklarda  gergeklestirilen  polimerizasyon  islemi ile  olusturulurlar.
Kriyojelasyonun temeli ¢o6zucunun kristallenmesidir. Bu olay, kriyojelasyonu,
sogutmayla tetiklenen jelasyondan ayiran en temel Ozelliktir. Sogutma ile

jelasyonda ¢dzucude faz gegisi olmaz.

e Ik olarak polimer dnciileri su gibi uygun bir ¢éziicl icerisinde ¢éziinir.

e Daha sonra c¢ozelti -18°C’de donma asamasina alininca, ¢ozucu kisim
donup birbirine bagh buz kristalleri olustururken, donmamis kisimda
bulunan polimer 6nclleri polimerleserek buz kristallerinin etrafinda bir ag
yap!i olustururlar.

e Polimerizasyon tamamlandiktan sonra donmus karisim oda sicakhgina
getirildiginde, buz kristalleri erir ve “kriyojel” olarak adlandirilan gézenekli
polimer ag yap! elde edilir. Kriyojel olusumu $ekil 2.8'de verilmektedir.

Ayrintill olarak aciklanacak olunursa: Kriyojelasyon sirasinda, jel olusturacak
ajanlari igeren reaksiyon karisimi ¢ozucunun kristallenme noktasinin birkag derece
altindaki sicakliklarda dondurulur. Donmus sistem, tek bir kati blok halinde
gorunmesine ragmen, aslinda heterojendir, donmus ¢ozucu kristalleri boyunca
donmamis sivi mikro fazi igerir. Jeli olusturacak ajanlar donmamis sivi mikrofaz
icerisinde konsantre hale gelirler, burada kriyokonsantrasyon olusur. Donmamis
sivi mikro faz toplam baslangic hacminin ¢ok kuglk bir kismini olusturur, jel
baglaticilarin konsantrasyonu oOylesine ¢ok artar ki, bu durum jel olusumunu
tetikler. Aslinda, kriyokonsantrasyona bagli olarak, bu tip donmus sistemlerde jel
olusumu, sivi ortamdakine kiyasla (ayni baslangic reaksiyon karisimi
kullanildiginda) daha hizli gergeklesir. Donmus ¢dzlcu kristalleri gdbzenek yapici
ajan olarak islev gormektedir. Eridiginde, bulundugu yerde c¢o6zucu ile dolu
bosluklar, makro gozenekler birakir. Cozucu ve jel fazi arasindaki yuzey gerilimi
gozeneklerin seklini yuvarlar ve gozenek yuzeyini purtzsuz hale getirir. Donma
sirasinda, ¢ozucu kristalleri, diger kristaller ile birlesinceye kadar buyur, bdylece,
eritmeden sonra jel iginde birbiri ile baglantili gdbzeneklerden olusan sistem olusur
[46]. Sistem oda sicakhgina getirildiginde gbzenek duvarinin etrafindaki
¢ozucunun yuzey geriliminden dolaylr buz kristallerinin erimesi, kriyojellerdeki

gOzeneklerin dairesel sekle sahip olmalarini saglar [43].
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Dondurma Donmus durumda Oda sicakhginda
polimerizasyon

Monomerler
<\ Buzkristalleri

éﬂ Olusmaya baslayan polimer

Q Capraz bagh polimer kriyojel
( )S\Jpermakrogbzenekler

Sekil 2.8. Kriyojel olusumunun sematik gosterimi

Kriyojel gobzeneklerin sekil ve boyutlarini etkileyen birgcok faktoér igerisinde,
monomerik veya polimerik onculerin tird ve derigimi ile polimerizasyonun
gerceklestigi sicakllk en oOnemli etki eden faktorlerdir. Kriyojel yapisinda
makrogozeneklerin yani sira kriyojellerin polimerik fazindaki olusumlari dolayisiyla

mikrogozenekler de bulunmaktadir.

¢ v
/ | Gézenek duvan yogunlugu
(Polimer derigimi)
Genig
gozeneklerdeki su
sismis (%72-74)
kriyojel
%100
v
Kiiciik
*— gozeneklerdeki su
Kuru polimer (%15-18)
%3-4)
Gozenek
buyuklugu
Gozenek Polimere bagl su
duvarlannin (%4-5)
kalinhg

Sekil 2.9. (a) Kriyojellerin performansini etkileyen parametrelerin sematik gosterimi
ve (b) Supermakrogdzenekli kriyojelin kompozisyonu.

Gozenek buyuklugu ile gbzenek duvarlarinin kalinligi ve yogunlugu kriyojellerin
farkl uygulamalardaki performanslarini etkileyen farkli parametrelerdendir. Doku

muhendisligi uygulamalari agisindan gézenek buyUkligl uygulanan dokuya goére
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daha once bahsedilen iskelelerin sahip olmasi gereken tum gozenek ozelliklerini
etkiler. Gozenek duvarlarinin kalinligi ve yogunlugu ise kriyojellerin makroskobik
mekanik 6zelliklerini belirler (Sekil 2.9) [44].

Tamamen su ile sismis haldeki bir kriyojelin toplam agirhginin ortalama olarak
yalnizca %3-4’G kuru polimer agirhgidir. Agirhgin %4-5'i polimere bagh sudan
olusur. Bdylece geriye kalan kriyojel agirhginin %90’ in1 gbézeneklerdeki su
olusturur. Kriyojellerin elastikiyeti sayesinde genis gbzeneklerdeki suyun %70’
mekanik olarak sikistirilarak yapidan uzaklastirilabilir. Bu durum, kriyojel hacminin
buayuk bir kisminin birbiri ile baglantili gozeneklerden olugtugunu gosterir (Sekil
2.9) [45]

2.5.1. Jel-kriyojel farki

Kriyotropik jelasyon ile Uretilen polimerik materyallerin morfolojik yapilari
donmamis sistemlerde Uretilen jeller ile karsilastirildiginda oldukga farklidir.
Kriyojeller kimyasal-kovalent, iyonik veya kovalent olmayan baglarla olusabilirler.
Aciktir ki, sadece sicaklikla (termotropik) baslatilan ve olusturulan jeller

kriyojelasyon ile Uretilemezler.

Bazi istisnalar ile birlikte, dondurma-kurutma (freeeze-drying) yontemi ile Uretilmis
materyaller ¢ozuclye daldinldiginda (polimer ¢éziinmeden siser) makro ve mikro
yapisi kriyojellere benzer materyaller olusur. Solventin donmasi, ¢o6zicl
kristallerinin sublimlesmesini taklit eder ve polimerik materyal i¢erisinde birbiri ile
badlantili gbézeneklerden olusan sistem meydana gelir. Fakat donmamis sivi
mikrofazda jel olusumu yer almaz. Dondurularak kurutulmus materyaller, sadece
ince objeler olarak uretilebilirler, 6érnegin, filmler, plakalar veya klguk boncuklar
seklinde. Teknik acidan dondurularak kurutulmus silindirler veya kalin bloklar

uretmek hic de pratik degildir.

Bu durumdan farkl olarak, kriyojeller istenilen herhangi bir sekilde uretilebilirler,
ornegin, bloklar, silindirler, tlpleri franlller veya diskler seklinde. Buna ek olarak,
kriyojellerin Uretimi dondurularak kurutulmug materyallerin Uretiminden daha
basittir, ¢cunkl dusuk basingta ¢ozucu giderimi prosesi gerekli degildir. Genis,
birbiri ile baglantih gézenekler kriyojellerin ana karakterini olusturmaktadir; bazi
kriyojeller de siingerimsi morfolojiye sahiptirler. Bu tip stingerimsi jellerde gézenek
yapisi ¢ozunen maddelerin konveksiyonel aktarim ile taginmasini saglar. Homo
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faz geleneksel jellerde ¢ozunenlerin difizyonu kriyojellerdeki kadar kolay degildir
[46].

2.5.2. Kriyojellerin farkli uygulama alanlar

Kriyojellerin essiz denebilecek ozellikleri hazirlanmlarinin ¢ok basit bir yontemle,
polimerin tlrine bagli olarak ¢ok gesitli uygulamalarda kullanilabilecek birbiriyle
baglantili buyuk ve agik gdzenek agina sahip yapilarin elde edilmesine izin
vermesidir [42]. Kriyojeller, hem bead (boncuk) seklinde hem de slingerimsi
silindirik disk veya monolitik kolonlar seklinde kullanilabilirler. Surekli durgun fazlar
olarak da adlandirilan monolitler biyolojik molekullerin ayrilmasinda kullanilan
onemli araglardir. Monolitler ile ilgili galismalar 1970Q’lerin ilk yillarinda yapilmig
olmasina ragmen, buylk bir bulus olarak énem kazanmalari 1990’larda

gerceklesmistir.

Monolitik malzemeler dusuk kutle aktarim direnci ile karakterize edilirler. Biyolojik
makromolekillerin yer aldigi tim c¢alismalarda geleneksel kromatografik
sistemlere oranla, monolitler, ¢cok daha iyi bir performans gostermektedir. Kriyojel
monolitlere farkli ligandlarin immobilize edilmesi ile birlikte, bu malzemeler afinite
kromatografisinde genis kullanim alani bulmustur. Monolitlerin geleneksel dolgulu
kolonlardan farki, tek parcali gézenekli yapisindan kaynaklanmaktadir. Monolitin
yapisindaki birbiriyle baglantili gbzenekler, kanallar arasi bir ag olusturmaktadir.
Kanal i¢i kutle aktarimi akisla birlikte olustugundan, hareketli faz ile sabit faz
arasindaki aktarim ¢ok hizli gergeklesmektedir. Sonu¢ olarak, proteinler gibi
oldukca buyuk molekuller bile c¢ok kisa surede monolitik kolonlardan
ayrilabilmektedirler. Ayrica kromatografik sistemlerde sivi akisi sirasinda olusan
basincin dusuk olmasi istenir. Monolitlerin duzgun akis kanallarina sahip
olmasindan oturl, ylksek basing olusmaz ve boylece kolonda olusabilecek

herhangi bir tikanma 6nlenir [48].

Makrogozenekli kriyojeller biyomedikal, biyoteknoloji ve eczacilik alanlarinda
oldukga fazla ilgi gérmektedir [47]. Bu 6zellikleri onlarin biyolojik makromolekiillerle
calisiirken herhangi bir difizyon sorunu olmaksizin kullanimina olanak

saglamaktadir.

Kriyojeller, hucrelerin Uzerinde gelisimi ve Uremesi i¢in uygun U¢ boyutlu yapiya
sahiptirler. Ozellikle doku muhendisliginde kullanilan destek malzemelerinin ylizey
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Ozellikleri hiucre afinitesini buyuk olgude etkilemektedir. Kriyojellerin hidrofilik ve
birbiriyle baglanti halinde gbézenekli bir yapida olmasi, hicre geligimi, Gremesi ve

doku olusumu igin uygun malzemeler olmalarini saglar [41].

Kriyojeller hucre organellerinin, viraslerin, plazmidlerin, mikroorganizmalarin ve
memeli hucrelerinin ayrilmasinda kullanilabilir. Literatirde kriyojellerin MSC’lerin

ayrilmasi i¢in uygun malzemeler oldugunu rapor edilmistir [49].

2.6. Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyosinyal Molekulleri

Genlerin Uriinu olan ve vicudun dogal igleyis mekanizmasinda ¢ok dnemli roller
ustlenen biyosinyal molekuller, yapisma, yayilma, bayume, farklilasma ve apoptoz
gibi hiicresel fonksiyonlari diizenleyen protein/peptit yapili molekiillerdir. izole
edildikten sonra rekombinant DNA teknolojilerindeki gelismeler sayesinde blyuk
Olcekli Uretilebilmekte, doku muhendisligi ¢alismalarinda ve klinikte tedavilerde

kullanilabilmektedirler.

Doku muhendisligi galismalarinda, biyosinyaller hucre kultur ortaminda
destekleyici olarak kullanilabilecegi gibi cesitli yontemlerle doku iskelelerine
yuklenebilirler. Bu sayede, doku iskeleleri vicuda implante edildiklerinde, hasarh
bolgedeki hucrelere de etki edebilmeleri planlanmaktadir. Biyosinyal molekullerin
implante edilecek doku iskelesinin ylzeyine dogrudan enjekte edilmesi durumunda
kararsiz kimyasal yapilari, yart dmurlerinin kisa olmasi ve doku igerisine yeterince
alinamamalarindan dolay! etkin sonuclar elde edilememektedir. Bu nedenle
biyosinyallerin tasiyicilara yerlestirilerek kontrolli ve uzun dénemde salimi
gundeme gelmigtir. Bu amagcla biyobozunur, biyouyumlu, sentetik veya dogal
polimerlerden ya da seramiklerden elde edilen tasiyicilar kullaniimaktadir [4]. Bu
tasiyicilar doku iskelelerine emdiriime veya kimyasal baglanma seklinde

yuklenmektedirler [50].

Biyosinyaller, hicre yapisma faktorleri ve hicre bluyume faktorleri olmak Uzere iki
grupta incelenmektedirler. Hucre yapigsma proteinleri, immunoglobulinler, integrin
ve selektinlerdir. Hicrenin ylzeyine adsorplanan proteinler, hicreler tarafindan
uretilen proteinlerle etkileserek hicrelerin yuzeye yapismasini
yonlendirmektedirler. Huicre blyume faktorleri; endokrin bezlerden salgilanan
hormonlar, bagisiklik sistemi tarafindan salgilanan sitokinler ve tim hucreler
tarafindan salgilanan buytume faktorlerini igermektedir [51].
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Kemik olugumu birgok hormon, sitokin ve buyume faktorunun rol aldigi karmasik
bir prosestir. Kemik olusumu ve rejenerasyonu gibi olaylar bu biyo-aktif molekuller
tarafindan kontrol edilmektedir. Osteoblastlarin fenotipi, diger kemik hicrelerinin
hlcre-yuzey baglanma reseptorleri ve dolayisiyla da hucre Ureme ve
farklilagtirimasi biyosinyaller tarafindan yonlendirilmektedir. Ornek olarak kemikte
kirik olustugunda, yerel Uretilen sitokin ve buyume faktorleri, osteoprogenitor
hicrelerin hasarli bolgeye go¢ etmesini ve osteoblastlara farklilasmasini saglayip,

hicre Gremesini ve ECM Uretimini kontrol etmektedir [29].

Transforme edici buyume faktoru (TGF-B), fibroblast buyume faktoru (FGF),
trombosit kaynakli buyume faktoru (PDGF) ve insulin benzeri buyume faktoru
(IGF) gibi buylime faktorleri osteoblast farkhlasmasini dizenleyen faktorleridir.
Kalsitonin, parathormon, aktif Vitamin D metabolitleri, leptin ve heparan silfat ise
kemik olusumunu dizenleyen endokrin faktorlerdir. Bunlara ek olarak kemik
morfogenetik proteinler (BMP) gibi sitokinler ve dekzametazon gibi
glukokortikoidler de kemik olusumunda ve gelisimde cesitli roller Ustlenmektedir
[52]. Cizelge 2.2'de kemik doku miuhendisliginde en ¢ok kullanilan biyosinyaller ve

Ozellikleri verilmistir [29,53].

Proteinler gibi yuksek molekdl agirlikli biyosinyaller, hicre membraninda
reseptorlerine baglanarak hicre igine alinirlar. Steroidler gibi hlicre membranindan
gecebilen biyosinyaller ise, hicre iginde reseptorlerine baglanirlar. Biyosinyalin
reseptor ile etkilesmesiyle, biyosinyal-reseptor kompleksi olusur ve reseptdrun
sitoplazmik bdlgesinde otofosforilasyon gergeklesir. Fosforilasyon ile hlcre igi
sinyal iletimi baglatilir. Hlcre metabolizmasinda veya gen ekspresyonunda
hldcresel yanit olusturulmaya baglar. Daha sonra biyosinyallerin aktiviteleri, htcre

ici lizozomlar tarafindan sonlandirilir.

2.6.1. Steroid hormonlar: Testosteron ve Ostrojen

Steroidler, kimyasal yapi ¢ergevesinde dort adet sikloalkan halkasinin karekteristik
duzenlenmesiyle birbirine baglandigi organik bilesikler olarak tanimlanabilir.
Steroid hormonlar, hormon gorevi Ustlenmis steroid yapili biyosinyallerdir ve
bagdlandiklari  reseptdrlerinin  tirevine goére bes grupta incelenebilirler:

glukokortikoidler, mineralokortikoidler, androjenler, ostrojenler ve progestojenler.
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Cizelge 2.2. Kemik doku muhendisliginde en ¢ok kullanilan biyosinyaller ve

ozellikleri
Biyosinyal molekiil Ozellik
TGF-B Mezensimal kok hucrelerin  kemik
(Transforme edici buylime faktorii) Ureten osteoblastlara farkllasmasinda

rol oynayan bir buylime faktorudur.

BMP (Kemik morfojenetik proteini) Yapisal ozellikleri bakimindan TGF-
ailesinde  yeralan, kemik  doku
muhendisliginde  etkileri en  ¢ok
arastirilan sitokin grubudur. Kondrosit
ve osteoblastlarin Uremesini stimule
eder ve matris olusumunu arttirir.
Ayrica mezengimal kok hucrelerin
osteoblastlara farklilasmasini saglar.

FGF (Fibroblast biliyime faktori) Mezensimal kok hicrelerin,
osteoblastlarin ve kondrositlerin
uremelerini stimtle eden bir bayume
faktoridir. Ozellikle FGF-2'nin (bFGF)
kemik iyilesmesindeki rolu
arastiriimistir ve pozitif etkinin doza ve
zamana bagimli oldugu gorulmuastar.

IGF (insiilin benzeri biiyiime faktorii) Osteoblast ve kondrosit hiicrelerinin
hem Uremelerini hem de matris
salimlarini arttirici yonde etkisi olan bir
blylime faktorudir. Ozellikle kirik
iyilesmesi  sirasinda  hormonlarin,
blyime faktorlerinin  ve sitokinlerin
etkisini ayarlamakla gorevlidir.

PDGF Kondrositlerin ~ ve  osteoblastlarin

(Trombosit kaynakh buytume faktorii) Uremelerini stimlle eden bir bayime
faktorudir. Bununla Dbirlikte, farkh
konsantrasyonlarda, kemik
resorpsiyonunda gorev almaktadir.

Sekil 2.10°’da kimyasal yapalilari, kisa sentez yolaklari, sentezlendigi hicre igi

bdlumler ile sentezlerinde gorev alan enzimler sematik olarak belirtilmistir.

Dogal steroid hormonlar gonadlarda ve adrenal bezde genellikle kollestrolden
sentezlenmektedirler ve Sekil 2.10'da da goéruldugu gibi benzer kimyasal yapilara

sahiptirler. Yagda ¢oOzunebilir 6zelliklerinden dolayl hicre zarindan gecerler ve
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hormonun c¢egidine gore nukleer veya sitosolik olabilen reseptorlerine baglanarak,

hdcre igerisinde gesitli degisiklikler meydana getiren reaksiyonlar olustururlar.
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Sekil 2.10. Steroid hormonlarin kimyasal yapilari ve baglica sentez basamaklari

Testosteron (TST):

Androjen terimi maskdulinizan (erkeklestiren) etkileri olan steroidleri tanimlamak igin
kullanilir. Kugkusuz testosteronun kendisi ve testisler disinda vicudun farkh
bdlgelerinde Uretilen erkek seks hormonlari da bu tanimin igindedir. TST diger
androjenlere gore daha fazla bulunmasiyla en 6nemli testis hormonu olarak kabul
edilir. Testosteronun kimyasal formuli CioH2802 olup molekul agirhigr 288.42
g/mol’dir Sudaki ¢ézunurligu 25°C’de 27ug/mL’dir [54]. Testosteronun temel
etkisi hedef hlcrelerde protein yapim hizni arttirmaktir. Bu etki testosterondan en

cok etkilenen prostat bezinde sayisiz incelemelerle arastiriimistir. Testosteron
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salgilandiktan birka¢ dakika sonra hulcre igine girer ve burada 5a-reduktaz
enziminin etkisiyle dehidrotestosterona donusur ve sitoplazmik reseptor proteinine
baglanir. Reseptor hormon kompleksi daha sonra gekirdege girer ve ¢ekirdekteki

farkh bir proteinle baglanarak DNA-RNA transkripsiyon islemini uyarir.

Testosteron genelde vacudun her yerinde protein yapimini buyudk oranda
artirmakta ancak bu artis daha 0zgul olarak ikincil seks ozelliklerinin

gelismesinden sorumlu olan hedef organ ve dokularda gorilmektedir.

Fetal yagsam suresince, testisler plesentada olusan koryonik gonadropinlerle
uyarilarak orta duzeyde testosteron salgilarlar. Bu hormon fetal gelisim doneminde
ve hatta dogumdan sonra on ya da daha ¢ok haftalar suresince vicutta bulunur.
Sonra c¢ocukluk ¢aginda yaklasik 10-13 yasina kadar testosteron Uretiimez. Daha
sonra puberte déneminde o6n hipofiz gonadrotropik hormonlarin uyarisiyla
testosteron yapimi hizla artar ve 50 yasindan sonra hizla dismeye baglar. 80
yasinda en ust duzeyin %20-50’sine iner (Sekil 2.11) [54].

Testosteron vicutta fetal gelisim slresince testislerin inmesinde, eriskin yasamda
birincil ve ikincil seks 6zelliklerinin gelisiminde etkilidir. Bunlar seksuel organlarin
gelisimine ek olarak, vucut killarinin dagilimina etkileri ve kellik, ses gelisimi ve
erkeksi baz karekteri olusumu, tum vlcutta deri kalinhigr artigi ve derialti
dokusunun guglenmesi, kadinlara oranla puberte déneminde %50’ye varan kas
artisi, kemik buyumesi ve kalsiyum depolanmasi ile bazal metabolizmadaki

hizlandirici etkisi ve dolayisiyla eritrosit yapimindaki artis olarak 6zetlenebilir.

Ostrojen (E):

Vicutta bayume, farklilasma ve Ureme sisteminin fonksiyonlari Gzerinde etkili olup
kolesterol turevi steroid yapida bir hormondur. Bir kadinda 6strojen gebelik disinda
buyuk oranda overlerden, kuguk miktarda da adrenal korteksten salgilanir.
Gebelikte ise ¢ok buyuk miktarlarda plasentadan salgilanir. Kadin plazmasinda
bulunan Ug¢ tip dstrojen vardir. Bunlar, 17-B estradiol, estron ve estrioldur (Sekil
2.10). Salgilanan baslica dstrojen olan 17-3 estradiol, dolasimda estron ile denge
halindedir. Estron, daha sonra estriole donusur. Bu donuasimun buyuk bir kismi
karacigerde gerceklesir. Bu Ug¢ 6strojen icinde etkisi en kuvvetli olan 17- estradiol,
en zayif olani ise estrioldur. Dolagimdaki estradiolin %2’si serbesttir. Kalanin ise

%60’1 albimine, %38’i ise gonadal steroid-baglayici globuline baghdir [54].
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Ostrojenler, 18 karbonlu steroidlerdir. 17-B estradiol (E2); 2 hidroksil grup igeren
bir molekll yapiya sahiptir. Kimyasal gosterimi: estra-1,3,5 (10)-trien-3,17(beta)-
diol’dr. Kimyasal formuli CisH2402 olup molekdl adirhgi 272.39 g/mol’dar. 17-
estradiol, 6strojenik kuvvetinin en yulksek olmasindan dolayl &strojen kaynagi
olarak rejeneratif tip alaninda kullaniimaktadir. E2, hidrofobik yapida olup, sudaki
¢6zUNnUrliga 5 mg/L'dir [54]. Ostrojenin sudaki ¢ézinurligind arttirmak igin nano-

mikro partikuller, lipozomlar ve siklodekstrinler kullaniimaktadir.

Bir steroid hormonu olan Ostrojen vicutta pek ¢ok sistem Uzerine etki etmektedir.
Uterus, vajina, overler, plasenta, meme, beyin, yag dokusu, karaciger, bobrek,
akciger ve kemikler Uzerinde Ostrojen reseptorleri varligi belirlenmistir [54].
Ostrojen, kadin Greme organlari (izerinde anabolik etki saglar. Overlerde yumurta
olusumunu uyarir ve folikil baylimesini baslatir. Metabolizmada protein sentezini
ve deri alti yag dokusunu arttirir. Kollajen sentezini arttirarak derinin yumusak ve
dizgun olmasini saglar. Ayrica, bdbreklerde su ve tuz tutulumunu artirmaktadir
[55].

Ostrojen, koroner arter hastaligini onlemektedir. Ostrojen reseptorii iceren
hepatositler ve karacigerdeki hormonlar, kolesterol metabolizmasina etki eden
enzim Uretimini uyarir. izotopla isaretlenmis kolesterol, kadinda dstrojenin kot
huylu kolesterol olarak bilinen disik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol
yikimini ve iyi huylu kolesterol olarak bilinen ylksek yogunluklu lipoprotein (HDL)
kolesterol Uretimini arttirdigini gostermigstir. Ayrica Ostrojen, arteryal duvarlarda
platelet agregasyonunu ve lipoprotein oksidasyonunu onler, bdylece antioksidan
etki ile aterosklerozu engellemis olur. Ostrojen, endotelyumda vazoaktif bir ajan
olan endotelyal kaynakli gevsetici faktor (EDRF) salimini uyararak vazodilator

(damar gevsetici) etki yapar.

Ostrojen, beyinde kan akimini arttirir, metabolizmayi hizlandirir ve néral aglarin
etkinligini arttirir. Ayrica, seratonin salgisini arttirir [55]. Disi bireylerde vucuttaki
ostrojen miktar puberte zamani artisa baslarken menopoz sonrasi hizl bir sekilde
dismektedir (Sekil. 2.12).
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Sekil 2.12. Cinsel yasam suresince kadinda dstrojen salgisi

2.6.2. Testosteron ve 17-B Estradiol’iin kemik Uzerine etkileri

Testosteron temel olarak kemik buyumesi ve kalsiyum depolanmasini arttir.
Puberte donemi boyunca ya da uzun sureli testosteron enjeksiyonlarindan sonra,
kemiklerin kalinlklari artar ve bliyumeleri yaninda énemli dlgude kalsiyum tuzlari
depolanir. Boylece testosteron hem kemik matriksinin toplam miktarini arttirir, hem

de yogun kalsiyum depolanmasini saglar. Kemik matrisindeki artis, testosteronun
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prorteinler Gzerinde genel anabolik etkisi sonucunda olusur ve kalsiyum tuzlarinin

birikimi ise kemik matrisinin artmasina bagh ikincil bir etki olarak agiga ¢ikar.

