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OZET

Calis M., 17p-ostradioliin kitosan-hidroksiapatit yapidaki doku iskelesine
yiiklenen yag dokusundan tiiretilmis mezenkimal kok hiicreler iizerindeki
osteojenik etkisinin deneysel kemik defekti modelinde arastirilmasi. Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim
Dah Uzmanlik Tezi. Ankara, 2012.

Bu caligmada 17B-06stradioliin yag dokusundan tiiretilmis kok hiicrelerin osteojenik
farklilasmasini tetikleyici bir etkisi olabilecegi hipotez edilmis ve bu hipotezi test
etmek amaciyla bir deneysel calisma planlanmistir. Calismada 36 adet Sprague-
Dawley sigan kullanilmis ve hayvanlar 6 esit deney grubuna ayrilmistir. Grup
farketmeksizin hayvanlarin kalvariyumunda her iki parietal kemik de kullanilacak
sekilde birbirinden bagimsiz 7mm. ¢apinda yuvarlak sekilli tam kalinlikta kemik
defektleri olusturuldu. Olusturulan defektlerin birbirinden bagimsiz iyilestikleri ve
tedavi yontemlerine birbirinden bagimsiz yanit verdikleri i¢in her bir sicandan 2
bagimsiz 6rnek elde edildi. Birinci deney grubuna sadece kemik defekti (defekt)
olusturuldu, ikinci gruba defek olusturulmasii takiben bos doku iskelesi (DI)
yerlestirildi. Ugiincii gruba suda ¢dziinen 17B-ostradiol yiiklii doku iskelesi (WE-DI)
yerlestirildi. Dordiincii gruba 17B-6stradiol yiiklii PLGA nanopartikiiller yiiklenmis
doku iskelesi (PE-DI) yerlestirdi. Besinci gruba suda cdziinen 17B-6stradiol ve
AdMCS yiiklii doku iskelesi (WE-DI-H) yerlestirildi. Altinci gruba 17p-6stradiol
yiikli PLGA nanopartikiiller ve AdMSC yiiklenmis doku iskelesi (PE-DI-H)
yerlestirildi. Erken ve ge¢ kemiklesmenin ayri ayr1 degerlendirilebilmesi amaciyla
sirastyla 4. ve 12. haftada hayvanlar sakrifiye edilerek ornekler elde edildi. Elde
edilen ornekler klinik olarak, histoloji ve mikro tomografi ile degerlendirildi. Sonug
olarak 4. ve 12. hafta elde edilen sonuclar acisindan degerlendirildiginde AdAMSC
yerlestirilen gruplarin (WE-Di-H ve PE-DIi-H) diger deney gruplarina gére anlamli
olarak daha iyi kemiklestigi gortldi (p<0,005). Bu iki grup arasinda 4. hafta
sonuclar1 acisindan anlamli fark olmasa da 12. hafta elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda PE-DI-H grubunun WE-DI-H grubuna gére daha iyi kemiklestigi
goriilmiistiir. Uzun donemde farklilik 17B-0stradioliin bu grupta daha uzun siireye
yayilarak kontrollii salinimina baglanabilir. Sonu¢ olarak bu veriler 151831inda 17f-
ostradiol AdAMSC'ler iizerindeki osteojenik etkisiyle kemik doku miihendisligi
caligmalarinda kullanilabilecek bir yeni bir ajan olarak goziikmektedir.

Anahtar kelimer: 17p-0stradiol, mezenkimal kok hiicre, kritik boyutlu kemik
defekti, kemik doku miihendisligi



ABSTRACT

Cahis M., Evaluation of the effect of 17p-eustradiol on osteogenic differentiation
of adipose derived mesenchymal stem cells loaded in chitosan-hydroxyapatite
scaffolds for reconstruction of experimental bone defect model. Hacettepe
University Faculty of Medicine, Thesis in Plastic Reconstructive and Aesthetic
Surgery Department, Ankara, 2012.

It was hypothetised that 17f3-eustradiol may induce osteogenic differentiation of
adipose derived mesenchymal stem cells. An experimental study is conducted to test
this hypotesis. 36 Sprague-Dawley rats used in the experiment were divided into 6
equal groups and two bilateral full thickness defects (7mm. in diameter) were created
in the calvarium of animals. As a result 2 independant samples from each animal
were obtained. First experimental group was the blank defect group, and the second
group recieved blank scaffold (DI). Third experimental group was treated with water
soluble 17B-eustradiol loaded scaffold (WE-DI). Fourth group was treated with
scaffolds with 17B-eustradiol loaded PLGA nanoparticles (PE-DI). Fifth group
recieved scaffolds loaded with water soluble 17B-eustradiol and AdMSCs (WE-DI-
H) and sixth group scaffolds loaded with 17pB-eustradiol loaded PLGA nanoparticles
and AdMSCs (PE-DIi-H). Evaluation was performed using macroscopical view,
histology and microCT at 4th and 12th week after transplantation to see and compare
early and late bone formation. The groups with AdMSCs (WE-DI-H and PE-DI-H)
displayed significantly more bone generation both in early and late periods
(p<0,005). There was no significant difference between these two groups in means of
early bone formation but sixth group scaffolds loaded with 17B-eustradiol loaded
PLGA nanoparticles and AdMSCs (PE-DI-H) healed significantly better in long term
period (p<0,005). This late term difference is related to the controlled release of 17p-
eustradiol from PLGA nanoparticles for a lengthy period. These data strongly
supports that 17p-eustradiol stimulates ADMSC on osteogenic differentiation and
appears to be a novel agent for cell based bone engineering studies.

Key Words: 17p-eustradiol, mesenchymal stem cells, critical sized bone defect,
bone tissue engineering
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1. GIRIS

Plastik cerrahide karsilasilan en biiyikk problemlerden biri  kemik
defektlerinin rekonstriikksiyonudur (1). Giiniimiizde kemik doku defektlerinin
rekonstrilksiyonu i¢in basvurulan segeneklerin basinda greft veya mikrovaskiiler
teknikle serbest flep olarak otojen kemik dokunun transferi gelmektedir. Her iki
teknikle de kemik transferinin belirli kisitlamalar1 olup bunlarin basinda donor
alanda agr1, deformite gelisimi, komsu anatomik yapilara zarar verilmesi, ameliyat
siiresinin uzun olmasi, skar gelisimi, maliyet, uzun yatis stireleri, kemik dokunun
kaybt ya da rezorbsiyon riski gelmektedir (2). Kemik defektlerinin
rekonstriiksiyonunda kullanilan bir baska secenek de distraksiyon osteogenezidir.
Distraksiyonun da iki seansli ameliyat gereksinimi, tedavi siiresi boyunca cihaz
kullanimi, fibroz kaynama ve kaynamama gibi kendi i¢inde kisitlamalar1 vardir (3).
Bu gibi kisitlamalar ve otojen doku transferi ile elde edilebilecek dokunun sinirl
olmast nedeniyle doku miihendisligi ile kemik doku alternatiflerinin {iretilmesi
giindeme gelmistir (4). Doku miihendisligi uygulamalarinda tasiyict yapt olarak
kullanilan doku iskelesinin etkinliginin artirilmasi amaciyla biiyliime faktorleri ve

hiicre bazli uygulamalar son yillarda 6nem kazanmis ve artmstir (5).