BUyume donemindeki c¢ocuklarda testosteronun anormal duzeyde asiri
salgilanmasi kemiklerin belirgin sekilde hizla buyumesine ve vicudun tumuyle
hizli geligmesine neden olur. Bunun yaninda testosteron ayni zamanda uzun
kemiklerde epifizlerin erken kapanmasina neden olur. Boylelikle biyumenin hizli
olmasina ragmen epifizlerin erken kapanmasi, kisinin hi¢ testosteron salgisi
olmadan erisebilecegi uzunlukta boya sahip olmasini engeller. Hatta normal
erigskin erkeklerde de boy, puberte oncesi kisinin kastre edilmis boyundan biraz
daha kisadir.

Ostrojenin  kemik metabolizmasina etkisi de kemik doku Uzerinden
gerceklesmektedir. Burada dolayli ya da dogrudan etkileri s6z konusudur. Ostrojen
kemik doku Uzerinde, kemik olusumunu arttirarak, kemik yikimini azaltmaktadir ve

kemik dongu (turnover) hizini yavaslatmaktadir [56].

Ostrojen, osteoblastlar (izerinde anabolik etki saglayarak kemik olusumunu arttirir
[57]. Bu etkinin kaniti 6strojen yoklugunda ve varliginda, fare ve insanlarda yapilan
histolojik ve biyokimyasal c¢aligmalarla ER’lerin ve osteoblastik gen
ekspresyonlarinin belirlenmesi ile gdsterilmistir. Ostrojenin kemik metabolizmasina
etkisi, kemik doku Uzerinden gergeklesmektedir. Burada dolayli ya da dogrudan
etkileri s6z konusudur. Ostrojen kemik doku tzerinde, kemik olusumunu arttirarak,

kemik yikimini azaltmaktadir ve kemik dongu (turnover) hizini yavaglatmaktadir.

Ostrojen, osteoblastlar izerinde anabolik etki saglayarak kemik olusumunu arttirir
[57]. Bu etkinin kaniti 6strojen yoklugunda ve varliginda, fare ve insanlarda yapilan
histolojik ve biyokimyasal c¢alismalarla ER’lerin ve osteoblastik gen
ekspresyonlarinin belirlenmesi ile gosterilmistir. Ostrojen ayrica blylime hormonu

(GH)’nunun salimini arttirarak da kemik olusumuna katki saglamaktadir.

Ostrojen, viicutta kalsiyum dengesinin saglanmasinda rol oynayarak kemik
metabolizmasina etki etmektedir. Oncelikle bdbreklerde vitamin D sentezini
hizlandirmaktadir. Dolayisiyla bagirsak emilim yuzeyi artmakta, kalsiyum
tasinmasinda gorevli proteinlerin sentezi hizlanmakta ve dolayisiyla bagirsaktan
kalsiyum emilimi artmaktadir. Ayrica kemik dokuda parathormon (PTH)'a karsi

kismi diren¢ olusturmakta ve dolayli yoldan serum PTH duzeylerini arttirmaktadir.
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Artan PTH, bobrekten kalsiyum geri emilimini azaltmakta ve vitamin D
biyosentezini hizlandirmaktadir. Boylece bagirsaktan kalsiyum absorpsiyonu artar

ve bobrekten kalsiyum atilimi azalmaktadir [56].

E2 ve TST her ikisi de kemik buyumesi ve olgunlasmasi igin anahtar
duzenleyicilerdir ve ayrica E, GH ve IGF-I ile birlikte iskelet kutlesinin iki kat arttidi,
3-4 yillik ergenlik blylime dénemini baslatir. Ostrojen her iki cinste de maksimum
doruk kemik kutlesinin ulasiimasi icin gerekli olmasina ragmen, testosteron,
yetiskin erkek iskeletinin daha buyuk boyutta ve daha kalin korteksi igin ek
uyarandir. Yaglanan erkekler sadece birine maruz kalirken yaslanan kadinlarda
kemik kaybi iki asamadan gecer. Bu agsamalar, kadinlarda menapoz sonrasindaki
4-8 yil icerisinde gerceklesen agirlikli olarak sungerimsi kemik kaybinin oldugu
hizli faz ve bunu takip edip surekli devam eden yavas fazdir. Bahsedilen seks
hormonlarinin ikisinin de kemik yapiminda énemli roller Ustlenmeleriyle birlikte, her
iki cinsiyette yasa bagli kemik kaybinin, vicutta digen Ostrojen ve testosteron

seviyeleriyle yakindan iligkili oldugu farkli kaynaklarca belirtilmistir [57,58].

Erkeklerde ilerleyen yaglardaki endosteyal kemik yikimi, kortikal kabugu korumaya
yardimci olan ve kemik genislemesiyle sonuglanan periost bikimi ile telafi edilir.
Kadinlarda ise daha az periosteyal birikim ve daha fazla endosteyal yikim, daha
ince bir korteks ve daha az kemik genislemesine neden olur. (Sekil 2.13 A)
Trabekuler kemige baktigimizda ise yaslanmayla beraber erkeklerde trebekul
incelmesi gorulirken kadinlarda trabekuler incelmeyle beraber trabekuller baglanti
kaybinda artis gorular (Sekil 2.13 B). Kadin ve erkekteki yasa bagl kemik
kitlesindeki azalis Sekil 2.13 C’de gdsterilmistir. [59]

Gunumuzde, kadinlardaki osteoporozun tedavisinde kullanilan 6strojen ile beraber
testosteron da kemiklerin buyuklugunu ve dayanikhligini arttirici etkisi sayesinde
yasli erkeklerde osteoporoz tedevisinde siklikla kullaniimaktadir. Ayrica menopoz
sonrasi kemik erimesi yasayan kadinlara uygulanan Ostrojen tedavisine ilaveten
testosteron uygulamasi yapildiginda vyalnizca 0ostrojen tedavisi uygulanan
hastalara gore, kemik mineral yogunlugunda daha yuksek degerler elde edilmistir
[57].

33



Erkak

Periosteum

Kadin

Yaslanma
B —

Endosteum

Yasglanma

Erkek

Kadin

Yaslanma
—_—

Yaglanma

—_—

Kemik
kitlesi

Maksimum o
kemik Yasg ile iliskili
kitlesi kemik kaybi

1
‘ Erkek

Menapozal Kadin
kemik kayb

>
0 20 40 60 80

Yas (Yil)

Endosteum
Periosteum

Sekil 2.13. ilerleyen yasla birlikte A) Kortikal kemik degisikliklerin sematik
goOsterimi. B) Trabular kemik degisikliklerin sematik gosterimi. C) Kemik

kutlesindeki azalisi gosteren temsili grafik.

2.6.3. Testosteron ve ostrojenin MSC’ler lzerine etkileri

Cinsiyet dimorfizmleri;  kardiyovaskuler, kardiyopulmoner, noérodejeneratif
(Parkinson, Huntington, Alzehimer vb. hastaliklar) ve endokrin bozukluklarinin
cesitli patogenezlerinde bulunmaktadir. Bu bozukluklarin tedavisi amaciyla kok
hidcrelerin  kullanimindan literatirde siklikla bahsedilmektedir. Ve cinsiyet
dimorfizmlerinde olduk¢a dnemli role sahip seks hormonlarinin bu tip hastaliklarin
tedavisinde etki/farkliik yaratip yaratmayacadi konusunda arastirmalar yapiimis
ve yapillmaktadir. Kok hucreler Gzerinde 6strojen ve testosteron reseptorlerinin
varhgini bildiren ve bu hormonlarin, kdk hucrelerin fonksiyonlarini modifiye

edebilecegdini gosteren birgok ¢alisma mevcuttur [60].

Ostrojenlerin, iskemik hasari takiben gerceklesen miyokard yenilenmesi tizerinde
kemik iligi mezensimal kdk hucreleri (MSC) ve endotel progenitdr hicrelerine kismi
parakrin buyume hormonu dretimi saglamasiyla muazzam bir etkisi bulunmaktadir.
Ostrojenler ayrica iskemik miyokardda, endotelyal progenitdr hiicrelerin harekete
gecirilmesini  kolaylastinir ve iskemik sinir bolgesinde neovaskularizasyonu
artirirlar. Ayrica Ostrojenler kardiyak fibroblastlarinin proliferasyonu uzerindeki
baskilayici etkisiyle de patolojik miyokardiyal yenilenmesini sinirlar. Androjenlerin
ayni zamanda kemik iliginden endotelyal progenitor hicre gogunu tegvik
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edebildigine dair galigmalar mevcut olmakla birlikte, hastaligin patogenezinde

androjenlerin buyuk roll iyi karakterize edilebilmis degildir.

Seks steroidlerinin belirtilen yararl etkileri preadipositler lipid metabolizmasinin
degistiriimesiyle, kemik metabolizmasi ve iskelet olgunlagsmasi modulasyonunun
saglanmasini ve osteojenik kok hucre onculeri Uzerindeki etkileri sayesinde,

osteoporozu Onlenmesini saglamalaridir.

Ostrojenin kemik iligi kok hiicrelerinin farklilasmasina olan etkisinin incelendigi bir
calismada, Ostrojenin mezensimal kok hicrelerinin osteoblastik farklilagsmasini
arttirdigi gézlenmigtir [60]. Ayrica 6strojenin ADMSC’ler Uzerindeki osteoblastik
farkhlasmasinin incelendigi bir in-vitro doku muahendisligi ¢alismasinda ise

kemiklesme yonunde olumlu sonuglar elde edilmistir [50].

Seks steroidlerinin kok hicreler Uzerine bir baska spesifik etkisine drnek olarak
Ostrojen varliginda néral kok hucrelerin proliferasyonunda artis gorulurdugu
belirtiimig fakat testosteronun proliferasyona inhibitorik olarak etki yaptigi

gbzlemlenmistir [60].

Kok hicreler, cgesitli kardiyovaskuler, nérodejeneratif, endokrin bozukluklari ve
kemik metabolizmasi hastaliklarindada énemli terapdtik avantajlar saglamasiyla
birlikte, cesitli kok hicre populasyonlari Gzerinde cinsiyet hormonlarinin etkisini
daha iyi anlayabilmek icin yapilacak ¢alismalar, nihai klinik etkinligini artirmak igin

gerekli gorulmektedir.

2.7. Nanopartikiiller ve Ozellikleri

Nanopartiktller (bu tez calismasi icin polimerik nanopartikiller); dogal ya da
sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan, boyutlari 10-1000 nm arasinda degisen,
hazirlama ydontemine gbre nanokure veya nanokapsul olarak adlandirilan ve etkin
maddenin (ila¢/biyoajan/biyomolekil) partikdl iginde ¢dzunduruldagu, hapsedildigi
ve/veya yluzeye adsorbe edildigi yada baglandigi matriks sistemlerdir (Sekil 2.14)
[61].

Nanopartikuller ilk defa yaklasik olarak 40 yil 6nce asilarin ve kanser tedavisinde

kullanilan kemoterapdtik ajanlarin tagsinmasi icin gelistirilmistir [62].
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Sekil 2.14. Nanokapsul ve nanokure yapisinin sematik gosterimi ile biyobozunur
nanopartikullerin gesitleri.

Sekil 2.15. Nanopartikullerin A) Yidin ve B) Yluzey erozyonu sonucu bozunmasi
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Dogal yada sentetik polimerlerin kullaniimasi ile elde edilen; ilaglarin yani sira,
proteinler, peptitler ve genlerin de ilgili dokuya hedeflendiriimeleri i¢in kullanilan
nanopartikullerin sagladigl avantajlar iki temel 6zelliklerinden ileri gelmektedir. Bu
Ozelliklerinden birincisi, nanopartiktllerin kuguk partikul boyutlarina sahip
olmasidir. BdOylece kuguk kapilerlerden gecerek hucrelere alinirlar ve hedef
bolgede etkili etkin madde akiimiilasyonunu saglarlar. ikincisi ise, nanopartikllerin
hazirlanmasinda biyobozunur materyallerin kullaniimasidir (Yigin (bulk) ve yutzey
erozyonu sonucu bozunmalarinin sematik gdsterimi Sekil 2.15'de verilmistir).
Biyobozunur malzemeler gunler hatta haftalar siren periyotlarda hedef dokuda
kontrolli etkin madde salimini saglamaktadirlar. Tum bunlara ek olarak
nanopartikiller; ilaclarin/proteinlerin ya da peptidlerin stabilitesinin artmasini
saglarlar [61]. Cesitli uygulama alanlarinda tercih edilmelerini saglayan diger

avantajlari ise;

o Kolaylikla sterilize edilebilir olmalari,

e Fizyolojik ortamda parcalanabilir olmalari ve pargalanma urunlerinin toksik
etki olusturmamasi,

e Etkin madde yukleme kapasitelerinin yuksek olmasi ve bu sayede, etkin
maddenin hidcre i¢i dagihminda atrigi saglamasi,

e Oral yolla verilen ilag uygulamalarinda, nanopartikul seklinde verilen ilacin
artan salim ve biyoyararlanimini saglamasi,

e Polimerik yapilarinin ayarlanabilmesiyle etkin maddenin
hedeflendiriimesine, saliminin kontroline ve surdurilmesine olanak
saglamasi: Hedeflenen bdlgede enjeksiyonlarini takiben, gunler hatta
haftalar slren etkin madde salimina olanak verirler. Ayrica,
nanopartikillerin ylzeyine hedefleme bdlgesindeki 6zel molekuler yapilar
tanilyan 0Ozel ligandlarin tutturulmasi ile etkin maddenin lokalizasyonu
mumkun olmaktadir.

e Diger kolloidal tasiyici  sistemlerle  kiyaslandiklarinda  polimerik
nanopartikillerin biyolojik sivilarda ¢ok daha yuksek stabiliteye sahip
olmalari: Polimerik partikiler yapi, kati matriks igine hapsedilmis aktif
maddeyi pargcalanmaktan korur. BOylece etkin maddenin istenen bolgeye

ulasma olasiligi artar.
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e Kiuglk partiktl boyutlari sayesinde klguk kapillerlere penetrasyon imkani
olmasi ve hucreler tarafindan tutulumlarinin saglanmasi:. Bdylece, vicutta
hedeflenen bdlgede istenen etkin madde salimi saglanir. Mikropartikullere
kiyasla hucre igine alimlari yuksektir.

e Etkin maddenin hedef bolgede salimini sagladiklarindan dolayi, diger organ
ve dokular Uzerindeki sistemik toksisitelerinin azaltiimis olmasi.

e Nanopartikul dispersiyonlarinin; ilacin, tagiyici veya ilave zararli ¢gozuculer
icinde ¢ozunmesine gerek kalmadan, parenteral yolla kolaylikla
uygulanabilmesine olanak vermesi,

e Uretim tekniklerinin genel olarak basit methodlar icermesi ve kolay olmasi.

e lacin kati dozaj sekillerinde, uzun siire ve ilave saklama sartlarina gerek
kalmaksizin saklanmasina imkan vermeleridir [63-65].

Birgok avantajina ragmen nanopartikullerin dezavantajlari da vardir. Kiguk boyut
ve genis yuzey alani, partikil agregasyonuna neden olarak partikulleri kati veya
sivi formda saklamayi zorlastirmaktadir. Ayrica yine kuglk boyut ve genis yuzey
alani, matrise sinirli miktarda ilag¢ yiklenmesine ve hizli salima (ani patlama, burst

release) neden olmaktadir [64].

2.7.1. Nanopartikiil sentezinde kullanilan polimerler ve PLGA

Nanopartikul Uretiminde kullanilacak matris malzeme seciminde; istenen partikul
boyutu, ylzey karakteristigi (yukl, gecirgenligi), biyobozunma derecesi,
biyouyumluluk, toksisite, istenen ilag salim profili ve son UrGn antijenitesi gibi

birgok faktor rol oynamaktadir [64].

Nanopartikillerin  Uretiminde dogal (proteinler, polisakkaritler) ve sentetik
polimerler  (Uretim sirasinda  sentezlenenler, ©Onceden sentezlenenler)
kullaniimaktadir. ilk tretilen nanopartikiller, albumin gibi dogal proteinlerden ya da
poli(akrilamid), poli(metil metakrilat) gibi biyobozunur olmayan sentetik
polimerlerden dretilmistir. Nanopartikul Uretiminde proteinlerin  kullaniminda
antijenik reaksiyonlarin olugmasi gibi olumsuz sonuglar meydana gelirken,
biyobozunur olmayan sentetik polimerlerin kullaniminda ise bu polimerlerin
toksisiteleri bayuk risk olusturmaktadir. Nanopartiktl Uretimi sirasinda sentezlenen
polimerlerin kullaniminda ise monomerlerin tamami ile polimerize olmayip

nanopartikil yapisinda artik olarak kalabilme sakincasi bulunmaktadir.
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Nanopartikullerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan polimerler Cizelge
2.3'de verilmigtir [61]. Son zamanlarda peptit, protein ve nukleik asitlerin
nanopartikuller ile tasinmasinda polisakkaritlerden de yararlaniimaktadir. Bu tez
calismasindaki nanopartikiller Poli(d,laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) kullanilarak

uretildiginden PLGA polimerine ait genel bilgiler asagida detayl olarak verilmigtir.

Cizelge 2.3. Nanopartikul hazirlanmasinda kullanilan polimerler

Polimer Tipleri Polimer isimleri

Sentetik Polimerler Poli(laktid) PLA
Poli(laktid-ko-glikolid) PLGA
Poli(e-kaprolakton) PCL
Poli(izobutilsiyanoakrilat)
Poli(n-butilsiyanoakrilat)
Poli(akrilat)
Poli(metakrilat)

Dogal Polimerler Kitosan
Jelatin
Aljinat
Albumin
Blok kopolimerler Poli(laktid)-poli(etilen glikol) (PLA-PEG)

Poli(e-kaprolakton)-poli(etilen glikol) (PCL-PEG)
Poli(heksadesilsiyanoakrilat)-ko-poli(etilen glikol)
(PHDCA-PEG)

Kolloidal stabilizanlar  Dextran
Poli(vinil alkol) (PVA)
Tween®20 veya Tween ®80

Poli(d,l-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

Toksik olmayan metabolitlere dontsen polimerler, uzun etkili ve kontrolli salim
sistemlerinin  hazirlanmasinda siklikla tercih edilmektedir. Sahip oldugu
avantajlarindan dolayi etkin maddelerin enkapsulasyonu sonucu kontrollu salinimi
icin nanopartikul Uretiminde en yaygin olarak kullanilan biyobozunur polimerler
alifatik poliesterler olan polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ve bunlarin
kopolimeri olan poli(d,l-laktik-ko-glikolik asit)’dir [66]. Poli(d,I-laktik-ko-glikolik asit),

laktik asit ve glikolik asit monomerlerinin uygun karisimlarinin polimerizasyonu
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sonucu elde edilmektedir. Kopolimeri olugturan monomerlerin  oranlari
degistirilerek, farkli molekul agirliginda, farkh fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal
Ozelliklerde PLGA polimerleri elde edilebilmektedir. Polimerik matriks olarak ilag
tasiyici sistemlerde kullanilan PLGA’larin 6zelliklerine bagli olarak, ilag saliminin

uzatiimasi ve kontrolu gergeklestirilebilmektedir [65].

PLGA’nin kristal yapisi kopolimer zincirindeki iki monomer bileseninin molar
oranina baglidir. PLGA'da, % 70’den az PGA iceren kopolimerler amorftur ve
diklorometan, etil asetat gibi organik g¢ozuculerde kolaylikla ¢ozunurler. PGA
hidrofilik 6zellikte oldugundan htcre ici kosullarda kolaylikla ¢ozinmektedir. PLA
ise yan zincirinde PGA’e gore fazladan bir metil grubu tasidigindan (Sekil 2.16)
daha hidrofobik 6zelliktedir ve biyobozunmasi PGA’den ¢ok daha uzun slrede
gerceklesmektedir. Bu nedenle PLGA’nin sudaki bozunma 6zelligi kopolimerin
molekul agirligina ve laktik:glikolik oranina baghdir. Yuksek glikolik asit icerigi ve

dusuk molekul agirhdi, biyobozunma oranini artirmaktadir [61].

—0O-CH,- C ——
- —In CH,
PGA 0 | 0
_ _ o-C Hz 0- ( H-( HO-CH,- - OH + HO-CH- ¢ - OH
CH H UH
e O Glikolik asit Laktik asit
~+0-CH-C—— PLGA
— —n
PLA

Sekil 2.16. Poli(Laktik asit) (PLA), Poli(Glikolik asit) (PGA) ve Poli(d,l-laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) polimerlerinin kimyasal yapilari ve PLGA polimerinin hidrolizi

PLGA,; fizyolojik ortamda inert olmasi, biyolojik olarak pargalanabilmesi,
biyouyumlu olmasi ve toksik olmayan Urlnlere parcalanabilmesi nedeniyle, yeni
ilag tastyici sistemlerde yaygin olarak kullanilan ve FDA tarafindan da onaylanmis
bir biyopolimerdir. PLGA kopolimerleri gerek yagda, gerekse suda ¢dzlinen etkin
maddeler ile nanopartikuler sistemlerin hazirlanmasinda uygun tasiyicilardir [65].
PLGA vicutta laktik asit ve glikolik asit monomerlerine pargalanmakta (Sekil 2.16),
bunlar da sitrik asit donglsune girerek metabolize olarak karbondioksit (CO2) ve
suya (H20) parcalanmaktadir [61].
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2.7.3. PLGA nanopartikiillerden salim mekanizmasi

PLGA nanopartikilleri bulk erezyon (yigin erezyonu) yada yluzey (surface)
erezyonu sonucu pargalanmaktadir (Sekil 2.15) ve etkin madde salimi polimerin
hidrolizi sonucu bozunmasina bagl olarak dort asamadan meydana gelmektedir
(Sekil 2.17). Birinci asamada suyun difuzyonu gerceklesmekte bunu takip eden
ikinci agsamada ise asidik ug gruplara sahip oligomerlerin hidroliz reaksiyonunu
otokatalizlemesi sonucu hidroliz hizlanmaktadir. Uclinci asamanin basinda kritik
molekul agirhgina ulasilmakta ve oligomerler partikilden disariya difuze
olmaktadir. Su molekulleri olusan bogluklardan difize olmakta bu da oligomerlerin
daha fazla diftizyonunu tesvik etmektedir. Polimerin belirgin kitle kaybi ve etkin
madde salimindaki keskin artis ugincli agsamada meydana gelmektedir. Dordlincu
asamada ise polimerik matriks yuksek oranda gbdzenekli bir yapiya donusmekte,

bozunma daha yavas ve homojen bir sekilde ilerlemektedir [67] .

O
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Asama-| Asama-Il Asama-lll Asama-1V
‘SEJl\fun Polimer Hidrolizi Oligomer difiizyonu Gézenekli yapi
difizyonu KU;EJk miktarda Etkin madde salimi Homojen bozunma
kiitle kaybi Kitle kaybi

© Su molekala, @ Asidik oligomerler, @ Etkin madde , O Oligomer difiizyonu sonucu olusan bosluklar

Sekil 2.17. PLGA nanopartikilin hidrolizi ve etkin madde salim asamalari [61]

Nanopartikullerden ilag salim kinetigi bieksponansiyel fonksiyonla
tanimlanmaktadir (Esitlik 2.1).

C=Ae-at +Be-pt Esitlik (2.1)

C= t aninda partikilde bulunan ilag konsantrasyonu, A= Diflizyon kontrol sistemi
sabiti, B= Erozyon kontrol sistemi sabiti, a, B = Oran sabitleridir. Genel olarak
polimer matristen biyoaktif ajan salim orani ¢ozinurlige, difizyona ve matris
materyalinin biyobozunurluguna baghdir. Biyoaktif ajan salimi ayni zamanda
yukleme verimine ve nanopartikul buyuklugune de baghdir. Kiguk partikul boyutu,

biyoaktif ajanin ani patlama (hizli salim) seklinde salimina neden olmaktadir. Ani
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patlama etkisi zayif baglanmadan ya da genis nanopartikul yluzeyine adsorbe

olmus ¢ok miktarda biyoaktif ajandan kaynaklanmaktadir [50].

2.7.2. Nanopartikiil tretim yontemleri

Nanopartikullerin hazirlanma yonteminin segimi, kullanilan polimerin yapisina ve
etkin maddenin ¢Ozunurlik 6zelligine gore belirlenmektedir. Nanopartikdl
hazirlama yontemleri olarak onceleri monomerlerin gesitli ortamlarda in situ
polimerizasyonuna dayanan yontemler kullaniimistir. Ginimuzde ise, tam olarak
karakterize edilmig, dnceden sentezlenmig polimer veya dogal makromolekullerin
dispersiyonuna dayali yontemler daha fazla kullaniimaktadir. Genel olarak
kullanilan yontemlerinden en ¢ok kullanilan dort tanesi; emulsiyon-¢ozucu
buharlastirma, monomerin polimerizasyonu, iyonik jellesme ve superkritik akiskan
yontemidir [50]. Bu tez ¢alismasinda da Emulsiyon-¢6ziclu buharlagtirma yontemi

kullaniimistir.

Emilsiyon-Co6ziici Evoporasyon Yontemi:

Cozucu DifGzyon/Evaporasyon yodntemi olarak da anlandirilan bu method
polimerik nanopartikillerin  olusturulmasi igin ilk geligtirilen ve polimerik
nanopartikillerin olusturulmasinda en sik calisilan yontemdir [61]. Bu yontemde
polimer ve biyoaktif ajan, diklorometan, kloroform, etil asetat gibi hidrofobik
biyoaktif ajanlari da c¢ozebilen organik ¢ozici icerisinde ¢ozilmektedir. Onceki
calismalarda diklorometan ve kloroform daha sik kullanilirken yeni yapilan
¢alismalarda bu kimyasallarin yerini etil asetat almigtir. Olusan karisim, surfaktan
iceren ugucu sulu ¢ozelti igerisine eklenerek emulsiyon olusumu saglanmaktadir.
Geleneksel yontemde tekli emlilsiyon (yag/su) ya da ikili emulsiyon (yagd/su/yag)
olmak uzere iki temel strateji tercih edilmektedir. Kararli emulsiyon olugsumu
yuksek hizda homojenizasyon ya da ultrasonikasyonu ile olusturulur. Kuguk
boyutlarda partikul eldesi ve homojen dagilim icin yuksek hizli homojenizator ile
karisma saglanmaktadir. Nanopartikillerin Uretiminin  son asamasi olarak,
¢Ozucunun; evaporason, oda sicakhginda manyetik karigtiricida devamli

karistirma ya da disuk basing altinda ugurulmasi saglanmaktadir [50,61].

Bu tez calismasi kapsaminda tekli emulsiyon (w/o) ¢ozucli difizyon yontemi
uygulanarak PLGA naopartiklller hazirlanmigtir. Bu ydntemde suda ¢éziinmeyen
etkin madde ve polimer i¢in ortak olan ¢ozucu segilir ve her ikisi de ortak organik
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¢bzucude ¢ozunduralur. Daha sonrasinda yuzey aktif madde iceren sulu ortama

karigtirilarak nanopartikaller Uretilirler (Sekil 2.18) [61].

Polimer+Etken Madde
(Organik Coziicii)

Nanopartikiiller
> ® o B — — L
Karigtirma Evapoarsyon Ayirma ve ‘
Saflagtirma L

Yag-Su (w/o)
Emiilsiyonu

—
-

Sulu Cozelti

Sekil 2.18. Tekli emulsiyon w/o ¢dzlcu evaporasyon yontemi ile nanopartikillerin

uretimi

2.7.4. Nanopartikullerin biyomedikal uygulamalari

Son yillarda, biyobozunur nanopartikiller yuksek biyoyararlanim, iyi
enkapsulasyon, kontrolli salim ve dusiUk toksisite 6zellikleri gibi sahip olduklari
avantajlardan dolayi; nanoteknoloji, tip, biyoteknoloji ve diger alanlarda siklikla
biyoaktif ajan tasiyici sistemler olarak kullaniimaktadir. Ozellikle de suda
¢bzunen/gdzinmeyen cgesitli tibbi ilaglarin ve biyoaktif molekullerin hasta

uzerindeki terapatik etkilerini arttirmak amaciyla tercih edilmektedirler [68, 69].

Tip alaninda o6zellikle antikanser ilaglar, antienflamatuvar ilaglar, antiparaziter
ilaclar, peptit ve proteinler icin tasiyici sistem olarak, ayrica, asilar ve tani
maddeleri olarak kullanilirken; veteriner hekimlikte de hayvanlar parazitlere karsi
korumak i¢in igme suyu iginde verilen ve bagirsakta pargalanarak ilaci
serbestlestiren nanopartikuller ile yaygin uygulama alani bulmaktadir. Antijenik
Ozellikteki molekulleri tasiyan nanopartikullerin ise, immunolojide Umit verici

sonuglar olusturdugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [70,71].

2.8. Kemik Rejenerasyonunda Hayvan Modelleri

Gunumuzde kroniyofasiyal alanda c¢ok degisik kemik greftleri ve implantlar
kullanilmaktadir. Rekonstruktif cerrahide greft ve gesitleri implantlar gibi degisik

osteokonduktif ajanlar kemik yapimi veya defektin doldurulmasi gereksinim
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duyulmaktadir. Her ne kadar farkl tip ve galisma sekilleriyle bu implant ve greftler
deney hayvanlarinda denenmis olsa da henuz uygun bir hayvan modeli
tanimlamada bazi farklh gérusler mevcuttur [92,93]. Calismalarda kontrol amaciyla
secilen defektler genellikle spontan olarak iyilesebilmektedir. Geng¢ hayvanlarda bu
iyilesme yaslilara oranla daha iyidir ve bu nedenle de tercih nedeni olarak

goOrulmektedirler [94].

Bir kemik defektindeki iyilesmenin miktari genis olgide yara buyukligine
bagdimlidir. O nedenle iyilesmenin gozlemlenmek istendigi bir defekt tipi spontan
olarak iyilesebilece@i boyuttan fazla olmalidir. Kritik boyutlu defekt, bir hayvanda
her hangi bir osteopromotif bir materyal kullanilmadan yasam boyu spontan olarak
kemik yapimi (dolumu) ile iyilesme gosteremeyen en kiglik boyutlu kemik yarasi
olarak tanimlanmaktadir. Bu tip defektler kemik dolumundan c¢ok, fibroz bag

dokusuyla dolumu ve iyilesme egilimi gostermektedirler [95,96].

Genel olarak kabul edilmis yaklasimlar arasinda optimum bir deney sartlarinda

kemik yapiminin kalitesi konumunda 5 parametrenin dnemi vurgulanmistir [96];

e Hayvan turd

e Hayvan yasi

e Defektlerin anatomik lokasyonu
e Defektlerin boyu

e Periost

Tam bu faktorler seri olarak yapilmis birgok calismada hep gliindemde kalmistir.
Ayrica, kemik rejenerasyonunun gozlenecedi bir hayvan modelinde su ozellikler
bulunmahdir [96];

¢ Mevcut defekt kritik boyutlu defekt capindan az olmamalidir.

o Model degismez 6zellikte olmalidir.

e Hayvanlar kolayca elde edilebilir ve anestezisi kolay olmalidir.

e Implantin uygulandi§i kisim, hem kortikal hemde kanselléz kemik
icermelidir.

e Fraktur riski minimalize edilmelidir.

e Modelin takibi histolojik ve radyolojik olanaklara agik olmaldir.
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Ortopedi ve travmatolojide kullanilan deney hayvanlari genel olarak: Kobay
(Guinea Pig), Fare (Balb/C ya da Swiss Webster) (20-50 g), Sigan (Wistar ya da
Sprague-Dawley) (250-450 gr), Tavsan (Yeni Zelanda Tavsani) (2.5-3.5 kg),
Kopek (melez kodpekler-beagle) (10-12 kg), Koyun, Tavuk, Domuz (York-shire,
Alman) ve Maymun (primat) olarak siralanabilir. Cogu deneysel c¢alisma igin
sicanlar uygun hayvanlardir. Fakat kikirdak ve tendon galismalarinda yada cerrahi
bir teknigin uygulanacagi ¢alismalarda daha buyuk olduklari igin tavsan, kopek ve
koyunlar tercih edilebilir. En ucuz ve kolay ulasilani civciv embriyosu olsa da
calisma sonuglari insan patofizyolojisine gok uymamaktadir. insan fizyolojisine en
yakin sonuglarin alindigi hayvanlar maymunlardir. Fakat bu deneklerin bulunmasi,

barindiriimasi pahali ve zordur [98].

2.8.1. Kraniun (Kalvaria) Defektleri

Cranium (calvaria) canlilarda vicudun énemli bir pargasini teskil etmektedir. Cok
cesitli ve genellikle ¢ift ve simetrik olan kemiklerden olusur. Kalvariya kemiklerinin
cok farkli ozellikler tagidigr bilinmektedir. Herseyden once, diger kemiklere gore
biyolojik olarak daha inertlik gdsterirler. Bu 06zellik zayif bir kanlanma ve az
miktarda olan (yer almis) kemik iligiyle baglantihdir. Kanlanmasi da 6zel bir yapi
gosterir. Deney hayvanlarindaki kraniyal defektlerin rejeneratif kapasiteleri
insanlarindakinden daha iyi oldugu bilinmektedir. Kalvariya, morfolojik ve
embriyolojik agidan bir membran prosestinden gelisim gdsterir ve bu nedenle de
yluz bolgesinde yer alan membrandz yolla gelismis diger kemiklerle benzerlik
gOsterir [95, 96].

Anatomik olarak kalvariya iki kortikal tabaka icerir ve bu agidan da mandibulaya
benzerlik goésterir. Fizyolojik olarak da kanvariyal kortikal kemik atrofik bir
mandibulaya benzerlik gdsterir. Kalvariya bdlgesi bu nedenlerle test amaciyla
implant uygulanan en 6nemli bolgelerden biri olarak gorulmektedir. Kritik boyutlu
kalvarial defekt de siklikla 4 tip hayvanda ele alinabilir. Sigcanlar (ratlar) bilindigi
gibi deney hayvani olarak siklikla tercih edilen hayvanlar grubundadir. Ratlarin
disinda; kdpekte, tavsanda ve maymunda ¢ok farkli kritik boyuttaki kraniyal defekt
denemeleri yapilmigtir. Test amaciyla ratlarda c¢esitli osteopromotif materyal

uygulama fikri yaklasik kirk yil dncesine dayanmaktadir [93,96].
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2.8.2. Sicanlarda iskelet Sistemi

Ratlarda iskelet sisteminin gelisimi, diger memelilere oranla daha yavastir. iskelet
sisteminin gelisiminin yaklasik yedinci haftada en yuksek noktaya gelerek
tamamlanmasiyla ratlar ortalama vicut buyukligune ulasmig hale gelir.
Apendikiler iskelette kemiklesme, merkezden perifere dogru ilerleyerek dnce 6n
ekstremitelerde bunu takiben de arka ekstremite kemiklerinde gorultir. Bununla
birlikte kemiklesme, ratlar bir yasini asincaya kadar tamamlanmaz. Ratlarda,
iskelet batunlugunin devamliliginin saglanmasinda androjenler rol oynamaktadir.
Yasglanmig, buyumesini tamamlamis erkek ratlarda androjen eksikligi, kemik kaybi
ve hasarinin artmasiyla sonuglanmaktadir. Her ne kadar androjen eksikligine bagl
kemik kaybinin mekanizmasi tam olarak bilinmese de bu olay 6nemli dl¢ide
osteopeniye neden olmaktadir. Ratlarda gebelik ve laktasyon, kemigin mekanik
Ozellikleri Uzerine Oonemli derecede etkilidir. Tek bir gebelik, maternal iskeletin
sungerimsi bolumunu guclendirirken sik tekrarlayan gebelikler bu bolimu
zayiflatmaktadir. Disi ratlar ilk reproduktif donglye iliskin doku kayiplarini
duzenleyebilmek igin daha yogun bir kemik kutlesine sahiptirler. Boylelikle ilk
dongu sonrasinda bile optimal iskelet kutlesini saglayabilmektedirler. Buna karsin
laktasyon doneminde, kemik hacminde ve kemigin kortikal ile singerimsi doku
agirhginda azalma olugacagindan eger Ureme sik araliklarla meydana geliyorsa

laktasyon sonrasi normal onarim sureci aksamaktadir [97].

2.8.3. Etik llkeler ve izin

Deneysel hayvan calismalarinda deneyin bilimsel dederi yani sira etik yonlerini de
disinmek gerekir. William Russel ve Rex Burch (1959), deneysel hayvan
¢calismalarinda uyulmasi oOnerilen temel ilkeleri “3R” (Replacement, Reduction,
Refinement) olarak 6zetlemiglerdir (2,3). Bu ilkeler deneysel calismalarin birer

hayvan katliami olmasini engellemek amaciyla tanimlanmistir.

Yerine Koyma (Replacement)

Hayvan deneyleri yerine konabilecek alternatif arastirma modellerini kullanmak
(hUcre kalturd, kadavra galigmasi, bilgisayar modelleri, invitro infeksiyon modelleri
vb) ya da filogenetik siralamada alt seviyedeki denekleri (omurgasiz hayvanlar)

secmek tercih edilmelidir.
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Denek sayisini azaltma (Reduction)

Hayvanlarin farkli deney modellerinde ortaklasa kullaniimasini tanimlar. Bir ilacin
etkilerini ortaya koymak icin 6tenazi sonrasi organlarin farkh birimler tarafindan
incelenmesi uygun bir ydntemdir. Ayrica deney sonunda yeterli derecede guvenilir
verileri saglayacak en az sayida hayvanin kullaniimasi igin g¢alisma Oncesi

istatistiksel planlama yapilmalidir.

Deney modelinin kalitesini diizenleme (Refinement)
Hayvanlarin deney suresince c¢ektigi agri ve stresi azaltmaya yodnelik onlemler
alinmali, gelismis teknik ekipman kullanmali ve daha az invaziv olan teknikler

kullaniimalidir.
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3. DENEYSEL GALISMALAR

Bu bodlimde, tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel ¢alismalarin ve kullanilan
yontemlerin 6zeti verilmistir. llk bolimde PHEMA-Jelatin doku iskelelerinin retim
yontemi ve karakterizasyon calismalari 6zetlenmistir. Daha sonrasinda ise PLGA
nanopartikullerin hazirlanmasi ve kriyojel doku iskelelerine yuklenmesiyle birlikte
karakterizasyon c¢alismalarina yer verilmigtir. Ardindan, nanopartikillerden ve
nanopartikal yukla doku iskelelerinden 17- estradiol ve testosteronun salimina
yonelik olarak gergeklestirilen deneysel c¢alismalara yer verilmigtir. En son
bolumde ise uretilen sistemin, sican adipoz kokenli mezengimal kOk hucreler
uzerindeki etkilerinin incelendigi hucre kaltur galigsmalari ile sigan kraniyumlarinda
olusturulan kritik boyutlu defektler Uzerindeki etkilerinin incelendidi rejenerasyon

caligsmalarinin yontemleri belirtiimistir.

3.1. Deneysel Malzemeler

Doku iskelesi hammaddesi olarak kullanilan 2-Hidroksietil metakrilat (HEMA) ve
carpraz baglayici ajan olan poli(etilenglikol) diakrilat (PEGDA) Aldrich’ten
(Almanya) satin alinmistir. Jelatin (domuz derisinden, Tip A) ve ¢agraz baglayici
ajan gluteraldehit ile polimerlesme ajanlari N,N,N',N'-tetrametilen diamin (TEMED)
Fluka (Buchs, Isvigre) firmasindan ve amonyum persulfat (APS) Sigma (St Louis,

USA) firmasindan alinmistir.

Calisma kapsaminda 17-f estradiol’lin ticari olarak mevcut toz formu kullanilmigtir
ve Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Nanopartikil hazirlanmasinda
kullanilan poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) kopolimerleri (PLA:PGA, 65:35), ile
stabilizatér olarak kullanilan didodesil dimetil amonyum bromir (DMAB) Sigma-
Aldrich’den (Almanya) satin alinmistir. Polimerler Riedel-de Haen (Almanya)
firmasindan temin edilen etil asetat igerisinde ¢ozilmustlr. Partikil Gretimi

sirasinda Heidolph (Almanya) marka yuksek hizli homojenizator kullaniimistir,

Hucre kuiltir calismalarinda kullanilan Dubeculos Modified Essential Medium
(DMEM), Fetal Bovine Serum (FBS), penisilin-streptomisin, dexametazon, [-
gliserol fosfat, askorbik asit ve Tripsin/EDTA (%0.01 tripsin/10 mM EDTA) ¢ozeltisi

Sigma (Almanya) firmasindan temin edilmigtir.

Hucrelerin metabolik aktivitelerinin takibinde kullanilan 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-

difenilterazolyum bromar (MTT), izopropil alkol, sodyum dodesil silfat (SDS), SEM
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analizi igin ornek hazirlamada kullanilan hekzametildisilazan (HMDS), Sigma-
Aldrich (Almanya); ALP aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan Triton X-100 Sigma
(Almanya), 2-amino 2-metil-1,3-propanol Aldrich (Almanya), magnezyum KklorUr
(MgCl2) ve sodyum hidroksit (NaOH) ise Merck (Almanya) firmalarindan satin
alinmigtir. RT-qPCR (gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu) analizi icin RNA

izolasyonunda kullanilan Trizol Invitrogen (ABD) firmasindan tedarik edilmigtir.

3.2. PHEMA-Jelatin Kriyojel Doku iskelelerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

PEGDA capraz baglayicisiyla hazirlanan PHEMA kriyojel doku iskeleri, nihai
monomer konsantrasyonlari sirasiyla %8, %10, %12 ve %15 olacak sekillerde
hazirlandi ve her gruptaki HEMA monomeri ile PEGDA ¢apraz baglayicisinin orani
laboratuvarimizda vyapilan onceki calismalar [72] baz alinarak 6:1 olarak

belirlenmistir.

Serbest radikal polimerizasyonu TEMED (%1 v/v) ve APS (100mg/mL %210 v/v) ile
bagslatildiktan sonra monomer karisimlari hizlica, tez ¢calismasinda denenen iki
farkh hazirlama ydntemi olan 2 cam arasina (camlarin arasinddaki mesafe 2mm
olacak sekilde) ve 8 mm capli 3 mL'lik kolonlara dékulmustur. 24 saat boyunca
eksi 18°C’de dondurulan jeller sonrasinda oda sicakliginda ¢oézduralmustar.
Kriyojellesmenin 2 cam arasinda saglandigi jeller 10mm c¢aph kesici metallerle
(cutter) kesilerek, kolonlarda sentezlenen kriyojeller ise 20'lik bisttri ucuyla her biri
2mm olacak sekilde kesildi. Sonucta %8, %10, %12, %15 PHEMA
konsantrasyonuna sahip 8 mm ¢aplh ve 2 mm kalinliktaki kriyojeller iki farkli sentez

yontemi kullanilarak elde edilmistir.

Elde edilen bu gruplara uygulanan, tezin ilerleyen asamalarinda agiklanacak olan
belirli karakterizasyon islemlerinden sonra, kriyojelasyon isleminin tipte saglandigi
hacimce %8’lik ve %10’luk PHEMA monomer konsantrasyonuna sahip kriyojellerin
secimiyle birlikte, bu iki farkh oranl jelin her biri hacimce %1, %2 ve %4’lUk farkh
Jelatin icerigine sahip olucak sekilde gluteraldetit capraz baglayicisinin yardimiyla
yeniden farkli gruplar hazirlanmistir. TEMED ve APS’nin eklenmesinden hemen
once PHEMA-PEGDA icerikli distile suya ayrica jelatin ve gluteraldehitin (hacimce)
20:1 (hacimce) oraninda eklenmesiyle hazirlanan bu kriyojellere de cgesitli

karakterizasyon islemleri uygulanmistir.
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3.2.1. Sentez gesitleri: Farkh sekillerde ve bilegsim oranlarinda kriyojeller

iki cam arasinda ve cam tipte olmak lzere iki farkli gesitte sentezlenen doku
iskeleleri, hem icerdikleri HEMA monomer orani hem de jelatin oranina goére farkl
deney gruplari halinde incelenmig ve bu gruplarin tanitimi Sekil 3.1’de sematik ve

oransal olarak belirtilmigtir.
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Sekil 3.1. PHEMA-Jelatin kriyojel doku iskelesi deney gruplari

PHEMA-Jelatin  kriyojellerin ~ hazirlanmasinda asagida verilen  yontem

uygulanmigtir:
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Cizelge 3.1’de verilen miktarlara gore; HEMA ile PEGDA belirtilen
miktardaki saf suyun bir kisminda, buz banyosu igerisinde manyetik
karigtiricida ¢ozulmustar.

Jelatin ise o deney grubuna ait belirnen miktarda ve yine o deney grubuna

ait belirlenen suyun kalan kisminda 30°C’de ¢dzulmustir ve daha sonra bu

iki cOzelti birbiri ile buz banyosu icerisinde, yine belirtilen miktardaki
gluteraldehit de eklenerek karistiriimigtir.

Polimerizasyonda baglatici olarak kullanilan TEMED ve APS cifti en son

olarak eklenmis ve hizlica karigmalari saglanmistir.

Polimer surubu hazirlandiktan sonra iskelenin deney grubuna gore, vakit

kaybetmeden ve hizlica:

1) Alt uglar kapal ve buz igerisine yerlestiriimis cam tuplere (8 mm ¢ap ve
herbirinde 3.0 mL olacak sekilde) dagitilmistir. Ya da,

2) Aralarinda 2mm bosluk olacak sekilde (l¢ yuzeyi kapatiimig, Ust tarafi
polimer surubunu dokmek icin agik olan ve igslemden 6nce hazirlanip -
20°C’de bekletilen) 2 cam blok arasina dokulmustar.

Hemen ardindan tlpler veya cam bloklar, polimerizasyonun gergeklesmesi

icin -18°C’deki dondurucuya kaldiriimis ve burada 24 saat bekletilmigtir.

24 saat sonunda dondurucudan gikarilan kriyojellerin oda sicakligina

gelmeleri saglanmistir. (Oda sicakliginda kriyojellerin igerisinde donmus

olarak bulunan su erir ve bdylece kriyojellerin yapisinda birbiriyle baglantih
g6zenekler olusur.)

Kriyojeller oda sicakhdina getirildikten sonra yaplya girmeyen

monomerlerin ortamdan uzaklastiriimasi igin saf su karisimi saf su ile

defalarca yikanmistir.

Yapiya girmeyen monomerlerin tamamen uzaklastirildigindan emin olmak

icin yikama ¢ozeltisinin 595 nm’de verdigi absorbans sifir olana kadar

yikama islemine devam edilmistir.

Kriyojeller kullaniimadiklari zaman +4°C’de %0.02 sodyum azidli PBS

¢cOzeltisi icerisinde saklanmigtir.
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3.2.2. Karakterizasyon g¢aligmalari

3.2.2.1. Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi

PHEMA-Jelatin doku iskelelerinin yuzey ve kesit morfolojileri, Carl-Zeiss EVO
506P (Almanya) taramali elektron mikroskobu ile Hacettepe Universitesi, Jeoloji
Bolimu, Elektron Mikroskopisi Laboratuvar’nda incelenmisti. SEM ile
goruntileme oncesi, kriyojel iskeleler ilk olarak -20°C’de dondurulmus ve
liyofilizatorde (Chris Alpha 1-2 LD plus, M Christ GmbH, Almanya) kurutulmustur.
Sonrasinda kuru kriyojel iskele drnekleri altin-paladyum ile kaplanmistir. iskele
g6zenek capi, SEM goérintileri Gzerinden Wayne Rasband tarafindan gelistirilen
Image J programi (Ulusal Saglk Enstitisl, Bethesda, M.D., ABD) kullanilarak

belirlenmistir.

3.2.2.2. Fourier donuisiimliu kizilotesi (FTIR) spektrofotometre analizi

Jelatinin PHEMA kriyojele katilip katiimadigini belirleyebilmek icin PHEMA kriyojel,
PHEMA-Jelatin kriyojel ve ligand olarak kullanilan Jelatinin yapisi Infrared
Spektrometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) ile
incelenmis ve elde edilen sonuglar birbiri ile karsilastiriimigtir. Analiz 6ncesi
ornekler 55°C’deki etlivde kurutulmustur ve érneklerin 4000-650 cm* dalga sayisi

araliginda spektrumu alinmigtir.

3.2.2.3. Sisme galigmalari

Calisma kapsaminda hazirlanan PHEMA-Jelatin kriyojellerin dinamik sisme
deneyleri fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS, pH=7.4) ve 37°C’deki etiivde (NUve EN
500, Tuarkiye) gergeklestirilmistir.

Sisme testleri igin 6nce kuru agirliklari belirlenen 8 mm ¢ap ve 2 mm kalinhgindaki
kriyojel diskleri, PBS tamponuna alindiktan sonra belirli zaman araliklarinda
ortamdan uzaklastirilip yuzey nemi alinarak hassas terazide (Precisa 205 A SCS %

0.0001 g duyarlilik, isvigre) tartilmistir.

Dinamik sisme denemeleri 3 paralel 6rnek kullanilarak gravimetrik tayin yontemi ile
gerceklestiriimigtir. Polimerlerin sisme oranlari (Q), kuru agirliklart Wo, ve t
zamanindaki agirhgi, Wt ile Esitlik 3.1°’den hesaplanmistir.

Q=(Wt- Wo) / Wo Esitlik (3.1)
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3.2.2.4. Bradford yontemi ile jelatin tutma analizleri
PHEMA-Jelatin kriyojel doku iskeleleri hazirlandiktan sonra yapiya girmeyen
monomerlerin uzaklagmasini saglamak amaciyla yapilan her yikamanin ardindan

yikama suyu atilmayip +4°C’de saklanmigtir.

Her bir yikama suyundan 0.3 mL alinmis ve 3 mL Bradford ¢ozeltisi igerisine
eklendikten sonra ve 5 saniye vortexlenmistir. 10 dakika boyunca beklemeye
alindiktan sonra ¢dzeltinin 595 nm’de verdigi absorbans dederleri ¢ift 11k yollu UV

gorunur spektrofotometre (Labomed, Inc. ABD) ile dlgulmustur.

Absorbans degerlerinin karsilik geldigi jelatin miktarlarini belirleyebilmek igin farkl
jelatin konsantrasyonlarinda ¢ozelti hazirlayip bu c¢ozeltilerin 595 nm verdigi

degerle olgulmUs ve bir kalibrasyon grafigi ¢ikariimistir.

Yikama sularindan elde edilen Optik Yogunluk (O.D) degerleri, hazirlanan
kalibrasyon grafigi araciligiyla her bir yikama suyundan elde edilen (yani doku
iskelelerinin iceresinde tutamadidi) Jelatin miktarlarinin bulunmasini saglamistir.
Bulunan jelatin miktarlari, her bir 6rnegin kendine ait olan yikama suyu miktariyla

(50 mL) carpilarak kaybedilen toplam gergek jelatin miktari hesaplanmistir

Her grubun icerisine sentezleme sirasinda konulan Jelatin miktarinin da
bilinmesiyle, doku iskelelerin i¢cerisinde bulundurduklari jelatin miktarlari ilk konulan

jelatin miktarindan kaybedilen toplam jelatin miktarinin ¢ikarilmasiyla bulunmustur.

3.2.2.5. Mekanik analiz
Kitosan-jelatin hidrojellerin mekanik dayanim testleri icin 9 mm cap ve 4 mm

kalinhktaki érnekler, 37°C’de PBS (pH=7.4) icerisinde sisirilerek, kullaniimistir.

Sikistirma testleri, 2 mm/dk sabit c¢apraz baslhk hizinda, 0.05 N vyuk ile
gerceklestiriimistir (Zwick/Roell Z010, Almanya). Her bir doku iskelesi igin
baslangi¢ sikistirma modula, gerilim-gerinim egrilerinin dogrusal bodlgesinin egimi

alinarak hesaplanmistir.

3.3. Testosteron velveya 17-8 Estradiol Yiikli PLGA Nanopartikiillerin
Hazirlanmasi

Bu tez calismasi kapsaminda PLGA nanopartikillerin hazirlanmasini ve hormon
ile yuklenip salim sistemlerinin olusturulmasini igceren deney kisimlari Hacettepe
Universitesi Kimya Muhendisligi Boélimii Biyomiihendislik Anabilimdali igerisinde

yer alan Hicre ve Doku Muhendisligi Grubu Labaratuvarlarinda yapilmistir.
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3.3.1. PLGA nanopartikillerin sentezi ve partikiillere hormon yiliklenmesi

PLA/PGA 65:35 bilesimine sahip PLGA nanopartikiller emulsiyon-¢ozicu
buharlastirma ydntemi ile hazirlanmigtir. Kisaca, PLGA kopolimeri etil asetat
icerisinde ¢Ozulerek olusturulan % 2’lik (w/v) organik faz, icerisinde % 1 oraninda
(w/v) didodesil dimetil amonyum bromur (DMAB) bulunan sulu faza ilave edilmig
ve olusan karisim yuksek hizli homojenizatorde 15,000 rpm’de karigtiriimistir.
Sonrasinda karigima sicak su eklenerek organik fazin buharlagsmasi beklenmistir.
Ardindan, sulu fazda suspanse halde elde edilen PLGA nanopartikillerin yikama
islemi ylksek hizdaki (13,000 rpm) santrifij (Heraeus, Almanya) kullanilarak

gergeklestiriimistir.