Son yillarda hiicre bazli bu uygulamalarin merkezinde yag dokusunun kolay
ulagilabilir, bol miktarda rezervi olmasi, elde edilmesi amaciyla lipoaspirasyon gibi
plastik cerrahinin rutin kolay prosediirlerininden birine ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle

yag dokusundan tiiretilmis kok hiicreler (AdMSC) yer almaktadir (6).

Kemik doku miihendisliginde k6k hiicrelerin ¢alismalar adapte edilmesinden
sonra hiicrelerin farklilasma potansiyellerinin artirilmast amaciyla biiylime

faktorlerinin uygulanmasi ilgi uyandirmistir (7).

17B-6stradiol Ostrojen hormonun etkin formu olup, giincel ¢alismalarla

mezenkimal kok hiicrelerde ER reseptorlerinin eksprese olmasindan dolay1 Ostrojen



etkisinde sitokin ve biiylime faktorlerinin uyarilmasi sonucunda proliferasyon ve

farklilagmanin uyarilacagi diistiniilmektedir (8).

Hipotezimiz, 17B-6stradioliin AAMSC lerde 6strojen reseptorlerinin eksprese
olmasindan dolay1r kemik defektinde uygulanmasi halinde bu hiicrelerin osteojenik
farklilagmalarin1 uyaracagi yoniindedir. Bu hipotezi test etmek amaciyla literatiir
verileri 1s18inda sigan kalvariyumunda olusturulan kritik boyutlu kemik defekti
modelinde 17p-6stradiolin AdMSC'ler iizerindeki etkisini arastiran bir deneysel

calisma planlanda.



2. GENEL BILGILER

2.1. KEMiK DOKU ANATOMISi

Kemik doku bag dokunun rijit formu olup iskeletin biiyiikk bir kismin
olusturarak viicudun destek sisteminin basinda gelmektedir. Viicutta destek ve
koruma fonksiyonlar1 disinda kan hiicrelerinin yapimi ve bazi minerallerin
depolanmasi fonksiyonlarindan birkagidir. Kemikler ayrica kaslarin tutunma yerleri

olduklari igin lokomotor sistemin énemli bir kismini olustururlar (9).

Uzun kemiklerin orta bolimii diafiz (diaphysis), iki uc¢ bdoliimii epifiz

(epiphysis), bunlarin arasinda kalan kisa boliime ise metafiz (metaphysis) denir.

Insan iskeleti embriyolojik olarak iki ayr1 kemik tipinden olusmustur.
Enkondral kemikler, kikirdak Onciiniin kemiklesmesi ile olusurken, membran6z
kemikler mezenkimal onciilerin direkt ossifikasyonu ile olusur. Enkondral kemiklere
ornek apendikiiler iskeletin uzun tiibiiler kemikleridir. Membrandz kemikler ise

aksial ve kraniofasiyal iskelette bulunurlar (10).

Kemiklerin eklem yiizeyleri disinda kalan kisimlar1 periosteum denilen zar ile
sarihidir. Periosteum dista fibroz ve igte osteojenik olmak iizere iki kisimdan olusur.
Bu iki katlh membran yap:1 kirik iyilesmesi ve anjiyogenezde dnemli role sahiptir.
Fibroz kisim eklem kapsiilii ile devamlilik gostermekte iken damarlanmadan zengin
olan osteojenik tabaka kemikle devamlilik gostererek kemikte enine biiyiimeye

katkida bulunur (11).

Kortikal kemigin i¢ yiizii endosteum denilen fibréz bir ortii ile kaplidir.
Gorevi tam olarak bilinmemekle beraber kemik iyilesmesinde rolii oldugu
diistiniilmektedir. Kortikal kemigin i¢indeki kavitede, kanselloz kemik ve kemik iligi

bulunur. Kortikal kemik ve kemik iligi i¢in destek vazifesi goren kanselloz kemik,



degisik kalinliklarda trabekiiler kemikten olugmus olup en kalin yerlerinde olgun

osteonlar1 barindirir.
Morfolojik olarak kemik doku iki kistmdan olusur:

o Kortikal (kompakt) kemik

o Kanselloz (sponjiydz) kemik

Tiim kemiklerin kortikal ve kansell6z komponenetleri vardir. Kompakt kemik
kemiklerin dis kisimlarmi olusturur. igerisinde Havers kanallar: denilen ¢ok sayida
ince kanalciklar mevcuttur. Bu kanallarda kemik dokusunun kilcal damar dolagimi
(kapillerler) bulunur. Havers kanallar1 yanlara dogru uzanan Volkmann kanallarinin
icerisinde yer alan, kemik iligi ile periost arasi uzanan damarlarla anastomoz
yaparlar, cok sayida enine kanallar araciligi ile birbiriyle baglantilidir ve kemigin dis
yiizeyine kadar uzanir. Her Havers kanalin1 saran lakiin kemigin temel {initesi olup

osteon ya da Havers sistemi olarak bilinir (12) (Sekil 2.1).

Kanselloz kemik, kemiklerin i¢ kisimlarinda yer alir. Bu tabakada kemik
matriksi ylik tasima amaciyla basing ve gerilmenin vektoriine uygun olarak
trabekulalar olusturur. Uzun ve yassi kemiklerde bu trabekulalar arasinda bulunan
bosluga meduller bosluk denir. Meduller boslukta hematopoetik kok hiicrelerden
zengin kemik iligi bulunur (12).

Trabekuller, merkezdek
meduller (kemik iligi)
bogluga dogmu uzamriar

Intersitisyel (Ara) lameller
Havers kanalinda kapiller damar

Besleyici anterin periferik
anteriyolar dalindan
grkarak kompakt kemigin
Volkmann kanalina giren
kapiller damarlar

Volkmann kanalinda kapiller dama

Diafizin beslenme deliinden
giren besleyici arter

Ig sirkumferensiyel (esas) lameller

Osteonun konsentrik lameller
(Havers sistemi)

Sekil 2.1. Kemik dokunun kesitsel anatomisi, Havers ve Volkmann kanallar1 (13)



2.2. KEMIiK DOKU HIiSTOLOJiSi

Kemik doku mineralize olmasi1 yoniiyle bag dokusu olarak benzersizdir.
Biyokimyasal olarak %35 organik matriks ve %65 inorganik elementlerden olusur.
Inorganik komponenti kalsiyum hidroksiapatit olusturur. Kalsiyum hidroksiapatit
kemik dokusuna sertlik ve dayanikliligint verir ve tiim viicudun kalsiyum rezervinin
%99’unu, fosfor rezervinin %85’ini ve sodyum ve magnezyumun %65’ini olusturur.
Kemik dokunun organik kismini ise hiicreler ve matriks proteinleri olusturur. Bu
hiicreler osteositler, osteoblastlar ve osteoklastlardir. Bu hiicrelerin olusum ve

uyarilmasini gesitli sitokinler ve biiyiime faktorleri diizenler (14).