PLGA nanopartkdillere testosteron ve/veya 17-3 estradiol yliklenmesi asamasinda
17-B estradiol/PLGA orani 10 (w/w) olacak sekilde hazirlanan karigim etil asetat
icerisinde ¢ozulmis ve bos PLGA nanopartikil Gretimindeki islemler aynen

uygulanarak hormon yukli PLGA nanopartiktller hazirlanmigtir.

3.3.2. PLGA nanopartikillerin karakterizasyon ¢aligmalari

3.3.2.1. PLGA nanaopartikiillerin boyut ol¢glimu

Uretildikten sonra sulu faz igersinde muhafaza edilen PLGA nanopartikiillerin boy
ve boy dagilimlarinin belirlenebilmesi igin, nanopartikullerin bulundugu ¢ozelti 1:10
oraninda seyreltiimis ve Zetasizer (Nano series, Ingiltere) ile 6lgimler

gerceklestiriimistir.

3.3.2.2. Hormonlarin enkapsulasyon verimlerinin belirlenmesi

PLGA nanopartikullerin, deney gruplarina gore uretim sirasinda ortamda bulunan
17-B estradiol’in veya testosteronun ne kadarini enkapstle edebildigini belirlemek
amaciyla, nanopartikil Uretiminin son asamasi olan yikama/santrifigasyon
asamasinda hormon yukli nanopartikillerin  stipernatan ve yikama sulari
toplanmistir. Yikama sulari verim belirleninceye kadar 4°C’de tutulmustur. Asil
olarak yikama sularinin igerisindeki hormon miktarinin tayini éncesinde olusturulan
kalibrasyon grafigi aracihigiyla yapilmistir. Sentez sirasinda yikleme ¢ozeltisindeki
bilinen hormon miktarindan, kapstle olmayan (yikama sularindaki) hormon miktari

cikarilarak ve aradaki fark kapsullenen estradiol miktarini vermistir.

Oncelikle 2 mg testosteron ve 17-B estradiol ayri ayri 2’'ser mL asetonitril icerisinde

¢Ozulmus ve bdylece 1 mg/mL stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Stok ¢ozelti ard arda
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asetonitril (ACE) ile seyreltilerek E2 ve TST'nin farkli konsantrasyonlardaki

standart ¢Ozeltileri elde edilmistir.

Elde edilen karigimlar iyice vortekslendikten sonra alinan 20 yL numune, HPLC
(Dionex Ultimate 3000) C18 kolonuna beslenmistir. HPLC sisteminde, mobil faz
olarak su/asetonitril (35:65) kullanilmigtir ve akis hizi 0.7 mL/dk olarak
ayarlanmigtir. Kolona beslenen estradiolli standart c¢ozeltilerin 280 nm’de
alikonma suresi olan 4.2 dk.’da ¢ikan pikin alanlarindan ve testosteronlu standart
cOzeltilerin ise 240 nm’de alikonma suresi olan 5 dk’da ¢ikan pikin alanlarindan

faydalanarak kalibrasyon grafigi ¢izilmigtir.

Farkli hormon igerikli yikama sularinin hormon c¢esidine goére ayni HPLC analiz
proseduriunden gegciriimesinden sonra piklerin olusturdugu alanlar belirlenmis ve
hazirlanan  kalibrasyon grafigi  kullanilarak  konsantrasyona  gegcilerek
kapsullenmeyen testosteron ve estradiol miktari belirlenmistir. Yukleme
¢Ozeltisinde kullanilan hormon miktarlarindan, kapsule olmayan hormon miktarlari
cikartilmis ve aradaki fark kapsullenen testosteron ile estradiol miktarini vermistir.

Son olarak bu miktarlardan % enkapsulasyon verimi hesaplanmistir.

3.4. Salim Sistemlerinin Hazirlanmasi

Tez calismasi kapsaminda testosteronun PLGA Nanopartikillerden ve PLGA
nanopartikillerin yuklendigi PHEMA-Jelatin kriyojel doku iskelelerinden salim
calismasi ile 17-B estradiolun PHEMA-Jelatin kriyojel doku iskelelerinden salim
calismalari gergeklestirilmigtir.

3.4.1. PHEMA-Jelatin doku iskelelerine hormonla yiiklenmis PLGA
nanopartikiillerin yuklenmesi

Distile suda sonikatér (Bandelin, Almanya) kullanilarak dagitilan ve stispanse hale
getirilen testosteron ve 17-B estradiol yukli PLGA nanopartikiller 6nceden
hazirlanmis PHEMA-Jelatin doku iskelelerine emdirilerek yuklenmigtir. Bu iglem
icin, sUspanse haldeki karisimdan doku iskelelerine 25 pl Ustten ve 25 pl alttan

siringa yardimiyla emdirilmek tzere toplam 50 pl ¢ekilmistir.

3.4.2 SEM analizleri
PHEMA-Jelatin doku iskelelerine yuUklenen Hormon igerikli nanopartikullerin
iskelelerin yluzey ve gozeneklerinde nasil dagildiginin gézlemlenmesi igin, Carl-

Zeiss EVO 506P (Almanya) taramali elektron mikroskobu ile Hacettepe
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Universitesi, Jeoloji Bolumu, Elektron Mikroskopisi Laboratuvar’'nda incelemeler
gerceklestiriimistir. SEM ile goruntileme oncesi, PLGA nanopartikil emdirilmis
kriyojel iskeleler ilk olarak -20°C’de dondurulmus ve liyofilizatérde (Chris Alpha 1-2
LD plus, M Christ GmbH, Almanya) kurutulmustur. Sonrasinda kuru kriyojel iskele

ornekleri altin-paladyum ile kaplanmis ve Mikroskopta incelemeye alinmistir.

3.4.3. Salim galigmalari
Tez kapsami boyunca ug farkh salim sistemi hazirlanmigtir. Bunlar:

¢ %10PHEMA-%4Jelatin Kriyojel doku iskelesinden testosteron salimini
inceleyen sistem (PHEMA/Jelatin iskele+TST)
o %I10PHEMA-%4Jelatin Kriyojel doku iskelesinden 17-3 estradiol salimini
inceleyen sistem. (PHEMA/Jelatin iskele+E2)
e PLGA naopartikullerden testosteron salimini inceleyen sistem (PLGA/TST)
1mg testosteron iceren 2 mg toz haldeki partikul, 10 mL fosfat tampon ¢dzeltisine
(PBS, pH: 7.4) eklenmistir.

Doku iskelelerinden salim calismalarinda her biri 63 pg TST ve/veya 50 ug E2
hormon bulunduracak sekilde 1 mg PLGA nanopartikul iceren (Hormonlarin farkli
enkapsilasyon verimlerine ve gunlik salmasi gereken miktarlarin hormonlara goére
homojen olmasi saglanacak sekilde miktar hesabi yapilmistir.) 8 x 2 mm
boyutlarindaki iki adet iskele 10 mL PBS (pH: 7.4) ile %0.2 sodyum azid iceren

cam siselere eklenerek salim ¢alismasi yuratalmustir (Sekil 3.2.A).

Nanopartiktlden testosteron salim g¢alismasinda ise yuklu nanopartikiller liyofilize
edilerek kurutulduktan sonra 6mg testosteronlu PLGA nanopartikdl tartiimistir ve
30 mL PBS ile %0.2 (w/v) Sodyum azid igeren santrif(j tlplerinin icersine
alinmistir (Sekil 3.2.B)

in-vitro salim c¢alismalari 37°C’de ve 70 rpm hizindaki galkalamali etiivde
yurutulmastar. Nanopartikillerden salim c¢alismasinda, belirlenen zamanlarda
salim ortamindan numune alinmadan 6nce 15000rpm’de 15 dk boyunca santrifij

islemi yapilmis ve partikillerin ¢dkmesi saglanmistir.

Salinan hormon miktarilarini belirlemek igin, hazirlanan salim ortamlarindan ilk
gun 2., 4., 8. ve 24. saatlerde, salim suresi sonuna kadar ise gittikge artan belirli

gun araliklarinda 900 pL numune alinmis ve yerine alinan miktar kadar taze
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Sodyum azidli PBS eklenmistir. Alinan numuneler Gzerine 100 pL metanol
eklenerek salinan hormon miktarlari Bolum 3.3.2.3’de anlatildii gibi HPLC ile
tayin edilmistir. Analiz i¢in alinan orneklerdeki hormon konsantrasyonlari olguimus
ve kumdalatif salim verileri elde edilerek salim profilleri olusturulmustur. Salim

calismalari tim sistemler igin Ug paralel 6rnek ile yaratalmustar.

3.5. Hiicre Kilturu Caligmalan
Sunulan tez ¢alismasinda,

1) PHEMA-Jelatin kriyojel doku iskelesinin (Hormonsuz kontrol grubu)
2)Testosteron yukla nanopartikul-kriyojel doku iskelesi sisteminin (TST grubu)
3) 17-B estradiol yukli nanopartikul-kriyojel doku iskelesi siteminin (E2 grubu)

4) Hem testosteron hem 17-B estradiol yuklli nanopartikil-kriyojel doku iskelesi
siteminin (TST+E2 grubu) kemik doku muahendisliginde kullanim potansiyelinin
arastinimasi amaciyla in-vitro kosullarda adipoz kokenli sican mezensimal kok

hicreler (ADMSC) kullanilarak hiicre kalttir galismalari gergeklestirilmistir.

3.5.1. ADMSC'’lerin eldesi ve karaktesizasyon ¢aligmalari

Bu tez kapsaminda yuUratilen in-vitro kemik dokuya farklilasma calismalarinin
hdcrelerin  izolasyonunu, in-vitro kemik dokuya farkhlagsma suresince
kiltirasyonunu ve farkli karakterizasyon galismalarini iceren kisimlara ait deneyler
Hacettepe Universitesi Biyoloji Bolimi Genel Biyoloji Anabilim Dali Fizyoloji

Laboratuvarlarinda yapilmistir.

3.5.1.1. ADMSC’lerin izolasyonu

Bu calisma kapsaminda Hacettepe Universitesi Hayvan Etik Kurul iznini takiben,
ayni koloni iginde yetistiriimis rastgele segilen ve ortalama agirliklari 100-150 gram
olan gen¢ 4-6 haftalik erkek sicanlar (Sprague dawley) kullaniimistir. izolasyon
dncesi kullanilacak tiim cerrahi malzemeler sterillenmis ve izolasyonun yapilacagi

laboratuar temizlenerek ultraviyole 1s1d1 ile bir saat sureyle steril edilmistir.

Alinan etik kurul iznine gore sigcanlara steril kosullar altinda Ksilazin (10 mg/kg) ve
Ketamin (50 mg/kg) anestezisi uygulanip, anestizi altina alinan hayvanlarin opere
edilecek bolgeleri tiraslandiktan sonra antiseptik solisyon ile dezenfekte edilmigtir.
Hayvanlardan steril kosullar altinda hem flank adipoz hem de gonadal adipoz
dokulari toplanmistir. izole edilen adipoz dokular; icinde yiiksek oranda antibiyotik-
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antimikotik iceren tasima besiyeri (%10 FBS ve %0.4 penisilin/streptomisin igeren
DMEM/F12) olan santrifdj tlpu iginde hicre kiltirine alinip, tim doku pargalari
laminar kabin iginde tasima besiyeri iceren petri kaplarinda bistlri yardimiyla 4-5

mm olacak sekilde pargalara bolinmusgtur [73].

Sekil 3.2. A. Doku iskelelerinden testosteron ve 17- estradiol ile

B.Nanopartikullerden testosteron salim galismasi i¢in hazirlanan salim sistemleri

Sekil 3.3. Siganlardan alinan yag dokularinin ADMSC izolasyonu igin kultire

edilmesi.

Elde edilen doku parcgalar 12 kuyucuklu kultir kaplarina Sekil 3.3.A’da goéruldagu
gibi yerlestiriimigtir. Kaplarinin ylzeyine yapismalari igin oncelikle Uzerlerine bir
damla primer besiyeri (%20 FBS ve %0.2 penisilin/streptomisin iceren DMEM/F12)
eklenmis ve etuvde 15 dak inkibasyona birakilmiglardir. 15 dakikanin bitiminde
doku kurumayacak sekilde doku cevresini kaplayacak kadar primer besiyeri
eklenmis (Sekil 3.3.A) ve dokular 24 saat boyunca 37°C’de ve %5 CO2-%95 O2'de
standart kdltur kosullarinda inkibe edilmislerdir. 24 saatin sonunda her kuyucuga
1 mL primer besiyeri eklenerek 37°C’de ve %5 CO:2 - %95 O2'de standart kalttr
kosullarinda inkibasyona devam edilmistir. Mezensimal kok hucrelerden

salgilanma ihtimali olan gesitli sitokinlerin farklilastirma etkisini ortadan kaldirmak
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icin besiyeri hergun ayni miktardaki taze besiyeri ile bir hafta boyunca degistirilmig
ve birinci haftanin sonunda dokular kultir kaplarindan uzaklastiriimislardir [73].
inkiibasyon siiresince hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisikler mikroskobik

olarak incelenmigtir (Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japan).

Adipoz doku kokenli mezensimal kok hucreler, kultar kabinin ylzeyini tamamen
kaplayarak yaygin hale geldikten sonra, tripsinizasyon yontemi ile pasajlama
islemi yapilmistir. Her bir 12 kuyucuklu kiltir kabindan G¢ adet 75 cm? kultir
kabina pasajlama gerceklestirildi. Pasajlama sirasinda kultur kabindaki besiyeri
uzaklastiriimis ve serumun tirpsin Gzerindeki inhibe edici etkisini ortadan kaldirmak
icin kabin yuzeyi 0.1 mL tripsin/EDTA ile bir kez yikanmistir. Yikama islemi
sonrasinda yaklasik 0.5 mL tripsin/EDTA (%0.05 / 0.02; w/v) soltusyonu ile kultar
kabinin ylzeyi kaplanarak hucrelerin kultur kabinin yluzeyinden kalkmasi igin 37
°C’de 5 dakika sureyle beklenilmistir. Bu sUrenin sonunda suspanse hale gelen
tum kuyucuklardaki hicreler primer besiyeri ile bir adet santrifuj tipe toplamis ve
800 rpm’de 5 dakika slreyle santriflj edilmistir. Santrifij sonrasinda suUpernatan
uzaklastiriip elde edilen pelet normal kuiltir besiyeri (%10 FBS ve %0.2
penisilin/streptomisin iceren DMEM/F12) ile sispanse hale getirildikten sonra 75
cm? kiltir kabinda inkiblibasyona devam edilmistir. Kok hicreler ¢ kez
pasajlanmis ve her pasaj basamaginda ileriki ¢aligmalar igin tUm pasajlardan bir
adet kryotip dondurularak -197°C’ deki sivi azot tankinda saklanip, hucrelerin

morfolojisi inverted mikroskobunda (1X70, Olympus, Japan) incelenmigtir.

3.5.1.2. Akis sitometri analizi

Hacettepe Universitesi Biyoloji Boélimindeki Fizyoloji Laboratuvarinda daha
onceki ¢alismalarda uygulanan akis sitometrik hlicre karakterizasyon sonuglarina
ek olarak bu tez kapsaminda elde edilen kdk hlcrelere de akis sitometri analizi
yapilmigtir. Uygulanan protokolde ADMSC'ler yuzeyden kaldirilarak suspanse
edilmistir. Santrifijden sonra ylkama tamponunda slispanse edilen hicrelere 300
ML floresan izotiyosiyanat (FITC)-konjuge antikorlar eklenerek oda sicakliginda 45
dk inkibasyon gerceklestiriimigtir. Bu amacgla, ADMSC’lerin immuno-
fenotiplemesinde pozitif ve negatif isaretleyiciler olan CD29, CD90, CD54, CDA45,
CD106, MHC sinif 1 ve MHC sinif 2 antijenlerine uygun sigan antikorlari ve

antikorlar icin onerilen izotip kontrolleri kullaniimigtir.
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Flow sitometrik analiz Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Terapisi Arastirma
ve Gelistirme Merkezinde (KOGEM) FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego,
USA) cihazi kullanilarak yapilmistir ve Analizler BD CellQuest Pro programi ile

gergeklestiriimistir.
3.5.1.3. Farkhilagstirma Calismalari

Normal kultir besiyerinde (%10 FBS ve %0.2 penisilin/streptomisin igeren
DMEM/F12) 12 gozlu plastik hicre kultlir kaplarina ekimleri yapilan ADMSC’lerin
%80 konfiluensiye ulagsmalarinin ardindan besiyerleri igerisine osteojenik yonde
farkhlasma uyarimi igin: 108 M Dexamathason, 10mM B-Gliserofosfat ve 250uM
L-Askorbik Asit ilavesi yapilmistir; kondrojenik yonde farklilasma uyarimi igin: 10”7
M Dexamathason, 10ng/mL Transforming growth factor 3, 37,5 pyg/mL L-Askorbik
Asit, %1 ITS eklenmigstir; adipojenik yonde farklilasma uyarimi igin ise: 107 M
Dexamathason, 5ug/mL insilin, 60uM Indomethacyn, 500uM 3-izobiitil-1-

metilksantin ilavesi yapiimigtir [22].

Farklilastirma besiyerleri 28 gin boyunca osteojenik ve adipojenik farklilastirma
icin 2 gunde bir, kondrojenik farklilastirma icin 3 gunde bir degistiriimistir.
Farklilastirma kontrolG igin osteojenik htcre kiltirtiine Alizarin Red-S, kondrojenik
hicre kiltirine Safranin O, adipojenik hlcre kultirine ise Oil Red O boyamalari

yapilmigtir.

3.5.2. in-vitro kemik doku incelemesi igin hiicre kiiltiirii kosullari
In-vitro calisma kapsaminda dort grup olusturulmustur. Yapilan tim hicre kltir

calismalarini ve analizlerini igeren tablo Sekil 3.4’'te sematik olarak verilmistir.

Bunlardan ilki kontrol grubu olarak belirlenen, nanopartikil ve dolayisiyla hi¢
hormon icermeyen PHEMA-Jelatin doku iskeleleridir (PHEMA/Jelatin = Kontrol
Grubu).

Ikincisi, testosteron yikli nanopartikillerin  PHEMA-Jelatin  doku iskelesine
emdirilmesiyle olusturulan sistemdir (PHEMA/Jelatin+TST/PLGA = Testosteron
Grubu).

Uglinciisl, 17-B estradiol yikli nanopartikillerin PHEMA-Jelatin doku iskelesine

emdiriimesiyle olusturulan sistemdir (PHEMA/Jelatin+E2/PLGA = Ostrojen Grubu).
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Dorduncusu ise hem testosteron hem de yuklu nanopartikillerin PHEMA-Jelatin
doku iskelesine ayni miktarlarda emdirilmesiyle olugturulan sistemdir
(PHEMA/Jelatin+TST/E2/PLGA = Testosteron+Ostrojen Grubu) (Sekil.3.4).
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Sekil 3.4. in-vitro hiicre kiiltiir calismasinda incelenen deney gruplari, yapilan

analizler ve gunlerini gdsteren sema.

Hucre kultura g¢alismasi igin, 8 x 2 mm boyutlarinda olan her bir doku iskelesine
gruplarina goére 50ug 17-B estradiol ve 63 ug testosteron olacak sekilde
nanopartikal (hormonlar igin belirlenen enkapsulasyon veriminden faydalanarak
gerekli PLGA partikul miktari hesaplandiktan sonra) yuklenmistir. Deneyi yapilacak
her analiz Uger paralelle gercgeklestiriimis ve yedekler ile beraber toplamda 250

adet doku iskelesi kullaniimistir.

Yuklemelerden sonra dondurulup liyofilize edilen doku iskeleleri 24 go6zll hicre
kaltar kaplarina (TCPS, Orange Scientific, Belgika) her goze bir iskele gelecek
sekilde yerlestiriimis ve etilen oksit ile sterile edilmistir. Sonrasindaki hicre kultdr
calismalari boyunca steril ortam gerektiren tum iglemler Tip Il laminer akis

kabininde yuratalmustar.
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Kulture edilen ADMSC hucreleri 2.pasajlarindayken kultur kaplarinda doygunluga
(confluency) ulastiklarinda tripsinizasyon islemi ile yuzeyden kaldiriimiglardir. Elde
edilen hicre sitspansiyonu 800 rpm’de 5 dk boyunca santriflijlenmigstir. Bu islem
sonrasinda supernatan dokulmus ve taze besi ortami ile tekrar sispanse edilen
hiicreler, hemositometrik sayim sonrasinda, hiicre yogunlugu 2x10° hiicre/doku
iskelesi olacak sekilde, her bir doku iskelesine 50 pyL hucre suspansiyonu enjekte
edilerek hlcre ekimi gergeklestiriimigtir. Doku iskeleleri, Gzerine 1’er mL ortam
eklenerek hicre kultur kaplarinda, 37°C sicakhiga, %95 neme ve %5 CO2’ye sahip
inkibatorde kultire edilmistir. Kultir ortami beginci ginunde osteojenik farklilasma
ortamiyla degistiriimigtir. Daha sonra ise 3 gunde bir 2 oraninda taze farklilagsma
ortami ile degistirilmigtir. Farklilagsma ortami, %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin
ve %0.1 amfoterisin B iceren DMEM ortamina 10® M dekzametazon, 10 nM B-

gliserofosfat, 50 mg/mL askorbik asit eklenmesiyle olugturulmustur.

3.5.3. MTT analizi

Adipoz kokenli mezensimal kok hucrelerin mitokondriyal aktiviteleri 4., 7., 14. ve
21. gunlerde 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromur (MTT) ile kantitatif
olarak tayin edilmistir. Canli hdcrelerin  mitokondrisi tetrazolyum bilesenini
indirgeyerek formazan kristallerine donustirmektedir. Olusan bu kristaller
¢ozundugunde ortaya ¢ikan mor renkli ¢ozeltinin absorbans degeri belirlenir. Elde
edilen bu absorbans degeri, Uremesini devam ettiren canli hicre miktari ile dogru
orantihdir. MTT analizi icin oncelikle doku iskeleleri Uzerindeki kultir ortami
uzaklastiriimigtir. Ardindan, her bir géze 600 yL serumsuz besi ortami ve 60 pL
MTT cozeltisi (2.5 mg/mL PBS) eklenmistir. Hiicreler bu sekilde 37°C’deki etlivde
3 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sirecinden sonra, doku iskeleleri
uzerindeki ortam uzaklastiriimis ve iskeleler baska bir 24 go6zlu kultir kabina
aktarilmigtir. Her bir goze 400 pyL 0.04 M HCI igeren izopropanol ¢ozeltisi
eklenerek olusan formazan kristallerinin ¢cézinmesi saglanmistir. Elde edilen mor
renkli ¢ozeltiden 200 uL alinarak, 690 nm referans olmak Uzere 570 nm’de
mikroplaka okuyucu (Asys UVM 340, Avusturya) ile spektrofotometrik olarak dlgim

ile optik yogunluk belirlenmistir.

3.5.4. Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi
Adipoz kdkenli mezensimal kdk hicrelerin, doku iskelelerindeki morfolojileri ve

iskele igerisindeki yapisma ve yayllma potansiyellerinin goértntilenmesi igin
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kalturan 4., 7., 14. ve 21. glnlerinde alinan orneklerle SEM (Zeiss Evo 4750,
Almanya) incelemesi yapiimistir. Oncelikle, doku iskeleleri Gzerindeki kiltir ortami
uzaklastiriimis ve ardindan iskeleler ikiser kez PBS (pH: 7.4) ile yikanmigtir. Daha
sonra 1 mL %2.5’luk (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ile karanlkta ve 4°C’de 30 dk
boyunca fiksasyon iglemi gergeklestiriimis ve ornekler analiz yapilana kadar PBS
icinde yine 4°C’de saklanmigtir. SEM analizinden 6nce, doku iskeleleri PBS ile
yikanmis ve ardindan sirasiyla %30, %50, %70, %90 ve %100’k (v/v) etanol
cOzeltilerinde 2’'ser dk bekletiimesiyle gercgeklestirilien dehidrasyon isleminden
sonra, iskeleler hekzametildisilazan (HMDS) igerisinde de 5 dk bekletiimiglerdir.
Ornekler, oda sicakh@inda kurutulup altin-paladyum ile kaplanmis ve SEM

goruntaleri alinmigtir.

3.5.5. ALP aktivitesinin tayini

Hucrelerin osteojenik farklilagsmasi alkalen fosfataz (ALP) aktivitesinin tayini ile
belirlenmistir. Hucre kultur galismasinin 7, 14 ve 21. gunlerinde doku iskeleleri
Uzerindeki kaltir ortami uzaklastiriimis ve iskeleler bir kez 1’er mL PBS ile
yikanmistir. iskeleler, bagka bir kiltiir kabina aktarilarak test yapilincaya kadar -
80°C'de muhafaza edilmistir. Iskeleler liyofilizatdrde kurutulduktan sonra
parcalanarak Ependorf tiplerine alinmistir. Orneklere 250 pL Triton X-100 ¢ozeltisi
(% 71’lik (v/v) ¢Ozelti, PBS iginde) eklenmis ve 4°C’de 30 dk inkibe edilmistir.
Ardindan, 4°C’de, 12000 rpm hizda 10 dk boyunca santrifujleme iglemi
gerceklestirilimistir. Bu sekilde elde edilen Triton lizatindan 50 yL alinarak, 125 pL
ALP c¢odzeltisine (56 mM 2-amino 2-metil-1,3-propanol ve 1 mM magnezyum klorir
iceren 10 mL p-nitrofenil fosfat (pNPP) eklenmis ve 37°C’de 30 dk boyunca
inkiibasyon yapilmigtir. Olusan tepkime, her bir érnege 50 yL 2.5 M sodyum
hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi eklenerek sonlandiriimistir. Mikroplaka okuyucu (Asys
UVM 340, Avusturya) kullanilarak, 405 nm dalga boyunda p-nitrofenolin

absorbansi Olgulmustar.