Osteoblastlar kemik matriksinin inorganik bilesenlerinin (Tip 1 kollajen,
proteoglikan ve osteopontin ve osteokalsin gibi glikoproteinler) sentezinden
sorumludur. Bu hiicreler kemik yiizeyinde epitel hiicreleri gibi yanyana dizilirler.
Sentez faaliyetleri ile beraber alkalen fosfataz (ALP) seviyesi artar ve sitoplazma
bazofilik hale gelir. Osteoblastlar, yeni sentez edilmis matriks ile ¢evresi sarildiginda

osteosit adim alirlar.

Osteositler, osteoblastlardan kdken almis hiicreler olup matriks lamelleri
arasinda bulunan lakiinalar i¢ine yerlesmislerdir. Sitoplazmik uzantilar1 sayesinde
¢evre matriksten beslenebilmeleri miimkiin olur. Bu hiicreler kemik matriksin
devamliligi i¢in aktif rol alirlar ve osteositlerin Oliimii ile birlikte matriks

rezorbsiyonu tetiklenir.

Osteoklastlar mononiikleer fagositik sistem kapsami i¢inde yer alan ¢ok
bliyiik, ileri derecede dallanmis hareketli hiicrelerdir. Bu hiicreler ¢cok ¢ekirdekli olup
kemik rezorbsiyonunun basladigi bolgelerde, enzimatik olarak agilmig olan Howship
lakiinas1 adi verilen bosluklarda bulunurlar. Osteoklastlar asidofilik agirliklt olup
kemik matriksini etkileyen asit, kollajenaz gibi lizozomal enzimleri salgilayarak

organik matriks bilesenlerinin yikimini gergeklestirirler (15).
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Sekil 2.2. Dekalsifiye kompakt kemigin 1sik mikroskobu goriintiisii
Os: osteon, O: osteosit, HC: Havers kanali, VC: Volkman kanali Hematoksilen-Eozinx100 (16)

2.3. DOKU MUHENDISLiGi VE REJENERATIF TIP

Doku miihendisligi klinisyenler, miihendisler ve bilimadamlarindan olusan
interdisipliner bir takim g¢alismasi sonucunda hasarli veya kayip organ ve doku
lyilestirilmesi amaciyla eksik olanin yerine konmasi i¢in sinirsiz ve her zaman
ulasilabilir bir doku eslenigi elde etmeyi amaglayan bilim alamidir (1). Konjenital
kraniofasiyal anomaliler, travma, tiimor rezeksiyonu ve dejeneratif hastaliklar sonucu
meydana gelen doku defekleri i¢in en sik basvurulan tedavi yontemi ayni bireyden

gerceklestirilen greftleme veya flep cerrahileridir.

Cerrahi olarak bu islemlere bir diger alternatif transplantasyon cerrahisi olup
biitiin bu girisimlerin bir takim dezavantaj ve kisitlamalar1 mevcuttur. Tipta
problemlerin sadece doku ve organ eksiklikleri olmadigi ve birgok patolojinin
hiicresel diizeyde basladigi g6z Oniine alindiginda disfonksiyonel bir genin,
proteinin, hiicrenin, dokunun ve sonug olarak tiim organ yapisinin yerine konmasi

ortak bir konseptin i¢inde yer almaktadir. Rejeneratif tip tiim bu konseptleri ortak



baslik altinda toplar ve gen tedavisi, hiicresel tedavi, doku miihendisligi ve organ

transplantasyonu alt basliklarini olusturmaktadir.

Sonu¢ olarak doku miihendisligi in vivo ve in vitro ortamda biyolojik
dokularin organik, inorganik ve sentetik materyallerle manipulasyonu sonucu
fonksiyon kayiplarin1 gidermeyi amaglamaktadir ve rejeneratif tibbin giincel ve hizla

gelismekte olan alt kategorisidir (3).

2.4. KEMiK DOKU MUHENDISLIGI
2.4.1. Tarihge

1985 yilinda Ulusal Bilim Konseyi nin toplantisinda UCSD (University of
California San Diego) den Y.C.Fung tarafindan “Doku Mihendisligi” terimi ilk
olarak ortaya atilmistir (17). Buna ragmen birgoklar1 tarafindan Langer ve Vacanti
Science dergisinde 1993 yillarinda yaymlanan biyolojik olarak uyumlu sentetik doku
iskelesi yardimiyla in vitro ortamda canli hiicre elde ettikleri ¢alismalari nedeniyle
doku miihendisliginin “babalar’” olarak nitelendirilirler. Bu makalede doku
miihendisligini  “biyoloji ve mihendislik prensipler1 ile doku ve organ
fonksiyonlarmin restorasyonu, idamesi ve gelistirilmesi amaciyla biyolojik eslenik

gelistiren interdisipliner alan” olarak nitelendirmektedirler (18).

Doku miihendisligi ile elde edilen ilk implant kondrosit entegre edilmis
sentetik bir doku iskelesi olup 1991 yilinda Poland Sendromu na sekonder konjenital

sternum agenezisi olan 12 yasindaki bir erkek hastaya uygulanmistir (19).

Kemik doku miihendisligi icin en kritik gelismelerden biri Urist tarafindan
1965 yilinda kemik morfojenik protein (BMP)nin bulunmasi ve popularize
edilmesidir (7). Kemik doku olusumunu tetikleyen ve diizenleyen bir maddenin kesfi
heyecan uyandirmis ve bu maddenin Wozney ve ark. tarafindan klonlanmasi ile in

vivo uygulanabilir olmasi kemik aragtirmalarina ciddi bir ivme kazandirmistir (20).



BMP ailesinin kesfedilmesinden sonra kemik iyilesmesini hizlandirict etkisi
olabilecek vaskiiler endothelial bityime faktorii (VEGF), insulin benzeri biiyiime
faktorii 1 ve 2 (IGF1-2), asidik ve basik fibroblast biiyiime faktorii gibi biiyiime
faktori ile arastirmalar gerceklestirilmistir (21-23).

Diger bir taraftan doku iskelesi amaciyla kullanilan materyaller bakimindan
da gelismeler devam etmis ve gilinimiizde trikalsiyum fosfat, hidroksiapatit,
polilaktik asit, polilaktik asit ko-glikolik asit ve bilesenleri siklikla kullanilmaktadir
(24).

Schnell ve ark. 2007 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda polikoprolakton ve
kollajen/polikoprolakton nanofiberler yoluyla sinir dokusunda aksonal uzama ve

sinir dokusu tiretimi ortaya koymuslardir (25).