3.5.6. Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizleri

RT-PCR, DNA'nin spesifik bir pargasinin in-vitro ortamda hizli bir sekilde
cogaltiimasini saglayan bir tekniktir. PCR’'In calisma prensibi izole edilen hedef
genetik materyallerin (DNA veya RNA), spesifik kisa zincirli oligonukleotit primerler

yardimiyla sayisal olarak ¢ogaltiimasidir (amplifikasyon).
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Cift zincirli DNA’'ya baglandiklari zaman floresan veren Cyber green gibi boyalar
kullanilarak gogalmaya baglh DNA artigi floresan miktari ile Olguimektedir. RNA
molekull ile gergeklestiriien PCR calismalarinda, dncelikle komplementer DNA
(cDNA) sentezine ihtiyagc duyulmaktadir. Bunun igin ters transkriptaz (Revers
Transcriptase) enzimi ile mRNA’nin kalibi olusturulmakta ve elde edilen cDNA
dogrudan PCR isleminde kullaniimaktadir. PCR’in gerceklesmesi igin; kalip olarak
kullanilacak DNA 0Ornegi, ¢ogaltilacak bolgeye uygun sekilde tasarlanmis primer
dizisi, deoksinukleotid trifosfatlar (dNTPs), ylksek sicakliga dayaniki AVM

polimeraz enzimi, uygun pH ve tampon ¢ozelti gerekmektedir.

Tipik bir PCR (¢ temel basamakta gergeklesir: ik asamada DNA molekiltinin gift
zincirli yapisi yuksek sicaklik (godunlukla 94°C-97°C arasinda) yardimiyla
birbirinden ayrilir (denatliirasyon). Denattirasyonu takiben daha distk sicakliklarda
oligonukleotid primerler, ayrilimis olan tek zincirli DNA Gzerinde kendi eslenikleri
olan boélgelere baglanirlar. Bu olay ¢ogunlukla 47°C-60°C arasinda gercgeklesir.
Son asamada sicaklik 72°C’ye kadar arttirlarak DNA polimeraz enziminin

tamamlayici DNA zincirini uzatmasi saglanir.

Tez calismasi kapsaminda, doku iskeleleri Uzerinde testosteron ve/veya Ostrojen
varhiginda/yoklugunda ureyen ve farklilagsan, adipoz kokenli mezensimal kok
hicrelerinin Kollajen I, Osteokalsin, Osteopontin ve RunX2 ekspresyon seviyeleri,

RT-PCR (Light Cycler® Nano, Roche, isvicre) ile belirlenmistir.

Analiz i¢in, kdltarin 7., 14. ve 21. gunlerinde kultir kaplarindan alinan doku
iskeleleri Gzerindeki besi ortami uzaklastiriimis ve drnekler -80°C’de saklanmisgtir.

Ardindan RNA izolasyonu yapilmistir.

RNA izolasyonu:

Bunun igin drnekler, DNAase ve RNAase icermeyen Ependorflara alinarak steril
igne ile parcalanmistir. Her bir 6érnegin Uzerine 500 pL Trizol eklenerek 25-30 s
vortekslenmis ve drnekler 2 sa 4°C’de bekletilmistir. Hlcrelerden RNA izole etmek
amaciyla, érneklerin Gzerlerine 125 uL kloroform eklenerek galkalanmis ve oda
sicakliginda 2-3 dk inkube edilmistir. Sonrasinda, érnekler 4°C’de 10 dk 11,300

rom’de santrifljlenmigtir. Olusan sivi sUpernatan fazi yeni bir RNase igcermeyen
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Ependorf tupe aktariimigtir. Daha sonra sivi faza 300 pL %70’lik (v/v) etanol
eklenerek ve hafifce vortekslenmigtir. Ardindan kitin igerisinden gikan RNAeasy
spin kolona %70 alkolli ve sulu RNA karigimi konulup 13,000 rpm’de 15 sn
santrifijlendikten sonra kolonun altindan ependorfa gegen sivi kisim atiimis ve

kolon ependorfa geri yerlestirilmigrtir.

Bu asamada elde edilecek RNA’'daki, DNA kontaminasyonunu azaltmak igin
Qiagen RNase Free DNase Kit kullanilarak kolon Uzerinde DNaz uygulamasi
yapilmistir. Kit icerisindeki RNA yikama tamponundan kolonlara 700 ul konulmus
ve tekar 13000 rpm’de 15 sn santrifij islemi yapilmigtir. Kit icerisinde tarif edildigi
gibi RPE buffer hazirlanip (11ml’'lik icerigi belirtiimeyen ticari bilesimin icerisine 44
mL saf etanol eklenerek hazirlanir) her 6rnek igin 500 ul olacak sekilde spin kolona
eklenmistir. Ardindan ornekler tekrar 13,000 rpm’de 15 sn santrifij edilmis ve
kolonun altindan ependorfa gegen sivi dokulerek kolon yeniden ependorfa
yerlestiriimistir. RPE buffer ile yikama bir kez daha gergeklestirilip bu sefer
santrifijden sonra altta toplanan ¢ozelti ependorfla birlikte kolona degddiriimeden
cikarihp kolon yeni DNA-RNA'’siz ependorfa alinmigtir. Hi¢ bir sey eklenmeden
yeni ependorfta 13,000 rpom’de 1dk boyunca santrifuj edilmigtir. Santrifjlenen
kolon alinip alttaki ependorf tekrar atilmigtir. Kolon yeni ependorfa koyulduktan
sonra Uzerine yine Kkitin igerisinde mevcut olan RNA-DNA’siz sudan 30 pl
koyulmus ve 13, 000rpm’de 1 dk santriflj islemi yapilmistir. Santriflij sonrasi
kolonun igerisindeki RNA suyla birlikte ependorfa gegmistir ve bu ylizden kolon
artik atillarak, ependorflardaki RNA ornekleri -20°C’de cDNA sentezi yapilincaya
dek bekletilmistir.

cDNA sentezi ve RT-PCR analizi:

iki basamakli olarak 6nce BM cDNA sentez kiti daha sonra FastStart Essential
DNA Green Master (Roche) kullanilarak gergeklestiriimistir. ilk asamada RNaz
icermeyen su ve BM cDNA sentez kiti kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestiriimistir. cDNA sentezi reverse transkripsiyon ile 5 dk 65°C, 60 dk 50°C
ve 5 dk 85°C’de gerceklestiriimistir. ikinci asamada FastStart Essential DNA
Green Master (Roche) kiti kullanilarak forward-reverse primerler ve ilk asamada
elde edilen cDNA 6rnegi kullanilarak RT-PCR analizi gergeklestiriimistir. Ardindan
RT-PCR’In ilk aktivasyon basamagi 95°C 10 dk, 45 dongude denatirasyon ile

65



¢ogalma basamagi 95°C’de 20 sn, primerlerin ortamda bulunan hedef cDNA
bileseni ile birlesip ayrilma basamagi 60°C’de 20 sn ve uzatma basamagi 72°C’de

20 sn’de gergeklestiriimektedir.

“Housekeeping gen” olarak kullanilan B-aktin ile RunX2, kollajen I, osteopontin ve
osteokalsin genlerinin primer dizileri (Qiagen, BK, Turkiye) Cizelge 3.1'de
verilmigtir. Analiz sonuglari bagil gen ekspresyonu olarak verilmigtir. Alinan veriler,

2-85CT yontemine gore hesaplanmistir.

Cizelge 3.1. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri; F:Forward, R:Reverse.

Sembol Gen Primer dizisi (5°>3’)

B-Actin Beta aktin F: 5-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3'
R: 5-GATGCCACAGGATTCCATACCC-3'

COL1 Kollojen 1 F: 5-CAAGATGTGCCACTCTGACT-3
R: 5-TCTGACCTGTCTCCATGTTG-3’

RunX2 RunX2 F: 5-GCATGGCCAAGAAGACATCC-3'
R: 5-CCTCGGGTTTCCACGTCTC-3'

OPN Osteopontin - F: 5-CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC-3’
R: 5ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC-3’
OCN Osteokalsin F:5-CTTTCTGCTCACTCTGCTG-3'

R: 5-TATTGCCCTCCTGCTTGG -3'

3.5.7. istatistiksel analiz

Calisma sonuglari GraphPad Software Instat programi kullanilarak istatistiksel
agidan deg@erlendirilmistir. Veriler U¢ deney igin ortalama * standart sapma
degerleri ile birlikte sunulmustur. Farkli gruplarin istatistiksel olarak
karsilastiriimasi icin Student’s t-testi kullaniimis ve p-dederinin 0.05’den az oldugu

durumlar anlaml kabul edilmigtir.
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3.6. Hayvan Deneyi Caligmalan

Deneysel ve klinik galismalar i¢in ¢calismanin amag ve hipotezi ile uyusan uygun
model bir Uzerinde ¢alismak buyidk 6nem tasimaktadir. Uygun bir hayvan modeli
temel Ozellikleri (3R) sagliyor olmali; yapilacak g¢alisma + ve — kontrol gruplari ile

otolog grup igermeli ve ayrica deney standart ve tekrar edilebilir olmalidir.

Doku muhendisligi ¢alismalari igin dokulara 6zgun hayvan modelleri arasindan
‘Kraniyal Kemik Defekti Modeli’ secilmesi planlanmistir, ¢ciinkii bu model standart
capta yaratilan kraniyal kemik defekti sayesinde objektif kriterlerde ayni ¢ap ve
kalinhktaki materyal ile (otogreft/allogreft/implant) karsilastirmali galisma olanagi
saglamaktadir. Ayrica Ustte periost altta duramaterin sagladigr osteojenik
potansiyelin etkisi test edilebilmektedir ve yassi kemik c¢alismalari igin deney
hayvaninin boyutuna gore yeterli boyutta kemik ve c¢alisma alani saglamaktadir.
Klguk ve direngli hayvanlar olmalari nedeniyle denek olarak sigcan (Sprague-
Dawley Rat) secimiyle belirli sayida denek kullanma sansi saglamaktadir. Bu
deneklerin maliyeti disuk ve deneyde kullanilacak gerekli madde miktari da

nispeten azdir.

Tez galismasi kapsamindaki kraniyal kemik defekti rejenerasyon calismalari igin
deney hayvani olarak toplamda 60 adet Sprague Dawley Rat kullaniimigtir. Deney

gruplarini ve her bir grup basina disen sigan adetleri Cizelge 3.2’de belirtilmistir.

Her gruptaki sican sayisi Istatistiksel Analiz ydntemlerinden biri olan ANOVA test
teknigine gore hesaplanmistir. Test teknigine gore %95 glven araliginda deney
sonuglarinin anlamli bir deger ifade edebilmesi icin grup basina kullaniimasi
gereken minimum hayvan sayisi 5 olarak bulunmustur. 6 haftalik ve 12 haftalk
olmak uzere iki farkli zaman diliminde arasgtirilan 6 grup olmasi dolayisiyla,

kullanilacak toplam deney hayvani sayisi 60 olarak hesaplanmistir.

Tum ratlar suya ve besine sinirsiz ulasabilmislerdir. Ratlara, nem ve sicakligi
kontrol edilen bir ortamda bakilmistir. Bu tez kapsamindaki hayvan deneyi
calismalari Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun etik

kurul izni ile gergeklestirilmigtir.
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Cizelge 3.2. Hayvan deneyi rejenerasyon calismalari igin kullanilan deney gruplari

ve miktarlari
Grup 6ve 12 Toplam
Basina Haftalik Hayvan
Deney Gruplari Hayvan inceleme Adedi

Adedi (A) Siresi (B) (AxB)

Bos Doku iskelesi 5 2 10

Testosteron Yuklu Nanopartikiil 5 2 10
Iceren Doku Iskelesi

Ostrojen Yiiklii Nanopartikiil 5 2 10
Iceren Doku Iskelesi

Testosteron ve Ostrojen Yuklu 5 2 10
Nanopartikiil iceren Doku Iskelesi

SHAM Kontrol* 5 2 10

Kontrol** 5 2 10
*SHAM: Kraniyal defektin olusturulup yerine higbir sistemin yerlestiriimedigi, kendiliginden

iyilesmemeyi gdsteren kontrol grubunu; **Kontrol: Uzerinde higbir kimyasal veya cerrahi islemin
yapiimadigi kontrol gurubunu ifade etmektedir.

3.6.1. Cerrahi prosediir

In vivo deneyler yapilmak lzere, ayni in vitro hiicre kiltir ¢alismalarinda oldugu
gibi hacimce %10 HEMA ve %4 Jelatin igerikli 8mm ¢apli ve 2mm kalinhgindaki
PHEMA kriyojel secilmigtir. Kriyojeller, etilen oksit sterilizasyonu ile sterilize
edilmistir.

Calisma boyunca, steril bir cerrahi teknik kullaniimistir: Agirhiklari 240-300g
arasinda degisen 50 adet sican agirhgina uygun dozda Alyfazin (%2’lik, 1ml’de 20
mg Ksilazin, kas gevsetici) ve Ketalar (%5’lik 1'ml de 50 mg ketamin baz, genel
anestezik) karigsimi intramuskular olarak enjekte edilerek hayvan anesteziye
alinmistir. implantasyon alani olan kafatasinin Gst bolimi traglanip batikon
solusyonuyla dezenfekte edildikten sonra 8mm c¢aph kritik boyuttaki defekt
olusturulmustur. Periyost kraniyal ylzeyden kaldirildiktan sonra 8mm capindaki

kraniyal kemik dairesel testere yardimiyla kafatasindan c¢ikariimis ve test edilecek
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steroid hormonu iceren PLGA nanopartikil emdiriimis/veya emdiriimemis, 8mm
caph kriyojel bazli doku iskelesi yerlestiriimistir. Hemen ardindan beklemeden
kriyojel basina yaklasik 250.000 adet olacak sekilde ADMSC’li DMEM F-12 kriyojel
doku iskelesine homojen bir sekilde emdirilerek yUklenmigtir. Acilan yaranin
kendiliginden iyilesmedigini gostermek amaciyla kullanilan 5 adet SHAM kontrol
grubu siganlar icin defekt olusturulduktan sonra higbir ekleme yapilmamistir.
islemler tamamlandiktan sonra acilan insizyon 3.0 ipek dikis ile kapatiimistir.
izleyen on gin icerisinde sicanlarin dikisleri kendiliginden cikarmasi beklenmis

olup on gun igerisinde kalan herhangi bir dikis arastirmaci tarafindan g¢ikariimistir.

Defekt olusturulmasini ve malzemelerin yerlestiriimesi Sekil 3.5’ te gosterilmigtir.

Sekil 3.5. A. 8mm c¢apli kritik boyutlu kraniyal kemik defekti agilmasi B.Malzemenin

olusturulan defekte yerlestiriimesi C. Kafa derisinin kapatiimasi

3.6.2. Mikro bilgisayarli tomomografi (Micro CT) ¢aligmalari

Farkli deney gruplarindaki siganlarin 6 ve 12 haftalik inceleme sureleri
doldugunda, hayvanlar yuksek dozda CO2'ye maruz birakilarak sakrifiye edilmigtir.
Malzemelerin yerlestirildigi kafatasi bélimi malzemenin bulundugu kisma zarar
verilmeyecek bir bicimce kibarca ve bitlin halde kafatasinin diger sturlarindan
ayrilmistir (Sekil 3.6). Alinan kemik doku ornekleri %10’luk formalin igerisinde

muhafaza edilerek Micro CT incelemesine alinmigtir.
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Sekil 3.6. Histoloji ve Micro CT incelemeleri icin malzemelerin kafataslarindan
cikarilmasi iglemi goruntaleri A. Kafatasi derisinin kaldinimasi B. Malzemeyle
birlikte ¢ikarilan kafatasi pargasinin Ustten goértinust C. Malzemeyle birlikte

cikarilan kafatasi pargasinin alttan goérinusa.
3.6.3. Histolojik yontem

Sekil 3.6’da fotograflandigi sekilde ¢ikarilan kemik dokularin histolojik analizler igin
ayrilanlari %10’luk formalin ¢ozeltisi igerisinde bir hafta boyunca fikse edilmistir.
Ornekler, hacimce %3 konsantre Nitrik asit, %30 Absol alkol ve 0.05g/ml Kloral
hidrat iceren distile su ¢ozeltisi (De Castro Solusyonu) icerisine alinarak 20 gun
boyunca dekalsifikasyon siirecine tabi tutulmustur. istenen yumusakliga ulasan
kemik dokulari dort saat boyunca akan su altinda yikamaya tabi tutulmustur. Daha
sonra konsantrasyonu %50’den %100’e kadar artan alkol serisinden birer saat
gegirilen dokular, ardindan 30 dakika boyunca Xylolde bekletilerek su
iceriklerinden arindiriimiglardir. Son olarak, 1 gece boyunca sedir yagi igerisinde
bekletiimislerdir. Gece boyunca sedir yaginda bekleyen kemik dokulari sirasiyla
parafine gdbmme, -20°C’de sogutma, mikrotomda (Leica, Almanya) kesit alma,
deparafinasyon ve rehidrasyon islemlerinden gecirilerek Hematoksilen Eozin ve
Masson’s Trichrome boyamalari ile boyanarak mikroskop (Olympus IX70,
Japonya) altinda incelenmis ve tum malzeme alanin fotograflari c¢ekilmistir.
Cekilen fotograflardaki farkli boyanan alanlar Image J programi kullanilarak

sayisal alan verilerine donusturdlmustar.

3.6.4. istatistiksel analiz

Nicel verilerin normal dagilimini degerlendirmek lGzere Kolmogorov-Smirnov testi
kullanilmigtir. Tanimsal istatistiksel degerler, ortalama (M) + ¢ceyrek deger genisligi
(IQR) seklinde ifade edilmistir. Histolojik skorlar (kemik defekt iyilesmesi, doku
cevabil) ve mikro CT analizi sonuglari (mineralize matriks formasyonu yuzdesi)
parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmistir. P degeri 0.05'ten
kiguk oldugunda farkliik anlamh olarak kabul edilmistir. Coklu karsilastirmalar,
Bonferroni duzeltmesi kullanilarak coklu aralik testlerinden (post-hoc) Mann-
Whitney U testi ile yapilmigtir. Bagimsiz degiskenler gruplarken; bagiml
degdiskenler histoloji verileri olarak kullanilmigtir. Coklu kargilastirmalar igin p

degeri 0.005’ten kiguk oldugunda farkhlik anlamli kabul edilmigstir [99].

70



Cizelge 3.3. Histolojik skorlama sistemi 6zeti
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE YORUMLAR

Calismanin  bu boéluminde, tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel
calismalardan elde edilen sonuglar sunulmus ve elde edilen bulgular Gzerinde
tartismalar yapilmistir. ilk olarak doku iskelesinin secimi ve hazirlanmasina yer
verilmis ardindan karakterizasyon c¢alismalari tartisiimistir. Ardindan PLGA
nanopartikullerin hazirlanmasi ve karakterizasyon calismalariyla birlikte, secilen
doku iskelelerine emdirilmelerinin ardindan yuratilen salim galismalarina ve
sonuglarina yer verilmistir. Bir sonraki agamada ise c¢alisma kapsaminda elde
edilen ADMSC’lerin karakterizasyon ¢alismasina ve bu hlcrelerin hazirlanan doku
iskelesi-nanopartikil  sistemine ekimi ile gergeklestirilen hucre  kultlrd
¢alismalarinin sonuglarina yer verilmis ve yorumlar yapiimigtir. Son olarak farkl
hormon igerikli kriyojellerin 6 ve 12 haftalik rejenerasyon incelemeleri sonrasinda

morfolojik ve histolojik incelemeler yapilip istatistiksel sonuglar yorumlanmistir.

4.1. PHEMA-Jelatin Doku iskelelerinin Secimi ve Karakterizasyon Calismalari
Malzeme bilimi ve muhendislik prensipleriyle yaklasinca kemik doku, hlcre ve
hicre disi matrisin (ECM) bir arada bulundugu kompozit bir yapi olarak
gorulmektedir. Proteinler, glikoproteinler ve glukozaminoglukanlardan (GAG)
meydana gelen bir ag olusturan ECM, doku muhendisligi uygulamalarinda yerini
iskeleye birakmaktadirlar. Temelde iskelenin amaci, hucre tutunmasina olanak
veren bir yapi olarak hicre ¢ogalmasini engellemeden farklilasmaya izin vererek

yeni dokunun sekillenmesine rehberlik etmektir.

Bu nedenle, farkli hormon salimlarinin incelendigi bu tez galismasinda, hicre disi
matris materyallerini taklit eden polimerler kullanilarak kemik doku olugumu
incelenmistir. PHEMA'nin secgilmesindeki en temel neden tezin 2.4.2 bolimunde
de bahsedildigi gibi, son derece biyouyumlu bir yaplya sahip olmasi ve
kriyojellesme methoduyla sentezlenmesi sonucu doku muhendisliginde kullanilan
iskelelerin sahip olmasi gereken birbiriyle baglantili sUpermakro goézenekleri
barindirmasidir [41]. PHEMA’nin Uzerindeki hidroksil gruplari nedeniyle sahip
oldugu yuksek hidrofilitesinin hicre yapismasini engelleyici bir sekilde tGzerinde su
tutmasina neden oldugu bilinmektedir [40]. Bu olumsuzlugu gidermek adina
PHEMA yapisina, hicrelerin yapismasina olanak saglayan aminoasit dizilimlerini

barindiran ve dogal bir biyomalzeme olan jelatin eklenmesine karar verilmigtir.
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Ayrica literatirde, jelatinin g¢apraz baglanmasi sonucu termal ve mekanik
dayaniminin arttirildigi, bunun da biyolojik sicakhk 37°C’de ve mekanik dayanimin
onemli oldugu kemik doku olusumunda kullanilabilir olmasina olanak sagladigi

belirtiimektedir.

Farkli monomer bilesimine sahip kriyojellerin doku iskelesi amaciyla
sentezlenmesinde kriyojel yapisina etki eden farkh faktorler g6z Onilnde
bulundurulmustur. Bunlardan ilki, gdozenek boyutunun kriyojenik rejime bagl olarak
degisimidir: Dondurma sicakhdi ne kadar dusuk olursa, daha fazla kiguk boyutlu

¢Ozucu kristalleri olugur ve boylece daha kuguk boyutlu gozenekler olusur [78].

Daha kuguk boyutlu kristaller olusmasinin nedeni, nikleasyonun artmasi ve birgok
kUguk kristal olusumunun bir¢ok yerden baslamasidir. Ayrica, dusuk sicakliklarda,
donmamis sivi mikrofazin hacmi azalir ve bdylece daha ince ve fakat daha yodun
g6zenek duvarlari olusur. Bunun nedeni, jel baslaticinin kriyokonsantrasyonun

donmamis mikrofazda artmasi ve hacminin azalmasidir.

Dondurma sicakligi ne kadar yuksek ise, buyluyen buz kristallerinin boyutu o kadar
buyumekte ve bunun sonucu olarak, daha genigs gozenekli Kkriyojeller
hazirlanabilmektedir. Fakat yuksek dondurma sicakligi uygulanan kriyojelasyon
rejimlerinde, ¢dzeltinin donmama super soguk duruma gelme riski vardir [44]. Bu

yuzden, sicaklik reaksiyon karisimini donduracak sekilde -18°C olarak ayarlanistir.

Yapiya etki eden bir diger faktor ise c¢apraz baglanma oranidir. Kriyojeller
hazirlanirken ne kadar az miktarda gapraz baglayici kullaniimig ise, yani yapidaki
gapraz bag orani ne kadar az ise, suda sisme o kadar fazla olmaktadir [72].
Literatlirde bulunan yapilmis calismalardan yola ¢ikilarak farkli capraz baglayici

oranlari arasindan monomere gore 1/6 (v/v) olani segilmistir.

Diger bir 6nemli faktér olan monomer konsantrasyonun etkisini belirlemek ve
kemik doku muhendisligi icin elverigli olabilecek iskeleler Uretmek amaciyla farkh
baslangi¢c konsantrasyonlarinda PHEMA-Jelatin kriyojeller Uretilmistir. Baglangi¢
reaksiyonunun konsantrasyonu ne kadar yuksek ise daha yogun ve kirilgan
matriksler elde edilecegi, baslangi¢ konsantrasyonu azaltildikga matrikslerin daha
elastik ve sungerimsi bir yaplr gostermeye bagslayacaklari géz o6ndnde

bulundurulmustur [79].
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PEGDA capraz baglayicisiyla, Bolum 3.2'de bahsedildigi gibi hazirlanan PHEMA
kriyojel doku iskeleri, oncelikle nihai monomer konsantrasyonlari sirasiyla %8,
%10, %12 ve %15 (v/v) olacak sekilde iki cam arasinda ve cam tup igerisinde

sentezlenmistir.

Elde edilen bu doku iskelelerinden Sem analizi sonuglarina, gdézenek boyutlarinin
oranlarina ve sisme analizleri sonuglarina gore calismalarin ilerleyen asamalari
icin daha olumlu olacagi duasinilen %8’lik ve %10’luk (v/iv) HEMA monomer
icerigine sahip doku iskelerinin secimi yapilmistir. Bu sec¢im sonrasinda iki farkh
oranda HEMA iceren bu kriyojellere U¢ farkli oranda (%4, %2, %1 (v/v)) Jelatin

ilavesi denenmisgtir.

Son olarak hazirlanan bu alti cesit kriyojel doku iskelelere sisme orani
belirlenmesi, gozenek boyutu analizi, yapiya katilan jelatin miktarinin tespiti, FTIR,
TGA ve mekanik analizler ile karakterizasyon calismalari yapiimis olunup, in-vitro

hdcre kultira galigmalari igin en uygun olacagi dusundlen yapi segilmistir.

4.1.1. SEM goruntilerinin alinmasi

iki farkli sekilde (cam levha arasi ve cam tiip igi) sentezlenen ve dért farkli
monomer konsantrasyonunda (%8, %10, %12 ve %15 (v/v)) sentezlenen
PHEMA kriyojellerden, iskele yapisinin gosteriimesi ve gbzenek boyutlarinin

belirlenmesi amaciyla SEM gérantileri alinmistir. (Sekil 4.1)

Sekil 4.1’deki (a), (b), (c) ve (d) cam tup icerisinde sentezlenen; (e), (f), (g), ve (h)
ise iki cam levha arasinda sentezlenen kriyojel doku iskelelerini gostermektedir.
Bu gruplar ise kendi iclerinde HEMA monomer orani (v/v) bakimindan (a) ile (e)
%8i, (b) ile (f) %10y, (c) ile (g) %12'yi, (d) ile (h) ise %15’i temsil etmektedirler.

Deney calismalari asamasinda once iki cam arasinda sentezlenen doku
iskelelerinden gbzenek boyutunun belirlenmesi amaciyla SEM goruntuleri
alinmigtir. Bu Orneklerde, literatirde deri katmani (skin layer) olarak bahsedilen,
kriyojelin alt ve Ust kisimlardaki, yani cam levhalarla temas halinde bulunan

g6zeneklerin kapali olmasi durumu meydana gelmistir (Sekil 4.1 e .f, g, h).

Cam yuzeylerinin HEMA'nin cama yapismasini onleyici Repel silan maddesi ile
kaplandiktan sonra kriyojelin tekrar sentezlenmesinde de deri katmani problemi

efektif olarak agilamamistir.
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SENTEZ SEKLI
Cam tiip igin Cam levhalar arasinda
—— S « -y

de

F———— EHT=1500kV Mag= 250X

Signal A = SE1 Sample ID = EHT=1000kV _ Signal A=SE1 __ Mag= 250X Sample ID =

%10

———— EHT=1000kV Mag= 250X Sample 1D =

F———— EHT=1500kvV__ SignalA=SE1__ Mag= 250X Sample ID = Signal A = SE1

HEMA ORANI (v/v)

%12

F————— EHT=1000kV __SignalA=SE1__ Mag= 250X Sample ID = F———— EHT=1000kv__ SignalA=SEf _ Mag= 250X Sample ID =

%15

o = =
200
F———— EHT=1000kV _ SignalA=SE1 _ Mag= 250X Sample ID =

Sekil 4.1. Farkli monomer oranlarina ve sentez sekillerine gore ¢esitli kriyojel
doku iskelelerinin 250x buyutmedeki SEM goruntuleri
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Gerek salim galismalari i¢cin hazirlanan nanopartikillerin iskelelere emdirilmesi
agisindan, gerekse in-vitro hlcre kaltlir ¢calismalari igin hicrelerin ekimi sirasinda
Ozellikle alt ve Ust yuzeyin gobzenekli olmasi buyuk oOnem arzettiginden,

sentezleme yontemi degistirilerek cam tlplerin kullanimina karar verilmistir.

Bu sayede yine monolitik yapida sentezlenen kriyojeldeki cam ile temas eden
kisimlar sadece yanal ylzey ile sinirli kalmistir. Kriyojellesme tamamlanmasiyla,
oda sicaklhiginda ¢ozundukten sonra elde edilen 8 mm c¢apa sahip monolitik
kolonun 2’ser mm’lik pargalara bdlinmesi ile alt ve Ust ylzeyi gbézenekli ve
birbiriyle baglantili i¢ gdozeneklere sahip olan doku iskeleleri elde edilmigtir (Sekil
4.1a,b,c,d).

SEM analizi goéruntileriden cam levha arasinda sentezlenenlere nazaran tipte
sentezlenen kriyojellerin doku iskelesi olarak kullaniminin daha elverigli olduguna
karar verilmistir ve diger karakterizasyon c¢alismalarinin yapilmasina tupte
sentezlenen kriyojeller kullanilarak devam edilmistir. TUpte sentezlenen
kriyojellerden ilerideki bélimlerde agiklanacak olan karekterizyon sonuglarina goére
%8 ve %10 oraninda HEMA iceren kriyojellerin %4 oraninda Jelatin eklenerek
sentezlendigi gruplarin SEM fotograflari da Sekil 4.2'de gosterilmistir. Gozenek
duvarlarinda ve iclerinde acikgca belli olan ipliksi yapilar, PHEMA kriyojelin

yapisina basariyla katilmig olan Jelatinleri gostermektedir.

4.1.2. Gozenek oranlarinin belirlenmesi

En az %90 gobzenekliik ve 100-400 pm’lik gdzenek boyutlar kemik
rejenerasyonun amagclandidi doku iskeleleri icin 6nerilen degerlerdir [74]. Cam tip
icinde sentezlenen belirtilen dort farkh HEMA monomer orani bilesimine sahip
kriyojel doku iskelelerinin gbzenek boyutlari Image J programi ile  100x
bayutmedeki drneklerden 3’er tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Sonuglar Cizelge

4.1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Farkh oranda (v/v) HEMA iceren doku iskelelerinin gdzenek boyutlari

Farkli monomer oranlarina gore Ortalama g6zenek
PHEMA kriyojel doku iskeleler boyutu

%8 HEMA 401 ym = 69 uym
%10 HEMA 317 ym = 110 ym
%12 HEMA 253 uym £ 56 pym
%15 HEMA 92 um = 34 ym
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Sekil 4.2. %4 jelatin igerikli, %8 HEMA (a,b,c,d) ve %10 HEMA (e,f,g,h) igeren
PHEMA-Jelatin doku iskelelerinin farkli buytutmelerdeki SEM gorintileri. (a ile e

x100, b ile f x250, c ile g x500, d ile h x1000 buyitme oranlarindadir)
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SEM goruntulerine ve ortalama gozenek boyutlarina gore %8 ve %10 oraninda
HEMA bilesimine sahip kriyojel doku iskelelerinin, her ikisi i¢cin ayri ayri %4, %2 ve
%1 (v/v) farkli jelatin oranlarinda yeniden sentezi gercgeklestirilerek
karakterizasyonlarin diger asamalarinda kullaniimasina karar verilmistir. %4

oraninda jelatin iceren 6rneklerin SEM goruntuleri Sekil 4.2’ de gosterilmistir.

4.1.3. Sisme oranlarinin belirlenmesi

PHEMA kriyojel capraz bagh ve hidrofilik yapida bir matrikstir. Sulu ortamda
¢bzunmez fakat gapraz bagli olmasindan dolay! yapisina su alarak siser. Kuru
kriyojeller, sivi bir ortama yerlegtirildiklerinde gozle bile gbzlemlenebilecek sekilde
cok hizli sismekte ve bir kac dakika icinde en son sismis hallerine ulasmaktadirlar.
Bu uygulamalar acgisindan son derece elverisli bir durumdur. Ornegin, canli
vicuduna kuru halde implante edildiginde hizli bir sekilde vicut sivilarini emerek
boslugu dolduracaklardir. Belirtlen HEMA ve Jelatin monomer oranlarinda (v/v) ve
cam tup icerisinde sentezlenen PHEMA-Jelatin doku iskelelerinin gsisme oranlari
Esitlik 3.1’de belirtilen ve daha 6nce bolim 3.2.2.3’ de agiklanan yonteme gore
belirlenmistir. Sisme c¢alismalarinin sonuglari Sekil 4.3’de yer alan grafikte

gOsterilmisgtir.

11
10 et + ‘
g - o1 .
5 ﬂ —t— %8 H
s 7 ¥ ¥ —m=%I10H
E s /‘.k %8 H - %1
E 5 : i 958 H - %2
w4 i 948 H - %54
3 %10 H - %11
2 %10 H - %2)
. 3510 H - %4)
0 ¥
0 5 10 15 30 50 120
Zaman (sn)

Sekil 4.3. Doku iskelelerinin zamana bagli ortalama sisme oranlarini gdsteren

grafik (H:Hema, J:Jelatin)

Sonuglara gore hazirlanan tim kriyojel doku iskeleleri 37°C’de PBS igerisinde

birakildiktan 30 sn igerisinde sisme davranislarinda temel farkhliklari gdostermekte
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ve 60 sn igerisinde maksimum sisme oranlarinin neredeyse %100’Une
erismektedirler. Gruplar arasinda en fazla sisme miktarina yapisinda Jelatin
bulunmayan doku iskelelerinin sahip oldugu ve genel olarak tum gruplarda HEMA
monomer orani arttikga sisme oraninin duistigu goézlemlenmektir. %8 HEMA
icerikli ve jelatin icermeyen bu kriyojel daha genis gozeneklere ve daha ince
gO6zenek duvarlarina sahiptir ve bu durum muhtemelen sisme yetenegini
artirmigtir.  Literatirde  baglangi¢  reaksiyonu  karisimindaki ~ monomer
konsantrasyonunun artiriimasi ile gézenek duvari kalinhginin arttigi, bunun da
sisme derecesini azalttigi belirtiimistir [44]. Bu durum, HEMA monomer orani
arttikga Sekil 4.1’de gozlenen ve Cizelge 4.1'de hesaplanan gézenek boyutunun
azalisiyla ve daha kalin ve yogun olan gozenek duvarlariyla iliskilendirilebilir.
Benzer sekilde iki farki HEMA oranina sahip gruplarin timinde Jelatin miktari

artisina bagh olarak sisme oraninda azalma goézlemlenmigtir.

4.1.4. Kaybedilen jelatin miktari tayini

icerisine yiiklenen jelatini etkin olarak tutabiimesi, son derece hidrofilik olan
PHEMA doku iskelelerine hlicre yapismasinin saglanabilmesi agisindan énem arz
etmektedir. Kriyojel doku iskeleleri hazirlandiktan sonra yapilan yikamalar sonucu
Bolim 3.2.2.4 ve Ek.1’de anlatildi§i gibi Bradford yontemini kullanarak kaybedilen
jelatin miktarlari hesaplanmistir. Farkli érnek gruplarina gore kaybedilen jelatin
miktarinin, o grup icerisine koyulan toplam jelatin miktarina gore yuzdeleri Sekil
4.4'de sayisal olarak belirtiimis ve gruplarin birbirlerine goére ne kadar oranda

jelatin kaybettikleri ise renkli barlarla belirtilmigtir.

Gruplar Yiizde Jelatin Kaybi
1. Yikama 2. Yikama 3. Yikama 4. Yikama 5. Yikama Toplam

BHema %L klatin 073 0,61 0,20 0,03 0 1,57
BHema %2 klatin 0,46 0,36 0,27 0,06 0 1,15
BHema % klatin 0,82 0,42 0721 0,09 0,01 1,55
%10 Hema %l Jelatin 015 0,06 0,01 0 0 0,22
%l0Hema %2 Jelatin 0,09 0,06 0,02 0 0 0,17
%10Hema 964 Jelatin 0,02 0,01 0,01 0 0 0,04

Sekil 4.4. iskelelerin kaybettikleri jelatin miktarinin yiizde degerlerini (sayisal

ifadeler) ve birbirlerine gore kayip oranlarini (renkli barlar) gésteren sema

Sekil 4.4’ deki sonuglardan da anlasildigi gibi %8 HEMA igeren iskeleler, %10
HEMA icerenlere gore yapilan yikamalar sonucu iclerine katilan jelatinin daha
baylk bir kismini kaybetmistir. Eklenen jelatin miktarinin artisi %8 HEMA igeren

gruplar arasinda anlamli bir farka yol agmasa da %10 HEMA icren gruplar
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arasinda, kontrol grubu %10 HEMA %4 Jelatin igerikli doku iskelesi iken n=3 ve
p<0.05’ de istatistiksel olarak anlamh farkhlik gézlenmistir. En az jelatin kaybinin
ve dolayisiyla en fazla jelatin tutma kapasitesinin oldugu grubun %10 HEMA ve

%4 Jelatin icerikli doku iskelesi oldugu saptanmistir.

4.1.4. FTIR analizi sonuglari

Jelatinin PHEMA kriyojel yapisina katilip katilamadiginin belirlenmesi amaciyla
PHEMA kriyojelin ve PHEMA-Jelatin kriyojelin infrared spektrumlari alinmistir
(Sekil 4.4). PHEMA'ya ait karakteristik bantlar 3429 cm*de (-OH gerilme), 1720
cm¥de (C=0 gerilme) ve 1149-852 cm?* (C-O ve C-O-C gerilme frekansi)
araliginda gorulmektedir. PHEMA yapisinda amid grubu icermemektedir. Bununla
beraber literatirde Jelatinin infrared spektrumu incelendiginde amid bandi
bdlgesinin karakteristik 6zellik gosterdigi gorulmektedir [75]. Buna gore, jelatinle
beraber hazirlanan PHEMA'ya ait karakteristik gruplar 3364 cm*'de (-OH gerilme),
1721 cmYde (C=0 gerilme), 1245-851 cm? (C-O ve C-O-C gerilme frekansi)
araliginda, jelatine ait keskin amid | bandi (C=0 gerilme) 1652 cm*'de, amid I
bantlari (C-N gerilme ile gift N-H egilme ve CH2 egilme) 1544 ve 1451 cm™Yde ve
Amid Il bantlari (N-H egilme ve C-O gerilme) 1245 ve 1074 cm™Yde belirgin olarak
gorulmektedir [76]. Elde edilen sonuglar jelatinin PHEMA kriyojel yapisina basarili
bir sekilde katildigin1 gostermektedir.

1440 138%

147
30908 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 6409
em-1

Sekil 4.5. PHEMA kriyojel ve PHEMA-Jelatin kriyojelin infrared spektrumlari.
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4.1.5. Mekanik dayanim testi sonugclari

Termal ve mekanik 6zellikler, biyomalzemelerin kullanim performansini dogrudan
etkileyen oOzelliklerdir. Bu dogrultuda, doku muhendisligi uygulamalari igin
kullanilacak olan biyomalzeme, doku iskelesinin tum karakteristik ozelliklerini
belirleyen bir faktordar. Elastikiyet, belli 6lcide sikistirma ve basinca dayanikhlik
gibi biyomekanik ozellikler doku iskelesinin kolay implante edilebilmesi ve uzun
donem uygulamalarda basari saglanabilmesi icin tagimasi gereken kritik
Ozelliklerdir. Doku iskeleleri onlarin kullanilacagi dokuya gore, hucreleri ve ECM'yi

tasayacak mekanik dayanima sahip olmalidir.

Kemik doku muhendisliginde kullanilacak iskelelerin mekanik dayanim ozellikleri
iskele sec¢iminde onemli bir parametredir. Literatirde sikistirma dayanimlari,
kansel6z kemik igin 2-12 MPa, vertebral kemik igcin 24-43 MPa ve femoral kemik
icin ise 48-80 MPa olarak belirtilmistir [77].

Cizelge 4.2. PHEMA-Jelatin doku iskelelerinin elastik modul (E) degerleri

Ornekler 8H 1J 8H 2J 8H 4J 10H 1J 10H 2J 10H 4J
E (KPa) 13,4442 18,0637 20,5786 25,1796 26,2540 65,6572
Std. Sp. +2,14 +1,69 +1,81 +2,59 12,86 +4,68

Tez kapsaminda hazirlanan PHEMA-Jelatin kriyojel doku iskelelerinin mekanik
dayanimlarinin belirlenmesi igin sikistirma testi uygulanmistir. Analiz sonucu elde
edilen elastik modul (E) degerleri standart sapmalari ile birlikte Cizelge 4.2’de
verilmistir. Sikistirma testi sonucunda elde edilen elastik modul degerleri (E)
literatlrdeki polimerik kriyojel doku iskelesi deg@erleri ile uyumlu g¢ikmistir [46].
Yapiya jelatin ilave edilmesi iskelenin mekanik dayanimini arttirdig

gozlemlenmistir.

4.1.6. Doku iskelesinin segimi

Sentezlenen farkh kriyojel doku iskeleleri Uzerine yapilan farkli karakterizasyon
calismalarindan sonra, tez c¢alismasi kapsamindaki hormonlarin kontrollu
saliminin kemik doku muhendisliginde kullanilabilirliginin incelenmesi amaciyla
yurutulen tum salim ve hucre kulturt calismalarinda tup igerisinde sentezlenen
%10 PHEMA %4 Jelatin (v/v) igerikli kriyojel doku iskelesinin kullanimina karar
verilmigtir. Bu kararin verilmesinde, kemik doku iskelesi olarak en uygun boyut ve

sekildeki gbzenek yapisina sahip olmasi, yikamalar sonucu kaybedilen jelatin
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miktarinin diguk olmasi ve mekanik dayaniminin diger gruplara gore daha yuksek

olmasi etkili olmustur.

4.2. PLGA Nanopartikullerin Hazirlanmasi ve Salim Calismalari

Kemik doku muhendisligi yaklagsimiyla kemik rejenerasyonunun saglanmasinda
doku iskelesi ile hucrelerin yaninda hicre buyumesini ve mineralize kemik doku
olusumunu destekleyen biyosinyallere ihtiya¢g duyulmaktadir. Steroid yapih
hormonlardan olan testosteron ve Ostrojen, kemik metabolizmasinin
dizenlenmesine kemik olugsumu/kemik yikimi ve kemik dongu (turnover) hizi ile
minerralizasyon etkileri ile buyuk oranda katiimaktadir [54]. Kemik olusumunu
arttirarak, kemik yikimini azaltmaktadir ve kemik doéngl (turnover) hizini
yavaslatmaktadir [56, 57] Ayrica, literaturde Ostrojenin ve 6zellikle testosteronun
mezensimal kok hicrelerin osteojenik farklilasmasi Uzerinde az sayida galisma yer
almaktadir [60]. Bu nedenlerle tez galismasi kapsaminda, testosteron ve Ostrojen,
kemik doku muihendisliginde rejeneratif etki saglayacagi dustnilerek secilmis

biyosinyal molekulleridir.

Testosteron vicutta en ¢ok sentezlenen androjen olup sudaki ¢ozunurliGginin son
derece hidrofobik yapisi nedeniyle, bircok kaynakta neredeyse olmadigi
belirtiimektedir. 17-B estradiol (E2), 6strojenik kuvvetinin en yiksek olmasindan
dolay! Ostrojen kaynagi olarak rejeneratif tip alaninda kullaniimaktadir. E2 de
yuksek hidrofobik yapida olup, suda ¢ozunurligud 5 mg/L’dir. Bu hidrofobik
molekullerin biyoyararlanimini ve sudaki ¢ozinurlGgunu arttirmak igin nano-mikro
partikiller, lipozomlar ve siklodekstrinler kullaniimaktadir. Sunulan tez kapsaminda
da PLGA nanopartiklle yuklenmis testosteron ve 17- estradiol’'lin PHEMA-Jelatin
doku iskelesinden kontrolli ve uzun sureli salimlarinin incelenmesi ve bunu
takiben adipoz kdkenli mezensimal kok hucrelerinin osteoblastik farklilasmasina

olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

PLGA, FDA tarafindan onayl polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asit (PGA)
polimerlerinin birlesmesiyle olusan poliester bir kopolimerdir. PLGA, olduk¢a yavas
bir bicimde bozunarak vilcutta seker metabolizmasinin bir ara Urinu olan laktik
asite donustugu icin normal hicre fonksiyonlarini etkilememektedir. Calismada
uygun oOzelliklerinden ve onceki calismalarda elde edilen salim sonuglarindan
dolayi PLGA’nin (PLA: PGA) 65:35 bilesimlerine sahip kopolimeri kullaniimigtir
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[80]. Emulsyon ¢ozicu buharlastirma teknigi hem kolay olmasi, hem farkli birgok
maddeye uygulanabilir olmasi, hem de ylksek verimli sonuglar elde edilebilmesi
nedeniyle siklikla tercih edilmektedir [80]. Bu nedenle tez c¢alismasinda da
emulsiyon-¢ézicl buharlastirma teknigi ile PLGA nanopartikil dretimi
gerceklestiriimistir. Kliguk boyutlarda partikil eldesi ve homojen dagilim igin
yuksek hizli homojenizator ile karisim saglanmaktadir [63]. Homojenizatorin hizi
arttinldikga birim zamanda daha ¢ok kayma gerilimine maruz kalan partikullerin
boyutlari kugulmekte, dolayisiyla olduk¢a kuguk boyda nanopartikiller elde
edilebilmektedir. Ayrica, yuksek hizli homojenizator kullanilarak biyoaktif ajanin
nanopartikile enkapsulasyonu gerceklestirimektedir. Bu bilgiler dogrultusunda,
tez calismasinda yuksek hizli homojenizator kullaniimis ve 15,000 rpm’de 8 dk

karistirma yapilarak nanometre boyutunda partikuller tretilmistir [80].

Nanopartiktl Uretiminde homojen partikil boyutu eldesi icin stabilizatorler
kullaniimaktadir, ancak kullanilan stabilizatérlerin olusan partikil yuzeyinden
uzaklastirimasi olduk¢a zordur. Yuzeyden uzaklagtirlamayan stabilizatorun,
biyolojik sistemlerde toksik etkiye neden olmakta ve polimerin bozunma rejimini
etkilemektedir. Didodesil dimetii amonyum bromur (DMAB), partikdl
hazirlanmasinda sik kullanilan ylzey aktif bir maddedir. Yapilan c¢alismalar,

DMAB'nin, partikillerin boy dagilimlarini dar bir aralikta tuttugunu belirtmistir.

Tez calismasi kapsaminda calisilan farkh laboratuvardan birinde daha o6nce,
emulsiyon ¢dzucu buharlastirma yontemi ile PLGA nanaopartikillere, PLGA/ilag
orani (w/w;10) olacak sekilde, hidrofobik bir ila¢ (5-Fluorouracil) yuklenmis ve
ortamda bulunan ilacin miktari ile partiktllerce kapsule edilen ila¢ miktari arasinda
bir dogru oranti kurulamadigi, ayni zamanda ortamda bulunan ilagc miktari ile
ortama salinan ila¢ miktari arasinda da dogrusal bir iligki olmadigi sonucuna
variimistir [81]. Literatlr incelemesi yapildiginda da benzer sonuglara ulagiimigtir
[82]. Bu nedenle yapilan g¢alismada PLGA/Testosteron ve PLGA/17-3 estradiol
oraninin (w/w; 10) olmasina karar verilmistir. Zetasizer ile boyut 6lgimiu sonrasi
bos nanopartikullerin ortalama 200 nm, hormon yukli nanopartikullerin ise

ortalama 250nm oldugu saptanmistir.
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4.2.1. PLGA Nanopartikiillerin TST ve E2 Enkapsulasyon verimleri

Bolim 3.3.2.2'de ayrintili olarak anlatilan ve Ek.2’ de belirtildigi sekilde yapilan
hesaplamalar sonucu PLGA Nanopartikullerin TST enkapsulasyon verimi %63, E2
enkapsulasyon verimi ise %953 bulunmustur. Verimler arasindaki fark,

testosteronun 17-3 estradiol’e goére daha hidrofobik olmasiyla agiklanmaktadir.

4.2.1. Nanopartikullerin doku iskelesine yuklenmesi

PLGA nanopartikillerin PHEMA-Jelatin doku iskelelerine yukleme seklinin ve
yukleme miktarinin belirlenebilmesi igin literatir bilgileri 1s1ginda denemeler
yapiimigtir  [80]. Bu denemelerde iki yontem kullaniimigtir.  Birincisi
nanopartikullerin iskele Uretimi sirasinda es zamanl olarak yapiya kayilimlariyla

yuklenmesi ikincisi ise iskeleler Uretildikten sonra emdirilerek yuklenmesi.

Literatlrde, ilk yontemin daha uzun sureler boyunca kontrolli salim yaptiginin
belirtiimesine ragmen tez calismasi kapsaminda ikinci yontem secilmistir. Bunun
nedeni yaplya katma sirasinda PLGA nanopartikillerin PHEMA-PEGDA sulu
¢Ozeltisi icerisinde aglomere oldugunun goézlemlenmesidir. Ayrica gerekli hormon
miktarlarinin ayarlanmasi bakimindan iskeleler olugturulduktan sonra emdirilerek
ylukleme yapmanin daha kolay ve farkli hormon gruplarini icerecek olan kriyojel

iskeleler icin daha homojen bir dagitima elverigli olmasidir.

Sonug olarak sulu fazda bulunan testosteron ve/ veya 17-f estradiol yukli PLGA
nanopartikiller, énceden hazirlanmig doku iskelelerine emdirilerek yuklenmis ve
salim calismalari ile hucre kultiri ¢alismalari icin PLGA nanopartikil yUkli doku

iskeleleri Uretimi gerceklestirilmigtir.

4.2.2. Taramah elektron mikroskop (SEM) analizi goruntileri

PLGA nanopartikillerin, PHEMA-Jelatin kriyojel doku iskeleleri igerisinde nasil bir
dagihm gosterdiklerini ve yapidaki morfolojilerini belilemek amaciyla SEM
gorantaleri alinmistir. SEM fotograflarindan, doku iskelesine emdirilerek ylklenen
partiktllerin yapiya basariyla katildiklari ve yapi igerisinde homojen bir dagilim
gosterdikleri anlasiimaktadir. Ayrica, partikillerin morfolojilerinin ve boyutlarinin

beklenen sekilde oldugu gozlenmektedir.

Nanopartikullerin iskeledeki dagilma potansiyelleri incelendiginde daha ¢ok
jelatinler Gzerinde ve gdzenek duvarlarinda yogunlastiklari gézlenmektedir. Bu

durum g6z éndne alindiginda jelatinin yapisinda bulunan OH- ile PLGA yapisinda
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bulunan COOH- gruplarinin elektrostatik etkilesim iginde oldugu dusunulmektedir.
Sekil 4.6.den anlasilacagl gibi onceden hazirlanmis doku iskelelerine PLGA
nanopartikdllerin iskelenin iki yizeyinden emdiriimesiyle daha homojen bir dagilim

elde edilmeye caligiimistir.
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Sekil 4.6. 17-B estradiol ve testosteron igeren 65:35 PLGA nanopartikullerin
yuklendigi doku iskelelerinin farkh buyttmelerdeki SEM goéruntileri: (a) x1000
(b)x2500, (c) ve (d) ~ x5000 (e) x10,000 (f) x20,000
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4.2.3. In-vitro salim galismalar

4.2.3.1. PLGA nanopartikiillerden testosteron salimi sonuglari

PLGA nanopartikillerden salinan TST miktarinin  belirlenebilmesi igin,
naopartikullerin yer aldigi rezervuarlardan belirli araliklarla 6rnekler alinmig (900
ML) ve eksilen hacim kadar ortama taze PBS eklenmistir. Alinan érnekler Gzerine
metanol (100 uyL) eklenerek, PBS igerisinde bulunan testosteronun ¢dzinmesi
saglanmistir. 20 pyL ornek HPLC kolonuna beslenerek TST'nin alikonma
zamaninda ¢ikan pikin alani bulunmus ve testosteron i¢cin HPLC kromatogrami ve
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Elde edilen verilerden kimdulatif salim grafigi
cizilmistir (Sekil 4.6). PLGA Nanopartikillerden E2 salimi tez calismasi
kapsaminda incelenmemis olup, E2 salimi ile ilgili genel sonuglarin
yorumlanmasinda calisilan laboratuvar kapsaminda daha onceki elde edilen

PLGA nanopartiktllerden E2 salimi verilerinden yararlaniimigtir [80].
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Sekil 4.7. PLGA nanopartiklllerden testosteron salim grafigi

TST yuklid nanopartikillerin in-vitro salim c¢alismasi PBS ortaminda 62 gln
boyunca surdartlmuastur. Sekil 4.6.’"de verilen kimulatif salim (%) grafiginden de
anlasildigi gibi ilk 24 saatte testosteron salimi ani patlama (burst effect) etkisi
géstermistir ve nanopartikiillerce kapsiillenen TST miktarinin %19’u salinmistir. ilk
13 gun boyunca salim, hizlanan bir sekilde artmistir. Daha sonra ise, dogrusala
daha vyakin bir profil sergilemistir. 62 gunlik salim suresinin sonunda
nanopartikillere %63 verimle ylklenen testosteronun % 75’inin diflizyon

mekanizmasi ile salindigi belirlenmisgtir.
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PLGA nanopartikullerden salim mekanizmasi Bolum 2.7.3’de aciklandigi gibi
difizyon mekanizmasi ve matris bozunmasi seklinde gergeklesmektedir ve
polimer degredasyonu salim profilini etkileyen énemli bir parametredir. Kullanilan
PLGA kopolimerinin laktik asit iceriginin ylksek olmasi, dolayisiyla polimer
matrisin hidrofobik olmasi dolayisiyla bozunma suresi uzamaktadir. Boylece
bozunma tam olarak gergceklesmediginden salim buyuk oranda difuzyon
mekanizmasi ile olmaktadir. Ayrica, nanopartikullerin salim ortaminda birleserek
topaklandiklari gozlenmistir. Bu aglomerasyon yapinin i¢ kisimlarinda bulunan
estradiolin difizyon yolunu uzamakta ve bdylece salinan E2 miktarinin sinirh
olmasina yol agmaktadir. Enkapsule olan TST miktarinin %100'nin degil de
%75inin salinmasi bu sekilde agiklanabilmektedir. Yapilan degerlendirmeler
sonucu elde edilen salim profilinin literatlirde yer alan salim profilleri ile benzer
oldugu goézlenmistir [83].