Macchiarini ve ark. 2008 yilinda gerceklestirdikleri ¢alismada kadarvadan
alman trakeyi aselliiler hale getirdikten sonra alici hastanin kok hiicrelerinden
tiiretilen hiicreleri yiikleyerek in vitro ortamda elde edilen dokuyu alicit hastaya
transplante etmislerdir. Bu klinik deneyim bilinen en 6nemli doku miihendisligi ile
elde edilen organ naklidir. Rejeneratif tibbin temel alanlarindan olan doku
mihendisligi, kok hiicre biyolojisi ve transplantasyon cerrahisinin bir arada

uygulanmasi agisinidan oldukga 6nemlidir (26).

2.4.2. Doku Iskelesinde Kullamlan Biyomalzemeler

Doku iskelelerinin sentezinin temel amaci in vivo ortamda hedeflenen
dokunun olugmasini saglamak oldugu i¢in kimyasal icerigi ne olursa olsun saglikli in
vivo davranig icin belirli bazi kriterleri karsilamasi gerekmektedir. Bu amagla

kullanilan polimer:

1. Osteoindiiksiyon - Doku iskelesine yiiklenen kok hiicreye veya
mikrogevrede yer alan dondr hiicrelerine toksik olmamali hatta hedeflenen
bu multipotent kok hiicreleri ve ¢evredeki endojen dokular1 osteojenik

seride ¢cogalmalar1 yoniinde uyarmasi ve tetiklemesidir.



2. Osteointegrasyon - Kimyasal olarak alici dokuya tutunabilmelidir.
Biyolojik olarak inert olmali ve alic1 dokuda herhangi immunojenik yanit
olusturmamalidir. Olas1 immunojenik yanit rejenerasyon mekanizmalarini
inhibe edecektir.

3. Osteokondiiksiyon — Kullanilan kimyasal malzeme uygulanan dokuda yeni
kemik olusumunu desteklemelidir. ~ Uygun mekanik dirence sahip
olmalidur.

4. ideal bir bozunma kinetigine sahip olmalidir. Uygulanan anatomik
bolgenin ihtiyaclarini karsilamali ve arzu edilen mekanik dirence ve yiik
tasima kapasitesine sahip olmali ancak o6te yandan hedef dokuda
kemiklesme gerceklesirken osteojenik maturasyona izin verecek sekilde

biyobozunur olmalidir (1, 4).

Bu kriterleri belli 6lclide karsilayan ve doku miihendisliginde kullanilan

malzemeler:

1. Dogal polimer yapida doku iskeleleri (kollajen, hyaluronik asit, kalsiyum
aljinat, kitosan ve fibrin)

2. Mineral bazli doku iskeleleri (kalsiyum fosfat, seramik, biyoaktif cam)

3. Sentetik polimer yapida doku iskeleleri (polilaktik asit, poliglikolik asit,
polilaktik ko-glikolik asit, polidaksanon, polikaprolakton)

4. Hidrojel yapida doku iskeleleri (6rn. Peptit hidrojel)

olarak gruplanabilir (4, 27, 28).

Bu malzemelerden dogal ve mineral bazli olan doku iskelelerinin
osteoindiiksiyon kapasitesi yiiksek olmalarina karsin kirilgan olmalari, mekanik
olarak yiik tasima kapasitelerinin diisiik olmas1 nedeniyle klinik olarak hedeflenen

genis kemik defektlerine uygulanmasi uygun géziikmemektedir.

Buna karsin sentetik polimer yapida doku iskeleleri ise kemigin yerine
gecebilecek gerekli mekanik, yiik tasimaya yonelik oOzelliklere sahipken

osteoindiiksiyon giicii diger malzemeler kadar fazla degildir.



Ideal bir doku iskelesinde bulunmasi gereken yukarida belirtilen biitiin
ozellikleri tek basina bulunduran tek bir ideal polimer bulunmamaktadir. Bu noktada
hidrojel yapida doku iskeleleri 1siya dayali faz degisimi ozellikleri, kimyasal ve 3
boyutlu mikromimarilerinin manipiile edilebilir olmalariyla giincel ilgi alanlarindan
biridir (29, 30). Optimum mekanik &zelliklere sahip olmamalarina karsin kolay
ulagilabilir olmalari, hiicrelerle karigik uygulanabilmesi, kiigiik molekiillerin hedef
dokuya ulastirilabilmesi nedeniyle rejeneratif potansiyelinin yiiksek olduguna
inanilmaktadir (31). Bunun disinda siklikla gergeklestirilen uygulama maksimum
osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon elde edilmesi amaciyla dogal, mineral bazh
polimerlerle sentetik polimerlerin hibridizasyonu ile kompozit materyal kullanimidir
(32). Ornek olarak hidroksiapatit / polimer, kalsiyum fosfat / polimer, biyoaktif cam /
polimer gibi (33-35). Bu tez calismasinda da optimum kemiklesme etkisinin
gozlenmesi amaciyla kitosan polimer yapi igerisinde hidroksiapatit i¢eren doku

iskeleleri kullanilmigtir.

2.4.3. Doku Iskeleleri ve Yapisal Ozellikleri

Ideal bir doku iskelesinin hiicre proliferasyonu, neovaskiilarizasyon, besin ve
metabolik artiklarin uzaklastirilmasi icin birbiri ile baglantili ve biyouyumlu uygun
genislikte gozenekli yapiya, in vivo ve in vitro ortamda doku gelisimine uygun,
kontrol edilebilir bozunma hizina, hiicre tutunmasi, ¢ogalmasi ve farklilasmasina

elverisli ylizey kimyasina sahip olmasi gerekmektedir.

Kemik doku iskeleleri i¢in bu durum ele alindiginda sentezlenen doku
iskelesinin  osteoindiiksiyon 0Ozelliklerini temelde icerdigi kimyasal bilesim
belirlerken osteokondiiksiyon giicii sahip oldugu makroskobik ve mikroskobik

yapisal ozelliklerine gore sekillenmektedir (4).

Kemik doku miihendisligi hedeflenen doku iskelelerinin bozunma kinetigi ele
alindiginda en az 6 ay (4 ay hiicre kiiltiiri ve 2 ay in situ) fiziksel o6zelliklerini
korumalar1 gerekmektedir. Ardindan kendilerine kars1 bir yabanci cisim reaksiyonu

gelismeksizin  12-18 ayda mekanik  ozelliklerini  kaybedip  metabolize
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edilmelidirler.(36) Bozunma kinetigi hiicre ekimi dikkate alindiginda ekilen hiicrenin
kendi ekstraselliier matriksini sentezlemesine izin verecek siire dikkate alinarak
planlanir. Ayrica implante edilen doku iskelesinin in vivo ortamda biyouyumlu
olmasi, mekanik stress ve yiikke dayanabilecek Ozeliklerde olmasina ayrica

sterilizasyonu esnasinda fiziksel 6zelliklerini kaybetmemesi dikkate alinmalidir (37).

Tiim bu konseptler 15181inda hedef doku ve implantasyon yeri dikkate alinarak

doku iskelesinin su belli basli fiziksel 6zellikleri 6Gnem kazanmaktadir (4):

e Porozite derecesi
e Gozenek / Tiip boyutlar

e Yiizey / Hacim orani

Yapilan calismalar sonucunda kemik doku miihendisliginde implantin uygun
mikrocevre varliginda saglikli kemik sentezi igin genel prensip olarak porozite

derecesinin en az %90 ve gbézenek boyutunun 300-500 pum arasinda olmasi kabul
edilmektedir (4, 32).