4.2.3.2. PHEMA-Jelatin kriyojel doku iskelelerinden testosteron ve 17-B
estradiol salimi sonugclari

PLGA/TST orani 10 (w/w) olacak sekilde nanopartikillere enkapsule edilen
testosteronun, nanopartikiller PHEMA-Jelatin doku iskelelerine yuklendikten
sonraki salim profilini belilemek amaciyla da salim ¢alismalari yapiimistir. Bunun
icin nanopartikdl yukli 8x2 mm boyutlarinda kesilen doku iskeleleri ile 10 mL PBS

(pH: 7.4) iceren rezervuarlarda salim ¢calismalari yaratalmagtar.
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Sekil 4.8. Testosteron (TST) igeren PLGA nanopartikullerin yiklendigi PHEMA-

Jelatin kriyojel iskelelerden testosteron salim grafigi
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PLGA Nanopartikullerin kitosan doku iskelelerine yuklenmesiyle TST ve E2’nin
difizyon mesafesinde bir artis meydana gelmistir. Ayrica, doku iskelesinin
g6zenekleri, hormonlarin partikilden ¢ikip ortama salimi sirasinda bariyer vazifesi
goérmastir. Bu nedenle doku iskelelerine yuklenen PLGA nanopartikillerden
gerceklesen 17-3 estradiol [80] ve testosteron saliminin, dogrudan partikullerden
gerceklesen salima oranla daha kontrolli ve daha uzun surede olmasi beklenildigi

gibi gozlemlenmigtir.

Hazirlanmig doku iskelelerine nanopartikullerin emdiriimesiyle olugturulan doku
iskelelerinden salim galigsmasi TST yuklla grup igin 62 ve E2 yukla grup igin 35
gun surdurdlmustar. Bolum 3.4.3.’de anlatilan yontemle salinan miktar analizleri
yapilmistir. Analizler sonucu elde edilen verilerden olusturulan kimdulatif salim
profilinden 62 gunde testosteronun %62’sinin salindigi belirlenmistir. Sekil 4.8’de
verilen kimulatif salim (%) grafiginden anlasildigi gibi ilk 24 saatte TST salimi ani
patlama (burst effect) etkisi gostermis ve nanopartikillerce kapsullenen TST
miktarinin %36’s1 salinmistir. Ostrojen igin ise kiimilatif salim profiline gére 35
ginde doku iskelelerinden E2’'nin %48’inin salindigi ve ilk 24 saatte yine ani

patlama etkisiyle %16’sinin salindigi gézlemlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. 17-B estradiol (E2) iceren PLGA nanopartiklllerin yiklendigi PHEMA-

Jelatin kriyojel iskelelerden dstrojen salim grafigi

Salinan miktarlar ilerleyen glnlerde kontrollt bir sekilde artmistir. TST’nin 62 gun
boyunca salinan toplam miktari 39.35, E2’'nin ise 35 gun boyunca toplam salim
miktari 24.08/mg partikul’'dar. Bir doku iskelesine ayrildiklari hormon deneyi
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gruplarina gore 1mg partiktl yuklenmesinden dolayi, iskele basina gunlik hormon
salim miktarlari TST i¢in 0.63 pg, E2 igin ise 0.68 pg olarak bulunmustur. Bu
sayede in-vitro c¢alismalari baslatmak icin gerekli olan iskele basina gunlik

homojen hormon salim miktarlarina erigilebildigi gozlemistir.

4.3. Hucre Kultiir Caligmalari

Hucre kultar ¢alismalari Bélim 3.5te ayrintili olarak agiklandigi gibi: 1) Hormonsuz
Kontrol iskele Grubu: PHEMA-Jelatin kriyojel doku iskelesi, 2) Testosteron grubu:
testosteron yikli nanopartikiil-kriyojel doku iskelesi sistemi, 3) Ostrojen (17-B
estradiol) grubu: 17- estradiol yuklu nanopartikul-kriyojel doku iskelesi sitemi, 4)
Testosteron+Ostrojen Grubu: Hem testosteron hem 17-B estradiol yUkli
nanopartikil-kriyojel doku iskelesi sitemi seklinde olusturulan doért farkl grup ile
yuratulmastar. Hucre kultar calismalarinda ADMSC'lerin mitokondriyal aktiviteleri,
hicre morfolojileri ve osteojenik farklilagsmalar incelenerek farkh steroid
hormonlarin, ayri ayri ve bir arada bulunmalarinin ADMSC’lerin osteojenik
farkhlasmasi Uzerindeki etkisi arastiriimistir. Hicre kultirld g¢alismalari igin doku
iskelelerinde olmasi istenen hormon miktarinin belirlenmesi igin literattr bilgileri
[83-85] ve yapilan salim galismalari sonucu esas alinmistir. Calisma kapsaminda,
8x2 mm boyutlarinda olan her bir doku iskelelerinde her biri 63 ug TST ve/veya 50
Mg E2 hormon bulunduracak sekilde 1mg PLGA nanopartikil yiklenerek hticre
kaltar calismalari bolum 3.5.2'de agiklandigi gibi gergeklestirilmistir.

4.3.1. Adipoz kokenli mezensimal kok hiicrelerin karakteristikleri

Akis sitometri analizi, hucrelerin akmakta olan bir akigskanin icindeyken
karakteristiklerinin dlgulmesi islemidir. Bu analiz ile sispansiyon halindeki hucreler
lazer 151G ile aydinlatiilmakta olan bir bdélmeden gegiriimekte ve hucrelerin 11gin
onunden gegerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilmektedir. Olusan
sinyallerin kaynagi, hicrenin buyukluk, granilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi
gibi, hucreye baglanan cesitli fluorokromlar da olabilir. Bdylece hucrenin ylzey
antijenleri, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hicre membran potansiyeli ve canlihgi
gibi cesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanmasi saglanmaktadir. Tez kapsaminda
kullanilan sigan kokenli pasaj 2 ADMSC'lere ait akis sitometri analizi sonuglar
Sekil 4.10.A'daki grafikler incelendiginde hucrelerin CD29 (%95.02), CD90
(%99.39) ve CD54 (%98.84) isaretleyicileri igin pozitif oldugu gortlmustir. CD29

(integrin-B1) MSC yuzeyinde varhdi kanitlanmis hucre-matris reseptorlerindendir.
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CD90 (Thy-1) immuinoglobin ailesine aittir ve MSC'ler igin en iyi bilinen yuzey
antijenlerindendir. Hlicre-hucre etkilesimlerinde gorev alan CD54 antijeni (ICAM-1)
ise diger pozitif antijenler gibi %98'in Uzerinde bir oran ile isaretlenmistir. CD45,
CD106 ve MHC sinif 2 antijenleri igin olduk¢a dusUk isaretlenme oranlari
bulunmustur (Sekil 4.10). CD45 (protein tirozin fosfataz, reseptér, C) hematopoetik
ve endotel hicrelere 6zgu bir antijendir, bu nedenle MSC'lerin bu antijeni eksprese
etmemesi beklenir. CD106 (VCAM-1) hicre-hticre etkilesimlerinde gérev alan bir
reseptordur ve bazi calismalarda MSC'ler i¢in pozitif antijen oldugu belirtilmistir.
MHC sinif 1 ve 2, bagisiklik duzenleyici reseptorlerdir ve literaturle uyumlu bir

sekilde, hucreler MHC sinif 2 i¢in negatif bulunmustur.
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Sekil 4.10. A) Sigan kokenli ADMSC'lere ait akis sitometri analizi sonuglari. B. ve
C. ADMSC'lerin pasaj 2’de alinan ters (inverted) mikroskop gérintileri
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Tam sonuglar birlikte degerlendirildiginde izole edilen kdk hucrelerin (pasaj 2 deki
farkh buyutmelere ait mikroskop goruntuleri Sekil 4.10 B ve C’ de belirtilmistir)

yuksek saflikta oldugunu sdylenebilmektedir.

4.3.2. MTT analizi sonuglari

ADMSC’lerin, doku iskelelerindeki mitokondriyal aktiviteleri kaltarin belirli
glnlerinde yapilan MTT analizi ile belirlenmistir. Canli hicrelerin  mitokondrisi
tetrazolyum bilesenini indirgeyerek formazan kristallerine donustlirmektedir.
Olusan bu kristaller ¢ozundugunde ortaya ¢ikan mor renkli ¢ozeltinin absorbans
degeri belirlenmigtir. Elde edilen bu absorbans degeri, Uremesini devam ettiren
canli hucre miktari ile dogru orantihdir. MTT analizi sonucu elde edilen veriler 570

nm’de belirlenen optik yogunluk degerleri olarak Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. Bos PHEMA-Jelatin kriyojel doku iskeleleri (Kontrol) , testosteron grubu
doku iskeleleri, 6strojen grubu doku iskeleleri ve TST+E2 grubu doku iskeleleri

Uzerinde kulture edilmis ADMSC'lere ait MTT sonuglari. (istatistiksel olarak anlamli

farklihk, n=3, kontrol grubu bos PHEMA-Jelatin iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu
Testosteronlu iskele iken, ## p<0.01, ### p<0.001; kontrol grubu TST+E2’li iskele iken ee p<0.01,

eee p<0.001).

Yapilan MTT analizi soncunda kulturin ikinci haftasina kadar ADMSC’lerin
mitokondriyal aktivitelerinin pek degismedigi, daha sonrasinda ise artan bir sekilde
devam ettigi anlasiimaktadir. Literatir arastirmasi yapildiginda elde edilen
sonugclarin yapilan c¢alismalarla ve verilen bilgilerle uyumlu oldugu belirlenmistir.

Ayrica farklilasma yonune giden kok hucrelerin dremelerinin durdugu bilindiginden
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4. gunde 2. gune gore daha az mitokondriyal aktivite ile birlikte 7. guinde de 6nemli
oranda artamayan hucre sayisi, kok hucrelerin kemige farklilasma yolagina
girdiklerini gostermektedir. Sekil 4.11°de goéruldugu gibi 2, 4 ve 7. glnlerde deney
gruplart arasinda mitokondriyal aktivite acgisindan anlamh  bir fark

g6zukmemektedir.

14., 21. ve 28. gunlerde ise artan mitokondriyal aktiviteyle beraber gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli sonuglar ortaya c¢ikmistir. 14. 21. ve 28.
gunde hormonsuz kriyojel iskele kontrol grubu iken diger U¢ grubun istatistiksel
anlamli farka sahip oldugu gozlemlenmigtir. Yine bu ayni U¢ analiz gunu igin
testosteron ve Ostrojen gruplari birbirlerine gore anlaml fark gosterememislerdir.
Her iki hormonun birden yer aldigi iskele grubunda ise diger U¢ grubun hepsi ayri

ayri kontrolken ylksek dederde anlamli farklilik elde edilmistir.

Sonug olarak, adipoz kokenli mezensimal kok hucrelerin PHEMA-Jelatin kriyojel
doku iskelesine yapistigi ve ¢ogaldigi ancak, hucrelerin aktivitelerinin en yuksek
oldugu o6rneklerin, testosteron ve 17- estradiol’i bir arada iceren érnekler oldugu
goOrulmektedir. Bu durum 17-B estradiol’lin ve testosteronun adipoz kdkenli MSC

uremesini arttirdigini kanitlamaktadir.

4.3.3. Taramah elektron mikroskop (SEM) analizi gorintiileri

Hucrelerin doku iskeleleri Uzerine yapisip yayillmasi, hicre c¢ogalmasi ve
farkhlasmasi acgisindan 6nemlidir. Bu nedenle adipoz kokenli mezengimal kok
hicrelerin testosteron ve dstrojen varliginda ve yoklugunda PHEMA-Jelatin doku
iskelelerine yapisma ve yayilmalari SEM ile gorintilenmistir. Alinan goéruntaler

glin bazli olarak semalar halinde Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’de verilmistir.

Sekil 4.12’de ve Sekil 4.13’de 4. ve 7. Glnlere ait SEM fotograflar verilmigtir. Sol
kolon sirasinda yer alan a ile A, cile C, e ile E ve g ile G sirasiyla bos iskele,
testosteronlu iskele, ostrojenli iskele ve TST+EZ2’li iskele’nin 4. Glnlerine aittir. B
ile b,dile D, file F, ve hile H ise yine sirasiyla ayni deney gruplarinin 7. Gunlerine
aittir.  Sekil 4.12°de buyuk harflerle temsil edilen géruntuler bulunduklari kiguk
harfli gruba ait olan daha buyuk yakinlastirmadaki ¢ekimleri ifade etmektedir. Sekil
4.12 ‘deki A,B,C,D,E,F,G,H 2500x buyutmede, a,b,c,d,e,f,g,h ise 500x buyltmede

alinan goruntilerdir. Sekil 4.13’de ise tim goruntuler 5000x buydtmede verilmistir.
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Sekil 4.12. Dort farkli deney grubunun, kaltirin 4. Ve 7. Glnlerinde alinan SEM

goruntuleri: A,B,C,D,E,F,G,H 2500x; a,b,c,d,e,f,g,h ise 500x bluylitmede
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morfolojideki hicreleri géstermeyi amaglayan 5000x blyutmedeki SEM géruntuleri
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Kllturasyonun 4. gun ve 7. gunlerine ait Sekil 4.12 ve Sekil 4.13" deki SEM
goruntulerinden de anlasildigi Uzere hucreler iskeleye basarili bir sekilde
yapismiglar fakat cok fazla yayilim goéstermemislerdir. Yayilan hicreler hig
bulunmuyor degildir fakat miktarlari kiresel formda olanlara gére ¢ok azdir. Bu
incelenen dort farkli grup icin de ayni sekilde gecerlidir. Bunun nedeni olarak
hiicre kiltir calismalarina iskele basina 2x10° hiicre sayisi ile baslanmis olmasi
dusunulmektedir. Baglanan az hucre sayisi nedeniyle hucreler birbirleri ile
yeterince temas edememis ve bu nedenle ¢ogalmalari ve yayillimlari daha yavas
bir sekilde gerceklesmistir. Literatirde doku muhendisligi ¢alismalarina baglarken
kullaniimasi 6nerilen minimum miktar 1x108dir ve bu tez galismasina incelenecek
cok fazla grup ve analiz olmasi dolayisiyla ve her grubun her analizinin 3 paralel
ile gerceklestirimesi nedeniyle daha az sayida hucre ile baglaniimak zorunda
kalinmigtir. Bu zorunlulugun temel nedeni gruplar arasindaki farkin daha guvenilir
olmasi agisindan, tum hicre kadltir c¢alismalarinin tGm analiz gruplari ve
paralelleriyle beraber ayni anda baslatiimasidir. Sekil 4.12°deki kiglik harflerle
goOsterilen 500x buyutmedeki goruntllerden anlasilacagr gibi genel hicre
yogunlugu acgisindan 7. Glinde ¢ok az bir artis gorulmekle beraber bu artis MTT

degerleriyle de uyum igerisindedir.

Sekil 4.13’'de ki Sem goruntilerinden de anlasilacagi Ulzere hicreler genellikle
jelatin ve nanopartikullerin bulundugu alanlarda yapisma gostermekte ve bu da
yuksek hidrofilisiteye sahip PHEMA iskelelere eklenen Jelatin miktarinin ne kadar
onemli oldugunu vurgulamaktadir. Ayrica yine Sekil 4.13’deki 5000x buyutmede
alinan dort farkli gruba ait 4. ve 7. GUn goéruntilerinde agikga gorilen farkh ylzey
morfolojilerine (purtzlG-purizsiz) ve farkh blyukltklere sahip (yaklasik 8 um ile 20
pMm arasi) huacrelerin varligi, onlarin mezensimal kék hicre yapilarindan, koyulan
kemik farkhlasma ortami etkisi ile morfolojik farklilagsma yonunde degistiklerini

dusundurtmektedir fakat bu sekilde bir literatlr bilgisine rastlanmamistir.

Sekil 4.14’e gelindiginde; kiltirasyonun 14. ve 21. glnlerine ait SEM goéruntulerine
yer verilmigtir. Sol kolon sirasinda yer alan a ile A, cile C, e ile E ve g ile G
siraslyla bos iskele, testosteronlu iskele, dstrojenli iskele ve TST+E2’li iskele’nin

14. Glnlerine aittir. B ile b,d ile D, file F, ve h ile H ise yine sirasiyla ayni deney
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gruplarinin  21. Gunlerine aittir. Sekil 4.14’de buyuk harflerle temsil edilen
gorunttler bulunduklarn  kuguk harfli gruba ait olan ve daha blyuk
yakinlastirmadaki c¢ekimleri ifade etmektedir. Sekil 4.14’deki A,B,C,D,E,F,G,H
2500x buyutmede, a,b,c,d,e,f,g,h ise 500x buylutmede alinan géruntulerdir. (Sekil
2.12 ile Sekil 2.14’e ait SEM fotograflarinin yerlesimi kultirasyon gunleri disinda

birbirinin aynisidir.)

MTT sonuglarini destekler sekilde Sekil 4.14’deki 14. gunu temsil eden a,c,e ve
g'de gorulen hicre yogunlugundaki artis ile birlikte yayilan hicre miktarinda da
artis gézlemlenmigtir. Hucre yogunlugu bakimindan testosteronlu (Sekil 14.c) ve
ostrojenli (Sekil 14.e) grup arasinda gozle gorulur bir fark olmadigi fakat bu iki
grubun hidcre yogunlugunun hormon igcermeyen kontrol grubundan (Sekil 14.a)
fazla oldugu gdézlemlenmektedir. Her iki hormonu ayri ayri iceren nanopartikilleri
yapisinda bulunduran 4. grup olan TST+EZ2 ise diger tim gruplardan daha yodun
hicreye sahiptir. Bu yogunluk durumu kultirasyonun 21. guninde de tum gruplar
icin ayni sekildedir (Sekil 4.14. b. d. f ve h). Buradan testosteron ve dstrojenin
sinerjik bir etki ile hiicre ¢cogalmasini diger gruplara oranla daha fazla arttirdigi
gOrulmektedir. Ayrica kultirasyonun 21. guininde tum gruplarda yayilan hucre
sayisinin arttigi gézlemlenmis ve morfolojik 6zellikleri dolayisiyla kemik farklilagsma

yoluna gittikleri sGylenebilir.

Sekil 4.14'de h ve H gorUntilerinin temsil ettigi kultirasyonun 21. gundndeki
TST+E2 grubunun diger gruplardan farkli olarak fibroblastik morfolojiye belirgin
sekilde sahip ve birbirleriyle Urettikleri ECM ile etkilesim halinde oldugu
g6zlemlenmistir. in-vitro hiicre kiiltir calismalarinin yapildigi dért grup igerisinde
bir tek, her iki hormonun birden kontrolli salindigi grup olan TST+E2’ de yogun
ECM salgisi ile farklilasma gézlemlenmistir. Bu durum, daha yogun hicre miktari

icermesiyle birlikte elde edilen MTT degeriyle uyum igerisindedir.

4.3.4 ALP aktivitesi tayini sonuglari

Alkalen fosfataz (ALP) kemik metabolizmasiyla ve osteoblastlarin farklilagsmasiyla
baglanti olan kemik matris enzimidir. Fosfatazlar kalsiyumun organik matris
icerisine yerlestiriimesinde gorevlidirler, ayrica kollajen fiberlerinin olugsmasinda da
bir islevinin oldugu belirtiimistir. Bunlar C vitaminiyle aktive olan enzimlerdir. Kemik

olusum surecinde kalsiyum, osteoblastlarin olusturdugu osteoid yapisinin igerisine
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cokerek organik matrisi sertlegtirir. Bu ¢okelme olmadan Once osteoblastlar
sitoplazmalari iginde bol miktarda alkalen fosfataz enzimi Uretir ve
sitoplazmalarinin disina salgilarlar. Biriken alkalen fosfataz enzimi doku sivilariyla
tasinan fosforik asit esterlerinden hidroliz yoluyla fosfat gruplarini ayirirlar. Bdylece
kalsiyum iyonlari bu fosfat gruplariyla birlesir ve matris mineralizasyonu saglanmis
olur [87]. Kemik olusum surecinde belirte¢c olarak kullanilan ALP, kemik
sialoproteini I, osteonektin ve kemik morfojenik proteini-2 (BMP-2) éncu olarak
sentezlenirken, osteopontin ve osteokalsin sonraki evrelerde sentezlenmektedir
[86]. Bu nedenle ALP aktivitesi, osteoblast farklilagsmasi ve osteojenik 6zelliklerinin
belirlenmesinde en sik incelenen parametredir [11]. Literatir bilgileri
incelendiginde ADMSC'lerin osteojenik farkhlasma potansiyellerinin arastiriidigi
calismalarda ALP aktivitelerinin 14. ginde en yuksek degere ulastigi, daha sonra

ise bir miktar azaldig1 gozlenmektedir.
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Sekil 4.15. Hormon igermeyen, TST igeren, E2 iceren ve TST+EZ2 iceren PHEMA-
Jelatin kriyojel doku iskeleleri Gzerinde ¢ogalan hiicrelere ait ALP aktivitesi analiz

sonuglarl. (istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu bos PHEMA-Jelatin iken *

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu Testosteronlu iskele iken # p<0.05, ## p<0.01; kontrol
grubu TST+E2’li iskele iken e p<0.05, eee p<0.001).
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Fakat bu tez galismasindaki ALP sonuglarinda en yuksek degerlere 21. gunde
ulasildigr Sekil 4.15° de gorulmektedir. Bunun nedeni olarak da baslangi¢ hicre
sayisinin az olmasi gosterilebilir. CUnkl hucreler ekildikten sonra miktarlanin az
olmasi dolayisiyla oncelikle etkin nigin saglanabilmesi agisindan yapisma ve
¢ogalma yonunde ilerlemek istemektedirler. Fakat farklilagsma ortaminin etkisiyle
kemige farklilagma sinyalleri alan kok hucrelerin GUremeleri oldukga yavaglamistir.
14. Glne kadar yavas bir sekilde Ureyen hicrelerde, az hicre sayisindan dolayi
kemige farkllasan hlcre sayisi da azdir. Fakat MTT degerleri ve SEM
goruntuleriyle de desteklenen 21. gundeki yayilmis ve sayilari oldukga artmis olan
hacrelerin erken farklilagsma asamasinin tam olarak bu zamanlar oldugu
sdylenebilmektedir. Literatirde yeni kemik olusumu asamasinda alkalen fosfataz
aktivitesi basta dusuk oldugu, farklilasma ve matris olusumu ilerledikgce artis
gOsterdigi, osteoblastlar osteositlere donustiklerinde ise aktivitesinin tamamen
kayboldugu belirtiimektedir [88]. MTT sonugclarinda goruldugu sekilde 14. gunden
itibaren hicre sayisindaki artistan (Sekil 4.11) sonra farkllasma yoladina giren
hicre sayisi da arttigindan ve 21. Glnde gézlenen ECM olusumlariyla (Sekil 4.14.
h) paralel olarak 21. Gundeki ALP degerleri daha ylksek ¢cikmistir.

Gruplar arasindaki farklara bakilacak olursa iki hormonun bir arada bulundugu
TST+E2 grubundaki hicrelerin 7. gunde TST ve E2 grubundan %5 yaniima payi
ile anlamh olarak pozitif yonde farkli oldugu goérulmektedir. Ayrica 14. ve 21.
gunlerde ise TST grubundan %1 yanilma pay ile E2 ve kontrol grubundan ise

%0.1 yanilma payi ile pozitif ydonde anlaml fark gostermektedir.

14. ginde TST grubu E2 ye gbre %5 yanilma payinda pozitif yonde anlamli fark
gOstermekte fakat 21.ginde TST ile E2 grubu arasinda anlamh fark
g6zukmemektedir. Bdylece ALP sonuglarinin MTT ve SEM analizleri sonuglariyla
uyum igerisinde oldugu goézlemlenmistir ve buradan her iki hormonun birden etkide
bulundugu hucrelerin dreme hizlarinin ve dolayisiyla farklilasma oranlarinin diger
gruplara nazaran daha fazla oldugu soOylenebilmektedir. Ayni sekilde analizler
sonucunda TST ve E2 hormonlarinin tek baslarina uygulandigi PHEMA-Jelatin
doku iskelelerinin, kontrol grubu olan bos PHEMA-Jelatin doku iskelesine gore,
hicrelerin ireme ve farklilagsmalari agisindan daha Ustun 6zellik sergiledikleri fakat

birbirleri arasinda anlamli farklar gézikmedigi agiktir.

99



4.3.5. Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analiz sonuglari
Osteojenik farklilasma sirasinda pek c¢ok genin ekspresyonunda dedisiklik
meydana gelir. Ozellikle alkalen fosfataz, RunX2, osteopontin, osteokalsin ve
kollajen Tip | ekspresyonlari artmaktadir. Tez galismasinda osteoblast belirteci
olan, kollajen | (KOL 1), RunX2, osteopontin (OPN) ve osteokalsin (OCN) igin RT-
PCR sonuglari mRNA ekspresyonunda PHEMA-Jelatin iskeledeki degerin kat
artigi olarak gosterilmistir (Sekil 4.16, 4.17, 4.18 ve 4.19).

Kollajen sentezi farklilagsan osteoblastlarin ilk fonksiyonlarindan biridir. Kollajen
kemigin temel yapilarindandir, mekanik dayanimini saglar ve literatlirde osteoblast
hicrelerin gogaldikga kollajenin sentezinin de arttigi belirtiimektedir [89]. Kollajenin
organizmada en fazla bulunan ¢esidi kollajen tip-I'dir ve bag dokusunda genis bir

alan teskil etmektedir.
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Sekil 4.16. Hormon igermeyen, TST igeren, E2 iceren ve TST+EZ2 iceren PHEMA-
Jelatin kriyojel doku iskeleleri Uzerinde kulture edilmis ADMSC'’lere ait bagil tip |

kolajen gen ekspresyonu. (istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu bogs PHEMA-
Jelatin iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu Testosteronlu iskele iken # p<0.05, ##
p<0.01, ### p<0.001; kontrol grubu TST+E2’li iskele iken e p<0.05, ee p<0.01, eee p<0.001).
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Bir transkripsiyon faktori olan RunX2 osteoblast farkhlasmasi igin kritik bir
duzenleyicidir. Osteopontin, kollajen Tip |, kemik sialoproteini ve osteokalsin gibi
pek cok osteoblastik gen ekspresyonunu duzenlemekle gorevlidir. Nuklear
RunX2'nin osteoblast spesifik elemente baglanmasi kemige 6zgu genlerin

ekspresyonunun artmasina ve osteoblast fenotipinin ortaya gikmasina neden olur.

Literatirde RunX2 genlerinin ¢ift allelinde mutasyon olusturularak dogmus olan
farelerin tamamen kikirdak iskelet ile dogdugu belirtiimig, bu calisma ile
embriyogenez sirasinda osteoblast farklilasmasi igin RunX2'nin varliginin ¢ok
onemli oldugu vurgulanmistir [90]. RunX2'nin osteoblast farklilasmasinin erken
donemlerinde kemik matris proteinlerinin ekspresyonlarini baglatirken, osteoblast
olgunlasmasi sirasinda bulunmasi gerekli olmadigi igin ekspresyon seviyesi

azalgigi belirtilmigtir [91].
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Sekil 4.17. Hormon igermeyen, TST igeren, E2 iceren ve TST+EZ2 iceren PHEMA-
Jelatin kriyojel doku iskeleleri Gzerinde kulture edilmis ADMSC'lere ait bagil RunX2

gen ekspresyonu. (istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu bos PHEMA-Jelatin

iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu Testosteronlu iskele iken # p<0.05, ###
p<0.001; kontrol grubu TST+EZ2’li iskele iken e p<0.05, eee p<0.001).
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Osteopontin ¢ok fonksiyonlu bir ECM proteinidir ve hucre gogu ve adezyonu ile
mineral depolanma regulasyonlarindan sorumludur [11]. Osteokalsin ise kemik
dokusunda mineralizasyon ve kalsiyum iyon dengesini saglamada gorevlidir.
Serumda yuUksek oranda bulunan osteokalsin ve osteopontin kemik mineral
yogunlugunun artigina isarettir [86]. Osteokalsin ve osteopontin olgun osteoblast
olusumunun bir gostergesi oldugundan farklilasmanin ge¢ donemlerinde ortaya
cikmaktadirlar. In vitro ortamda da durum in vivo ortamda oldugu gibidir, hiucre
¢ogalmasi azalmaya basladiginda ALP artmaya baslar ve osteokalsin ile

osteopontin son agsamada uretilir [88].
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Sekil 4.18. Hormon igermeyen, TST igeren, E2 iceren ve TST+EZ2 iceren PHEMA-
Jelatin kriyojel doku iskeleleri Gzerinde kultire edilmis ADMSC'lere ait bagil (A)
OPN, (B) OCN gen ekspresyonu. (istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu bos

PHEMA-Jelatin iken * p<0.05, *** p<0.001; kontrol grubu Testosteronlu iskele iken # p<0.05, ##

p<0.01, kontrol grubu TST+E2’li iskele iken e p<0.05)
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Sekil 4.16 incelendiginde doku iskeleleri Gzerindeki kollajen tip | gen ekspresyonu
14. gunde PHEMA/Jelatin kontrol grubuna gore TST+E2 grubunda 13 kat; 21.
gunde ise TST grubunda 30 kat, E2 grubunda 23 kat, TST+E2 grubunda ise 39 kat
artmistir.  En yuksek kollajen tip | sentezinin TST+E2 grubunda oldugu
gorulmektedir. Elde edilen sonuclar SEM fotograflarinda 21. guinde gézlenen ECM

artisini desteklemektedir.

Sekil 4.17° de ADMSC'’ lerin RunX2 ekspresyon seviyeleri incelendiginde kalttrin
7. gunuande gruplar arasinda anlaml bir fark bulunamadigi, 14. ginde ekspresyon
PHEMA-Jelatin kontrol iskeleye gore E2 grubunda 15 kat, TST+E2 grubunda ise
36 kat arttigi gozlenmektedir. Kultiran 21. guninde ise PHEMA-Jelatin kontrol
iskeleye gore E2 ve TST gruplarinda yaklasik 49 kat, TST+E2 grubunda ise 106
kat artis gorulmusttr. Ekspresyon artiglarinin gruplara gore oranlari yine MTT ve

SEM analizlerini destekler nitelikte ¢cikmistir.

Sekil 4.18.A’da ADMSC’ lerin OPN ekspresyon seviyeleri incelendiginde kultarin
7. gunudnde gruplar arasinda anlaml bir fark bulunamadigi, 14. ginde ekspresyon
PHEMA-Jelatin kontrol iskeleye gére TST grubunda 7 kat, E2 grubunda 15 kat,
TST+E2 grubunda ise 12 kat arttigi goézlenmektedir. Kaltirin 21. glinunde ise
PHEMA-Jelatin kontrol iskeleye gore E2 ve TST gruplarinda anlamli sonug

bulunamazken, TST+E2 grubunda ise 33 kat artis goralmustar.

Sekil 4.18. B'de ise bagil OCN gen ekspresyonunun kultirin sadece 21.
gunundeki gruplara gore degerleri verilmistir. Bunun nedeni kultirasyonun onceki
gunlerine ait olan oOrneklerin analiz sonucu vermemesidir. OCN ekspresyonu
PHEMA-Jelatin kontrol iskeleye gore yalnizca TST+E2 grubunda anlamh artis (4

kat) gostermistir.

RT-PCR sonuglari genel olarak degerlendirildiginde gen ekspresyonlarinin kat
artiglari literatirde yer alanlara kiyasla daha fazladir. ilaveten, MTT ve SEM
analizleriyle uyumlu ¢ikan PCR sonuglari, iki hormonun Uzerlerinde ayni anda etkili
oldugu grup olan TST+E2 grubunda, ADMSC'’lerin osteojenik farklilasmasini

hormonlarin ayri ar etkili oldugu diger gruplara oranla daha fazla arttirmigtir.
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4.4. Rejenerasyon Galigmalari Sonugclar

4.4.1. Makroskopik bulgular

Kuru haldeki PHEMA-Jelatin kriyojeller sivi ortama konuldugunda c¢ok hizli bir
sekilde siserek denge haline yaklagik bir dakika icerisinde ulagmaktadir. Deney
hayvanininda olusturulan defektin icerisine kuru olarak yerlestirilen bos veya farkh
hormon igerikli kriyojeller, hizlica etraftaki doku sivilarini emerek boslugu
doldurmustur. Bu da kriyojellerin implante edilirken, AMSC’lerin emrilme iglemi
yapilirken ve tim implantasyon islemlerinden sonra stabil olarak defekt bélgesinde

kalmasini saglamistir.

Dort farkli deney grubuna kritik boyutlu kraniyal defekt hayvan modelinde implante
edilmis kriyojelin, operasyondan sonra 6 veya 12 haftalilk donemlerde c¢ekilmis
goruntuleri Sekil 4.19° da sunulmustur. Makroskopik degerlendiriimelere gore,
operasyondan 6 ve 12 hafta sonraki dénemlerde kriyojeller intakt yapilarini
korumusglardir. Etrafdaki dokularla entegrasyonlarn goézlenmistir.  Kriyojel
ceperlerinde ve i¢ kisimlarina dogru kan damarlari géralmustur. Polimerik kriyojel
komsu dokularla bir butunlak igerisine girmistir (Sekil 4.19).

4.4.2. Mikro bilgisayarli tomomografi (Micro CT) sonuglari

8mm cap ve 2mm kalinlikta olusturulan defektlerin kritik boyutta oldugu
(kendiliginden iyilesemedigi) Sekil 4.20'de bulunan Micro CT goéruntaleri ile
kanitlanmigtir. Olusturulan kritik boyutlu defektin hi¢cbir malzeme konulmadan Gzeri
kafa derisi ile kapatildiginda 6 ve 12 hafta surelerince iyilesemedigi Sekil 4.20 (b)
ve (c)de goérulmektedir. Rejenerasyon incelemelerinde igerisinde hormon
icermeyen bos doku iskelesi grubunun (PHEMA) 6 ve 12 haftalik sure zarflarinin
her ikisinde diger gruplara nazaran geride kaldigi gozlemlenmektedir. Bir hormon
iceren iki gruptan yalnizca Testosteron icerikli doku iskelesi (PHEMA + TST)
defekt olusturulmasinin ilk 6 haftasi boyunca defektin neredeyse tamamini
kapatmay! basarmis ve 12 hafta sonunda ise defekti tamamamen kapatmistir.
PHEMA grubu ile birlikte Ostrojen igerikli doku iskelesinin (PHEMA + E2) defekt
olusturulmasindan sonraki gegen 12 hafta boyunca defek igerisini tam olarak
dolduramadigi gozlemlenmistir. Her iki hormonu birden igeren doku iskelesinin

(PHEMA+TST+E?2) ise incelemenin henlz 6 haftasinda tum defekti kapattigi ve ilk
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6 haftalik rejenerasyon asamasinda diger gruplarin hepsinden daha iyi sonug
verdigi gézlemlenmistir. izleyen ikinci 6 haftalik siirecin sonunda da iki hormonu
iceren deney grubunun olusturulan defekti etkin bir bicimde doldurdugu ve Kontrol
gruptaki mineralize matriks formasyonuna hem morfolojik (Sekil 4.20.a ve Sekil.
21.h) hem de degersel olarak benzerlik goéstermektedir. Mikro bilgisayarli
tomografi ¢ekimlerinden elde edilen farkli deney gruplarina ait mineralize kemik

formasyonlarinin yizdece deg@erleri Cizelge 4.3’de gosterilmigtir.

Sekil 4.19. (a) ve (b) 6 haftalik, (c) 12 haftalik inceleme igin ¢ikarilan kriyojel

implantlarin kemik doku ile entegrasyonlarinin makroskobik goruntusu.
(a) (b)

(c)

Sekil 4.20. Mikro CT goéruntlleri (a) Uzerinde higbir islem yapilmamis sigan

kraniyumu (KONTROL) ve kritik boyutta olusturulmus kraniyal kemik defektinin
(SHAM) (b) 6 haftalk gérintusu, (c) 12 haftalik gorantisu.
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PHEMA PHEMA pHEMA

pHEMA + + +
TST E2 TST + E2
(a) (9)
6
Hafta
(b) (h)
12
Hafta

Sekil 4.21. Mikro bilgisayarl tomografi incelemesine alinan kraniyumlarin fotograf
goruntdleri. (a ve b) Hormon igermeyen bos PHEMA doku iskelesi, (c ve d)
Testosteron igerikli PHEMA doku iskelesi, (e ve f) Ostrojen igerikli PHEMA doku
iskelesi, (g ve h) her iki hormonu birden iceren doku iskelesi. (a,c,e,g) 6 haftalik
incelemeye alinan deney grublarina, (b,d,f,h) 12 haftalik incelemeye alinan deney

gruplarina ait fotograflar.

Mikro CT analiz sonuglarina goére 6 haftalik inceleme gruplarindan TST igerikli
iskele grubu ile TST+E2 igerikli iskele grubu sirasiyla %67.84 ve %71.98
mineralize kemik formasyon degerleri ile SHAM gurundan ve sadece doku iskelesi
iceren (PHEMA) gruptan istatistiksel olarak anlamli farklilik gdstermistir. ilk alti
haftalik inceleme slresince higbir grup KONTROL grubunda oldugu gibi tam
olaram mineralize bir kemik formasyonu (%91.55) olusturamamistir. 12 hafta
sonunda ise inceleme gruplarindan hormon igerikli olanlarin hepsi PHEMA ve
SHAM gruplarina gére anlaml farkhlik géstermis olup, en yliksek mineralizasyonu
ilk 6 haftada oldugu gibi her iki hormonu da iceren kriyojel doku iskelesi elde

etmistir (Cizelge 4.3).
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4.4.3. Histolojik analiz sonuglari




Sekil 4.22. 6 haftalik implantasyonlarin Hematoksilen Eozin (A,B,C,D) ve
Masson’s Trichrome (a,b,c,d) boyamalarina ait goéruntuler: (A) ve (a) yalniz doku
iskelesi grubuna (PHEMA); (B) ve (b) Testosteron igerikli doku iskelesi grubuna
(PHEMA+TST); (C) ve (c) Ostrojen igerikli doku iskelesi grubuna (PHEMA+E2);

(D) ve (d) Testosteron ve 6strojen igerikli doku iskelesi grubuna
(PHEMA+TST+E2) ait mikrograftlardir. M: implante edilen malzeme (PHEMA-
Jelatin kriyojel doku iskelesi), CT: Bag dokusu, NB: Yeni trabektler kemik.

implantasyondan 6 hafta sonra incelenen orneklerde kollajen fibriller (HE
boyamasi ile pembe; MT boyamasi ile mavi) ve kan damarlarinin implant ile yakin
iliskisi gozlenmigtir. iskelelerin birbiriyle bagh makro gézenekli yapisinin yeni kan
damarlari olusumuna izin verdigi goérulmustir. Bag dokusu hicrelerinin ve yeni kan
damarlarinin énemli olglide kriyojel i¢cine dogru gelismesi, kriyojel ve incelenen
hormonlarin intramembrandz ve/veya endokondral osifikasyona rehberlik ettigini
ortaya koymustur. Orta-yogun densitede inflamatuar hdcrelerin  varhgi
saptanmistir. Fibréz bag dokusu olusumu ve inflamatuvar hiicre yogunlugu ile
karakterize doku cevabi PHEMA ve PHEMA+E2 gruplarinda diger gruplara
nazaran daha yuksek olarak gorulmustur. Dort grubun her birinde yeni trabekuler
kemik dokularinin adaciklar halinde kan damarlari ve kriyogel ile etkilesim
icerisinde halinde olduklar saptanmistir. PHEMA+TST ve PHEMA+TST+E2
gruplarinda kriyojelin gevresinde ve iglerinde yogun yeni kemik olusumlari tespit

edilmigtir.

Implantasyondan 12 hafta sonra incelenen 6rneklerde benzer sekilde kollajen
fibriller ve kan damarlarinin implant ile yakin iligkisi gézlenmistir. 6 haftalik
inceleme sonuglarina gére kan damarlarinin miktarinda artis goértalmastur.
inflamatuar cevabin ise 6 haftalik inceleme gruplarindakine kiyasla daha az
oldugu saptanmistir. Kortikal kemik plakalari Gzerinde ve bazen kikirdak adalarinin
sinirinda aktif osteoblast sentezleyen yeni kemik matriksi tespit edilmigstir. Higbir
deney grubunda nekroz veya yabanci cisim reaksiyonu gorulmemistir. Saglikli
osifikasyon proseduru kortikal kemigin kenarlarindan baslayarak implantin iglerine
dogru ilerlemistir, buna bagli olarak defekt iyilesme skorlari zamanla artig

gostermigtir.
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Sekil 4.23. 12 haftalik implantasyonlarin Hematoksilen Eozin (A,B,C,D) ve
Masson’s Trichrome (a,b,c,d) boyamalarina ait goruntuler: (A) ve (a) yalniz doku
iskelesi grubuna (PHEMA); (B) ve (b) Testosteron igerikli doku iskelesi grubuna
(PHEMA+TST); (C) ve (c) Ostrojen igerikli doku iskelesi grubuna (PHEMA+E2);

(D) ve (d) Testosteron ve ostrojen igerikli doku iskelesi grubuna
(PHEMA+TST+E?2) ait mikrograftlardir. M: Iimplante edilen malzeme (PHEMA.-
Jelatin kriyojel doku iskelesi), CT: Bag dokusu, NB: Yeni trabektler kemik.

Cizelge 4.3. Mikro Bilgisayarl Tomografi ve Histolojik Analizlerin Tanimlayici

Istatistiki Bilgileri

Mineralize Kemik Kemik defekti

Formasyonu (%) Doku cevabi iyilesmesi

Gruplar M (x IQR) p M (* IQR) p M (£ IQR) p
6. Hafta

SHAM 19.95 (+4.12) 2 (x0) 0 (x0)

PHEMA 27.63 (x4.49) 0.001 3 (x0) 0.005 1 (x0) 0.001

PHEMA + TST 67.84 (+8.06) 2 (1) 2.5 (1)

PHEMA + E2 32.37 (£5.53) 2.5 (1) 1.5 (x0)

PHEMA + TST+ E2 71.98 (x12.27) 2 (1) 3(x1)

Kontrol 91.55 (£3.43) 0 (x0) 4 (x0)
12. Hafta

SHAM 24.87 (+4.45) 1.5 (0) 0 (x0)

PHEMA 36.45 (17.62) 0.001 2 (1) 0.010 1 (1) 0.005

PHEMA + TST 79.02 (£10.34) 1.5 (1) 3.5 (x0)

PHEMA + E2 50.16 (+12.85) 2 (1) 2.5 (1)

PHEMA + TST+ E2 87.53 (19.09) 1(x0) 4 (£0)

Kontrol 90.25 (£6.71) 0 (x0) 4 (£0)

SHAM: Yanizca defekt olusturulup higbir implant yerlestiriimemis deney grubu,
PHEMA: yalnizca doku iskelesinin implante edildigi deney grubu. PHEMA+TST:
Testosteron igerikli nanopartikullerin yuklendigi doku iskelesinin implante edildigi
deney grubu. PHEMA+E2: Ostrojen igerikli nanopartikillerin yiklendigi doku
iskelesinin implante edildigi deney grubu. PHEMA+TST+E2: Testosteron ve
ostrojen igerikli nanopartikullerin yuklendigi doku iskelesinin implante edildigi
deney grubu. Kontrol: Higbir isleme maruz birakiimamis deney grubu. M:
Ortalama, IQR: Ceyrek Degerler Genisligi
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Cizelge 4.4. Deneysel gruplarin Bonferroni duzeltmesi ile Mann-Whitney U testi

kullanilarak yapilan ¢oklu kargilagtirma analizi
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez g¢aligmasin amaci; kemik rejenerasyonuna yonelik olarak, en uygun
monomer oranlarina sahip olabilecek kriyojel doku iskelesini belirlemek,
testosteron ve 6&strojenin PLGA nanopartikiller yardimiyla kontrolli ve uzun
donem salimini gergeklestirebilmek, hazirlanan iskeleler ile hormon yUuklu
nanopartikullerin  kullanimiyla TST ve E2'nin ADMSC'ler uzerindeki kemik
farkhlasmasina olan etkilerini belirleyebilmektir. Bu amag¢ dogrultusunda; 6nce
farkh bilesim oranlarina sahip PHEMA-Jelatin doku iskeleleri sentezlenmis ve
karakterizasyonlari dogrultusunda en uygun oldugu dusunulen yapi segilmistir.
Sonrasinda TST yukli ve E2 yUkli nanopartikiller sentezlenmis ve hormonlarin
kriyojel doku iskelelerinden salim profilleri incelenmigtir. Hormon yukld
nanopartikullerin doku iskelelerine emdiriimesiyle olusturulan sistemlerin ADMSC
(adipoz kokenli mezensimal koék hucre)ler Uzerindeki etkileri incelenmistir.
Olusturulan nanopartiktl-hormon-doku iskelesi sisteminin in-vivo etkinliginin
belirlenmesi amaciyla 60 adet Sprague Dawley si¢can kullanilarak kritik boyutlu
kraniyal defekt uygulamasi ile rejenarasyon calismalari yurtlmastir. Tez kapsami

boyunca yapilan ¢caligmalardan elde edilen 6nemli bulgular asagida 6zetlenmistir.

e Dondurma sicakligi, monomer konsantrasyonu ve gapraz baglanma orani
kriyojellerin  fiziksel Ozelliklerini belirleyen temel degiskenlerdir. Tez
kapsaminda incelenecek olan salim ve hucre kultur caligsmalari igin
uygulanmasina karar verilen PHEMA-Jelatin kriyojel doku iskelelerinin
icerigine: monomer-gcapraz baglayicc HEMA:PEGDA orani 6:1,
Jelatin:Gluteraldehit orani 20:1, %10 oraninda (v/v) HEMA ve %4 oraninda
(v/v) Jelatin olarak karar verilmistir. Ayrica kriyojellesme cam tlpler
icerisinde -18°C’de, 24 saat boyunca gergeklestirilmistir.

e 65:35; PLA/PGA Dbilesimlerine sahip Poli (laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA)kullanilarak bos ve hormon yukli nanopartikiller sentezlenmistir.
PLGA/17- estradiol ile PLGA/Testosteron agirlikgca orani 10 olacak sekilde
hazirlanan nanopartiklller, emdulsiyon-¢ézicu-buharlastirma ydntemiyle
sentezlenerek ortalama 200 nm c¢aplarinda ve kuresel formda
nanopartikiller Gretilmistir. PLGA nanopartikuller tarafindan kapsullenen 17-
B estradiol ve testosteron miktari HPLC ve UV spektrofotometre kullanilarak
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belirlenmis ve testosteronun enkapsulasyon verimi %63, 17-B estradiol’'in
enkapsulasyon verimi ise %53 olarak bulunmustur.

PLGA nanopartiklllerden testosteron salimi, PHEMA-Jelatin kriyojel doku
iskelelerinden ise ayri olarak testosteron ve 17-f3 estradiol salim ¢alismalari
yapillmis ve genel olarak testosteronun daha yuksek ani patlama (burst
effect) salim oranina sahip oldugu fakat iskelelerden iki hormonun gunlik
salim miktarlarinin es oldugu bulunmustur.

Hesaplanan enkapsulasyon verimleri, literatirden arastirilan hormonlarin
serum seviyeleri ve yapilan salim g¢alismalari sonucunda in-vitro huicre
kultard calismalari igin bir PHEMA-Jelatin kriyojel doku iskelesi bagina her
iki hormon i¢in de 1mg partikil emdirme yontemiyle yuklenerek galismalar
bagslatiimistir.

Salim ve huicre kultard calismalar’nin tim deney ve analizleri igin 8mm
¢apina ve 2mm kalnligina sahip PHEMA-Jelatin doku iskekeri
kullanilimistir.

CD29 (%95.02), CD90 (%99.39) ve CD54 (%98.84) isaretleyicileri igin
pozitif, CD45 (%6.72), CD106 (1.71) ve MHC sinif 2 (0.38) negatif edlde
edile degerler ile birlikte primer kultirasyon ile elde edilen ADMSC’lerin
hdcrelerin yliksek saflikta oldugu kanitlanmistir.

Adipoz kokenli mezensimal kdk hucrelerle (ADMSC) yuratulen hicre kaltura
calismalari kapsaminda yapilan MTT, SEM, ALP ve PCR analizleri
sonucunda testosteron ve 17-f estradiol iceren nanopartikil yikli PHEMA-
Jelatin kriyojel doku iskeleleri grubunun, hormonlarin etkisiyle hicre
yapismasini ve Uremesini arttirdigi goralmustur. Hucrelerin yapismasi,
uremesi ve farklilasmalari Gzerinde ayri ayri testosteron ve 17-f estradiol
yukli doku iskelelerinin, nanopartikllsiiz kontrol doku iskelelerine gore
daha etkili oldugu bulunmustur. Ayrica iki hormonun birden yUuklu oldugu
doku iskelelerindeki ADMSC’lerin yapisma, Ureme ve farklilagsma
Ozelliklerinin diger gruplardan daha Ustun oldugu belirtilmigtir.

Olusturulan 8mm c¢apli ve 2mm kalinhdindaki kraniyal defektlerin kritik
boyutta olduklari (kendiliginden iyilesemedikleri) kanitlanmigtir.
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Histolojik calismalar doku iskelelerinin dokuda nekroz veya yabanci cisim
reaksiyonuna sebep olmadigini ve zaman ilerledikge inflamasyonel doku

cevabinin azaldigini ortaya koymustur.

Makroskopik degerlendiriimelere goére, implantasyondan 6 ve 12 hafta
sonraki doénemlerde kriyojeller intakt yapilarini korumuslardir. Etraf
dokularla entegre olmuslardir. Kriyojel c¢eperlerinde ve kriyojelin i¢
kisimlarinda kan damarlari géralmustar. Polimerik kriyojel komsu dokularla

bir batlnllk igerisine girmigtir.

Farkli hormon igerikli veya bogs doku iskelelerinin iglerine dogru bag dokusu
hacreleri ve yeni kan damarlarinin ilerledigi ve yeni dokunun olustugu
gozlenmistir, zamanla birlikte olusan yeni kemik dokusunda artisinda

gorulmustar.

6 ve 12 haftalik inceleme surelerinin her ikisinde de, Testosteron
hormonunu igeren doku iskeleleri, Ostrojen hormon igerikli ve hic icermeyen
doku iskelesine oranla kemik defekti iyilesmesi ve mineralize matriks

formasyonu bakimindan daha basarili bulunmustur.

6 ve 12 haftallk inceleme sirelerinin her ikisinde de Ostrojen ve
Testosteron hormonunu bir arada iceren doku iskeleleri, hormonlari teker
teker iceren ya da hi¢ icermeyen doku iskelelerine oranla kemik defekti
iyilesmesi ve mineralize matriks formasyonu olusumu bakimindan daha

basarili bulunmustur.

Hic kullaniimamalarina kiyasla, Ostrojen ve Testosteron hormonlarinin ayri
ayri veya birlikte kullaniminin adipoz kodkenli mezengimal kok hucrelerin

kemik farklilasmasina olumlu yonde etki ettigi bulunmustur.

Testosteron ve Ostrojen yikli nanopartikiil iceren PHEMA-Jelatin kriyojel
doku iskelelerinin, sisme davranislari, mekanik o6zellikleri, birbiri ile
baglantih  makro go6zenekli yapilarina ek olarak in-vitro kosullarda
ADMSC'’leri farklilagtirma potansiyelleri ve in-vivo kosullardaki kemik doku
rejenerasyonunu  destekleyici  Ozellikleri  sayesinde kemik  doku
muhendisligindeki  klinik  uygulamalarda kullanilabilecegi kanaatine

variimigtir.
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