2.4.4. Doku iskeleleri ve iiretim yontemleri

Doku miihendisliginde doku iskelesi olusturulmasimnin bir baska Onemli
basamag: iskelenin fabrikasyonudur. Giinlimiizde doku iskelesinin optimizasyonu
amactyla siirekli yeni teknikler gelismektedir. Doku iskelesinin mikromimari yapisi
onem kazandikca hedef dokuyu ve endojen ekstraselliiler matriksi en uygun sekilde

simiile eden nanoteknolojik yontemler nem kazanmistir (4).

Temelde doku iskelesi fabrikasyon yontemleri geleneksel / klasik yontemler

ve bilgisayar destekli yontemler olarak ikiye ayrilabilir (38).
Geleneksel yontemler:

o tekstil teknolojileri

e fiber baglama
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e ¢oziicli dokiimii / parcacik uzaklastirma

e membran laminasyonu

e eriyik kaplama

e ckstriizyon

e gaz kopiiklestirme

e faz ayrimi

o elektro-egirme

o yerinde (insitu) doku iskelesi iiretim teknikleri

e dondurarak kurutma yontemi

Bilgisayar destekli iiretim yontemleri ise 1s1, 151k, kalip ve yapistiric

kullanimina gére 4 ana baslik altinda toplanmistir (39).

Bu tez caligmasinda kopiiklesmenin ve jellesmenin gerceklesmesi icin gaz
koptiklestirme yontemi ve mikrodalga 1sima ile c¢apraz baglanmanin bir araya
getirildigi bir yontem kullanilmistir. Bu yontem ile es zamanli jellesme ve

kopiiklesme saglanmustir (38, 40).

Gaz kopiiklestirme yontemi polimer i¢inde yayilan gaz kabarciklar1 gozenekli
bir yapt olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Gaz kopiiklestirme tekniginde,
kopiiklestirme amaciyla sodyum karbonat (Na’CO®) veya sodyum bikarbonat
(NaHCO®) gibi iyonik karbonatlar kullaniimaktadir. Bunlarin asitle etkilesmesi
sonucu veya yiiksek sicaklikta bozunmasiyla karbondioksit baloncuklart meydana
gelmekte ve yapi icerisinde hapsedilerek gozeneklerin olusmasi saglanmaktadir (38,
41, 42). Bu teknikte kullanilan ajanlarin kolay ulasilabilir olmalari nedeniyle bu yolla

gozenekli hidrojel elde edilmesi diisiik maliyetli bir yontem haline gelmistir (43).

Mikrodalga 1s1ma ile 1sitma/pisirme 1960’11 yillardan beri gida alaninda
kullanilmaktadir. Son 10 yildir mikrodalgalarin ¢ok sayida farkli endiistri ve
laboratuvarda kullanimlar1 da giderek yayginlasmaktadir. Alternatif bir 1sitma
yontemi olarak mikrodalgalarin kullanilmasiyla laboratuvarlarda pek ¢ok kimyasal
reaksiyon da gerceklestirilebilmektedir. Laboratuvarlardaki o6zel gereksinimleri

karsilamak amaciyla ev tipi mikrodalga firinlardan farkli olarak, 6zel mikrodalga
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sistemleri gelistirilmistir. Bu tip mikrodalga firmlar, siirekli akis kangali, manyetik
karigtirict ve geri sogutucu gibi ¢esitli aksesuarlarla zenginlestirilebilmektedir.
Mikrodalga 1s1ma ile polimerizasyon, 20 y1l dnce reaksiyonlarin hizini artirmak igin
kullanilmaya baslanmistir ancak bu teknigin siklikla kullanimi ve gelistirilmesi son
yillarda artmistir. mikrodalga 1s1ma ile 1sitma geleneksel 1sitmaya gore ¢ok daha hizlh

ve verimli bir sekilde ger¢eklesmektedir (44, 45).

2.5. KOK HUCRE KAVRAMI

Kok hiicreler kendilerini siirekli yenileme kapasitesi, uzun yasam siiresi ve

coklu hiicre serilerine doniisebilme yetenegine sahip hiicreler toplulugudur.

Rejeneratif tipta kok hiicreler elde edildikleri biyolojik kaynaga gore ikiye
ayrilir (46):

e Embriyonik kok hiicreler

o Eriskin kok hiicreler

Embriyonik kok hiicreler preimplantasyon agamasindaki blastositin i¢ hiicre
tabakasindan elde edilirler (47). Bu evredeki kok hiicre pluripotent olup endoderm,
mesoderm ve ektodermden gelisen tiim hiicre tiplerine doniisebilme yetenegine
sahiptir ve genis uygulama alani mevcuttur (48). Genetik ve Kkiiltiir ortami
degistirilerek embriyonik kok hiicrelerin  hematopoetik hiicre  Onciillerine,
adipositlere, kas hiicrelerine, kondrositlere ve diger dokulara doniisebildikleri
gosterilmistir  (49-52). Embriyonik kok hiicreler bu 6zellikleriyle biiyiik ilgi
uyandirsalar da hiicre stabilitesi, onkolojik kaygilar, etik ve yasal diizenlemeler

nedeniyle uygulama alanlari sinirhidir (46).

Eriskin kok hiicreler ise farklilasmis hiicre gruplar1 arasinda farklilasmadan
kalan ve bulundugu doku ¢evresindeki hiicrelere doniisebilen hiicrelere denir. Kemik

iligi bugiin bilinen en Onemli kok hiicre kaynaklarindan olup radyoterapi ve
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kemoterapi sonrasinda gelisen klinik tablolarda kemik iliginin yerine konmasi

amactyla kemik iliginden elde edilen kok hiicreler kullanilmaktadir.

Kemik iligi iki farkli kok hiicre grubuna ev sahipligi yapmaktadir:

e Hematopoetik kok hiicreler

e Mezenkimal / stromal kok hiicreler

Hematopoetik kok hiicreler kan dokusunun hiicre elemanlar1 olan 16kositler,
eritrositler ve trombositlerin gelisiminden sorumludur. Mezenkimal stromal kok
hiicreler ise in vitro ve in vivo ortamda kemik, kikirdak, yag ve kas gibi ¢esitli bag

dokusu elemanlarinin hiicresel gelisimine yol agar (46).

Doku miihendisligi  uygulamalart1 acgisindan  kok  hiicre  kavrami
degerlendirildiginde gerek yasal diizenlemeler gerekse etik tartigmalar nedeniyle
pluripotent olmalarma ragmen embriyonik kok hiicrelerin kullanimi tereddiitle
karsilanirken potansiyelleri embriyonik kok hiicrelere gore daha kisithi olmasina
ragmen yine multipotent olmalar1 yoniiyle mezenkimal kok hiicrelerin kullanimi ¢ok
daha fazla heyecan uyandirmistir. Ancak yine kemik iligi biyopsisi tekniginin agri,
morbidite ve diisiik hiicre elde edilebilmesi gibi kisitlamalar1 nedeniyle ilk donemde
pratik olarak bazi dezavantajlar ortaya ¢ikmistir. Sonrasinda yapilan c¢alismalarda
bazi canli tiirlerinde bag dokusu matriksinde mezenkimal kok hiicre tespit edilmesi
heyecan uyandirmistir (53, 54). Bu calismalardan birkag yil sonra Zuk ve ark.
tarafindan 2002 yilinda doku mithendisligi uygulamalarinda biiyiik ivmelenmeye yol
acan bir caligma ile kemik iligi disinda mezenkimal kok hiicrelerin insan yag
dokusunda da bulundugunu gostermislerdir (55). Yag doku kolay ulasilabilir olmasi,
insanda genis bir alana yayilmis olmasi ve plastik cerrahi i¢in rutin bir prosediir olan
liposuction / lipoaspirasyon teknigi ile elde edilebilmesi nedeniyle kok hiicre

calismalarinda ¢ok 6nemli bir kaynak haline gelmistir (46, 56).
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2.5.1. Yag Dokusu ve Mezenkimal Kok Hiicreler

Uzun yillar boyunca yag dokusunun sadece enerji metabolizmasi ile iliskili
depo ve iiretim fonksiyonu oldugu kabul edildi. Az miktarda yag dokusunda biiytik
miktarda enerji depolanmasi miimkiin olabilmektedir. Su ihtiyac1 karsilandig
takdirde bir insan ortalama 30-40 giin arasi aclik siirecini yag dokusundan karsilanan

enerji ile tolere edebilmektedir (57).

Enerji  metabolizmasi  disinda yag dokusu seks steroidlerinin
metabolizmasinda, leptin gibi yag dokuya spesifik biyoaktif faktorlerle néroendokrin
fonksiyon ile metabolizmanin diizenlenmesi, yapisal destek ve visseral organlarin
korunmasi, immiin sistemin diizenlenmesi ve homeostazi gibi fonksiyonlari

mevcuttur (58, 59).

Yag dokusunun ekstraselliiler matriksi ile ilgili yapilan arastirmalarda esas
olarak kikirdak dokunun temel elemanlarindan olan tip 2 kollajen disindaki kollajen
tiplerinin bulundugu, bunun disinda degisen oranlarda laminin ve fibronektinin yer
aldig1 gosterilmistir (60). Yine viicutta yer alan diger dokularda oldugu gibi basta
fibroblast biiylime faktorii (FGF), transforming biiyiime faktorii beta (TGF-B) ve
trombositten tiiretilmis bilyiime faktorii (PDGF) olmak {izere biiyiime faktorlerinin

bulundugu gosterilmistir (61).

Yag dokusun iginde yer alan hiicre popiilasyonu incelendiginde adipositlerin
disinda, preadipositler, endotelial hiicreler, diiz kas hiicreleri, perisitler, fibroblastlar

ve mezenkimal kok hiicrelerin (AdMSC) bulundugu goriilmiistiir (57).

AdMSC' ler erigkin tip kok hiicrelere ait olmalari nedeniyle deneysel ve klinik
uygulamalari embriyonik kok hiicreler hakkinda siiregelen hararetli etik ve yasal
tartismalarin  disinda kalmistir. Embriyonik kok hiicrelerin esnek farklilagsma
kabiliyetine sahip olmamalarina karsin AAMSC lerin yag, kemik, kikirdak, kas ve
sinir dokularma dontisebildikleri gosterilmistir (55, 62) .

AdMSC ler kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicreler (BMSC) ile

karsilastirildiklarinda doku kiiltiiriindeki davraniglari, morfoloji, biliylime hiz ve
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paternleri ve hiicre ylizey profillerleri acgisindan biiyiilk oranda benzerlikler dikkat
¢ekmektedir. Aslinda iki hiicre grubunun da farkli anatomik lokalizasyonlardan elde
edilmelerine karsin stromal kokenli (kemik iligi yag dokusu ve cilt alt1 yag dokusu)
olmalar1 nedeniyle bu hi¢ sasirtict degildir. Bu agidan durum ele alindiginda
AdMSC lerin kolay elde edilebilmeleri, fazla miktarda bulunmalar1 ve genis alana

yayilmis olmalart BMSC lere oranla avantajlar1 olarak goriilebilir (63).

Ortalama olarak bir kemik iligi transplantinda toplam 6x10° hiicre mevcut ve
bu fraksiyonun sadece %0.01 ile %0.001'i kadar1 kok hiicre igermekteyken,
liposuction aspiratinda ortalama stromal vaskiiler fraksiyon hiicre sayisi 1 gram yag
dokusu basina 0.5-2.0 x 10° olup kék hiicre yiizdesi bunun %1 ile 10%i arasinda
degismektedir. Sonu¢ olarak 1 gram yag dokusundan 0.5 x 10 ile 2 x 10° arasinda
degisen miktarlarda kok hiicre izole edilebilmektedir (64, 65).

Genel olarak mezenkimal kok hiicreler (MSC) hiicre kiiltiir kabina yapisma
kapasiteleri ile izole edilirler. Bu ilk izolasyon kriterinin diginda spesifik hiicre
markir panelleri ile immunohistokimyasal olarak ayrimlar1 gergeklestirilir. Buna
ragmen MSC lerin karakterizasyonu definitif hiicre belirte¢lerine sahip olmamalari

nedeniyle oldukga gii¢ olmaktadir.

International Society for Cellular Therapy hiicre kiiltiirii ortaminda MSC

tanimlanmas1 amaciyla 3 minimal kriter tanimlamaistir:

e Plastik yiizeye tutunabilme
e CD73, CD90 ve CD105 ekspresyonu; CD11b veya CD14, CD19 veya
CD79a, CD45 ve HLA-DR ekspresyonunun olmamast

e Adiposit, kondrosit ve osteoblast serisine doniisebilme yetenegi  (66)

MSC lerin olmadigi gibi AAMSC lerin tanimlanmasinda kullanilan tek bir
spesifik hiicre markir1 bulunmamaktadir. Traktuev ve ark. gerceklestirdikleri
calismaya gére AAMSC lerin yogunlukla yag dokusunun mikrovaskiiler dolagiminin
cevresine yerlesmis ve temelde CD34+ / CD31- fenotipte olduklari bulunmustur
(67). Ayn1 grubun bir baska c¢alismasiyla da AdMSC’lerin bu yoniiyle in vivo
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ortamda alic1 endotel hiicreleriyle sinerjistik etkilesime girerek neovaskiilarizasyonu

tetikledikleri tanimlanmustir (68).

Kok hiicrelerin bulunduklar1 doku igerisinde kendilerini yenileme ve ¢ogalip
farklilasmalarini destekleyen yasam bdlgesine hiicre nisi (lokal mikrogevre) adi
verilir. Bu nis ortami oksijen ve biiyiime faktorlerinin ortama ulagmasini saglayan 3
boyutlu ekstraselliiler matriks bilesenleri ve destek hiicrelerden olusmaktadir. Kok
hiicrenin bulundugu nis hiicrenin fonksiyon, devamlilik ve hiicresel fenotipini
belirler. ADMSC lerin yiizey markirlarina iliskin tiirler arasinda ve aymi tiir iginde
farkli anatomik lokalizasyonlar arasinda bu baglamda cesitli farkliliklar bulunsa da
sonug olarak AdMSC lerin yag dokusu i¢inde perivaskiiler bir niste yer aldiklar1 ve

CD34+/ CD90+/CD31-/CD45-/CD146~ fenotipi gosterdikleri sdylenebilir (66).

2.5.2. Yag Dokusundan Tiiretilmis Kok Hiicrelerin In Vitro ve In Vivo

Farkhlasma Potansiyelleri

AdMSC'lerin  preadipositlerin - meydana gelmesiyle yag dokusuna
farklilagmalar1 en olas1 hiicre serisi olarak goziikmektedir. 3 haftalik bir farklilagma
zaman1 sonucunda bu gerceklesmektedir (69). Ik haftanin sonunda hiicre icinde yag
depolanmasi baglamakta ve 3. haftanin sonucunda yag dokusuna farklilagmay1 ortaya
koyan hiicre belirtegleri belirlenebilmektedir. AdMSC'lerin bu potansiyelleri
kozmetik amacgli yag grefti uygulamalarinda da dikkate alinmalidir. Yag grefti
uygulamalarinda amaglanan sadece matiir adipositlerin transferi degil ayn1 zamanda
adipositlere farklilasma ve uygulama alaninda yeni damar olusumun tetikleme

potansiyelleri bulunan AAMSC lerin de transferi olmalidir (57).

AdMSC'lerin 3 hafta sonunda uygun farklilagma ortaminda hiicre
yogunlugunun fazla oldugu kiiltiir ortaminda kartilajinéz matriks elemanlar
sentezleyerek kondrositlere farklilastiklar gosterilmistir (70). Kikirdak dokunun self
rejenerasyon yetenegi olmadigi goz oOniinde bulunduruldugunda kikirdak doku

mithendisliginde uygun doku iskelesi varliginda kikirdak  defektlerin
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rekonstriiksiyonu amaciyla AdMSC lerin kullanim1 biiyiik heyecan uyandirmaktadir
(46).

AdMSC lerin myositlere farkililasmasi diger doku serileriyle kiyaslandiginda
daha gii¢ ve diisiik konversiyon hiziyla gergeklesmektedir. AAMSC lerin myogenez
sonucunda kas dokusuna doniistiikleri sentezlenen hiicrelerin myoD, myogenin,
myosin zincirleri eksprese etmeleriyle anlasilabilmektedir. Bu farklilasma kaskadinin

tamamlanmasi diger serilere gore daha uzun siirmekte ve 6 haftayr bulmaktadir (71).

Mezodermik orijinde olmasi nedeniyle ektodermal orijinde olan sinir
dokusuna faklilagsmasi beklenmemesine ragmen AdMSC lerin sinir benzeri doku
faklilagmasi1 gosterdikleri gosterilmistir. Yapilan bir hayvan caligmasinda arteria
cerebra media okliizyonu olan canlilarda ventrikiillere implante edilen AdMSC lerin
beyaz cevheri takip ederek hasarli beyin bolgelerine yerlesip ndrolojik fonksiyonlari
iyilestirici rejenerasyon gerceklestirdikleri tespit edilmistir (72). Bu yoniiyle bilimsel
platformlarda ADMSC lerin sadece mesodermal dokulara degil diger embriyolojik
hiicre tabaklarindan kdken almis hiicre serilerine de farklilagabilmeleri nedeniyle
multipotent degil pluripotent oldugu yoniinde kavramsal tartismalar mevcuttur.
Ancak hiicre morfolojisi pluripotent hiicrelerden farkli olmasi nedeniyle bu onerge

bilimsel ¢evrelerde yaygin olarak kabul gormemektedir (66).

AdMSC lerin en yaygin iizerinde arastirma yapilan farklilasma paternlerinin
basinda kemik serisine farklilagmasi gelmektedir. Kemik farklilagmasi i¢in de yine in
vitro ortamda uygun ortamda en az 3 hafta zaman gerekmektedir. Bu zamanin
sonunda AdMSC ler mineralize ekstraselliiler matriks sentezlemeye baslamakta ve
kemiklesme eksprese olan matiir osteoblast markirlari osteopontin, osteokalsin,
CBFA-1 ve tespit edilen alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi gibi belirteclerle
degerlendirilmektedir (73).

Bunun diginda AdAMSC'lerin kemiklesme potansiyelleri in vivo ortamda
gerceklestirilen caligmalarda degerlendirilmistir. Cowen ve ark. gergeklestirdikleri
calismada farede kritik boyutlu kemik defektine AdMSC ler implante etmisler ve
kemiklesme potansiyelini degerlendirmislerdir. Calisma sonunda AdMSC lerin

kemik rejenerasyonuna katkida bulunduklar1 gériilmustiir (74). AJMSC lerin klinik
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uygulamasina iligkin ilk yaymn tek bir olgunun sunumu seklinde Lendeckel ve ark.
tarafindan 2004 yilinda yaymlanmistir. Bu hastada travma sonucunda meydana
gelmis olan ve kronik enfeksiyonla komplike olmus olan kalvariyal kemik defektin
rejenerasyonu amaciyla otolog AdMSC'ler uygulanmistir. AAMSC'ler kemik
fragmanlari, fibrin glue, doku iskelesi gorevi gérmesi amaciyla biyobozunur
polimerik materyal yardimiyla kemik defektine uygulanmig ve sonug¢ olarak

hedeflenen kemik iyilesmesi gézlenmistir (75).

AdMSC ler bahsedilen hiicre serilerine farklilasma potansiyellerinin disinda
salgiladiklar1 anjiyojenik ve biiylime faktorleri yardimiyla ¢evre dokunun biiyiimesi

ve gelismesini desteklemektedirler (76).

2.6. OSTROJENIN KEMIiK UZERINDEKI ETKISI
2.6.1 Ostrojen

Ostrojen viicutta biiyiime, farklilasma, metabolizma ve iireme gibi
fonksiyonlar {izerinde etkisi olan 18 karbonlu steroid yapida bir hormondur. Gebelik
disinda kadinlarda biiylik oranda overlerden, kiigiik bir oranda ise adrenal korteksten

salgilanmaktadir. Gebelik siirecinde ise biiyiik oranda plasentadan salgilanir.

OH
cHy, T

o

HO

Sekil 2.3. 17 B-ostradioliin kimyasal yapisi

Kanda ii¢ tip 6strojen bulunmaktadir (77):
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e Ostron
e 17pB-0stradiol

e Ostriol

Salgilanan baglica 6strojen olan 17B-0stradiol, dolasimda Gstron ile denge
halindedir. Ostron, daha sonra dstriole metabolize olur. Bu doniisiimiin biiyiik bir
kismi karacigerde gerceklesir. Bu ii¢ Ostrojen icinde etkisi en potent olan1 17f3-
Ostradiol, en zayif olani ise Ostrioldiir. Dolagimdaki Ostradioliin %?2’si serbesttir.
Kalan1 ise %60°1 alblimine, %38’i testosteronu da baglayan seks steroid-baglayici

globuline olmak iizere proteinlere baglidir (78).

Ostrojenin kemik iizerindeki temel gorevi kemik yogunlugunun korunmasi ve
kemik dokuyu osteoporoza karsi korunmaktir. Menopoz sonrasinda overlerden
premenapozal donemde salgilanan Ostrojenin artik hemen hemen hig
salgilanmamaktadir. Postmenopozal donemdeki kadinlarda ortaya ¢ikan bu dstrojen
eksikligi osteoporoza yol agmaktadir. Bu donemde osteoblastik aktivite azalirken
osteklastik aktivitede artis meydana gelir ve fonksiyonel yasam siiresinin osteoklast
icin uzamasi ve osteoblast i¢in kisalmasi sonucu kemik yikim—yapim dengesinin
yikim lehine bozulur. Bunun sonucunda osteoporoz ve kemik kiriklar1 gibi

patolojilerle seyreden klinik tablo ortaya ¢ikmaktadir (79).

2.6.2. Ostrojen Reseptorleri

Ostrojen hormonu yukarida bahsedilen fonksiyonlarini baglandig reseptorii
yoluyla (ER) gergeklestirir. Ostrojen reseptdrii ligand bagimli transkripsiyon
faktorlerinin stiper ailesine dahil olup hiicre niikleusunda yer alan bir hormon
reseptoriidiir. Bugiine kadar ERa ve ERP olmak iizere 2 ¢esit reseptor tanimlanmistir
(80). ERa, 66 kDa molekiiler agirlikta olup, 595 amino asit igerir. ERp ise ERa’dan
daha kisa olup, 54 kDa molekiiler agirlikta ve 530 amino asitten olusur (81).

Ostrojen reseptorii ile hiicresel degisiklikleri kontrol eder indiikler. Ostrojenin

etkisini gosterdigi klasik mekanizmada Ostrojen steroid yapida olup lipofilik bir
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molekiil oldugu i¢in kolaylikla hedef hiicreye diffiize olur ve niikleusta lokalize
ER"ye baglanir. Bu baglanma, reseptorde konformasyonel bir degisikligi uyarir ve
Ostrojen yoklugunda hsp90 saperonlarina bagli haldeki reseptoriin hsp90’dan
ayrilmasini saglayarak reseptér dimerlerinin olusumunu saglar. Meydana gelen
Ostrojen—ER kompleksi; reseptorin DNA’ya baglanan domaini araciligiyla ya
koaktivator ya da korepresor proteinlerle birlikte hedef genin promotor ve/veya
enhancer bolgelerinde yer alan gen dizilerine baglanir. Sonugta bazen hedef genin
transkripsiyonu uyarilir, bazen de inhibe edilir ve ilgili protein konsantrasyonu

hiicrenin ihtiyacina gére diizenlenmis olur (82).

Ostrojen reseptorleri kemik doku disinda merkezi sinir  sistemi,
kardiyovaskiiler sistem, immiin sistem, tirogenital sistem, sindirim sistemi,bobrekler,
karaciger, akcigerler ve meme dokusu (83) gibi bir¢ok organda ve giincel ¢aligmalar

gostermistir ki embriyonik ve mezenkimal kok hiicrelerde eksprese olmaktadir (84).

2.6.3. Ostrojenin Kok Hiicreler Uzerindeki Etkisi

Giincel c¢alismalar ile Ostrojen reseptorlerinin kok hiicrelerde de eksprese
oldugunun gosterilmesiyle Ostrojenin kok hiicre fonksiyonlarini modifiye edebilecegi

diistiniilmektedir (85).

Hamada ve ark. gerceklestirdikleri ¢alismaya gore 17(B-0stradiol endotelial
progenitor hiicrelerin hasarli damar ve iskemik myokardial dokulara migrasyon ve

proliferasyonu tetikleyerek rejenerasyona katkida bulunmaktadir (86).

Embriyo ve embriyonik kok hiicrelerde embriyolojik hayatin ilk giinlerinden
itibaren ERa ve ERPnin eksprese olmasi dstrojenin insan embriyonik kok hiicresinin
proliferasyonu ve farklilasmasinda etkili oldugunu diisiindiirmektedir (85). Han ve
ark. gerceklestirdikleri ¢alismada embriyonik kok hiicrelerinde 173-0stradiol
etkisiyle niikleik asit yapisina 3-H timidine katiliminin artmasiyla DNA sentesinin

uyarildigi, tam tersine ER blokdrii olan tamoksifen kullanimiyla inhibe oldugu
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gosterilmistir. Ostrojen etkisiyle ER ekspresyonu ve c-fos, c-jun ve c-myc gibi

protoonkogenlerin mMRNA ekspresyonu artmaktadir (87).

MSC’ler bakimindan konsept degerlendirildiginde ER reseptérlerinin bu
hiicrelerde de eksprese olmasindan dolay1r Ostrojen etkisinde sitokin ve biliylime
faktorlerinin uyarilmast sonucunda proliferasyon ve farklilasmanin uyarilacag

distintilmektedir (8).

Ostrojenin  MSC'lerin iizerine bir baska etkisinin de kemik seriye
farklilagmalar1 yoniindedir. 17B-6stradioliin MSC leri osteoblastik aktivite yoniinde
daha ¢ok Era iizerinden uyardigi disiiniilmektedir (88). Kemik iliginden tiiretilmis
MSC’ler 17B-ostradiol ile beraber osteojenik farklilasma ortamina maruz
birakildiklarinda kemik morfojenik protein (BMP) ve osteokalsin ekspresyonun,
ekstraselliiler matriks mineralizasyonunun anlamli olarak arttig1 goriilmustiir. 17p3-
ostradioliin ayrica MSC'lerin osteojenik genler olan ALP, kollajen tip 1, ve TGF- p1

ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (84).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma
Laboratuvari nda gergeklestirildi. Deney hayvanlarinin tiim cerrahi islemleri,
bakimlar1 ve izlemleri bu laboratuvarda yapildi. Calisma i¢in Hacettepe Universitesi

Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu ndan gerekli izin alindi (Karar N0:2011/44-12).

Calismada toplam 36 adet 200-250 gram agirliginda, erkek Sprague-Dawley
sigan kullanildi. Kullanilan deney modeli literatiirde sik¢a kullanilan sigan tiirii i¢in
kritik boyutlu kemik defekt modeli ve yapilan benzer ¢aligmalar baz alinarak
planlanmustir (89, 90). Tiim hayvanlar, standart ¢evresel kosullar saglanacak sekilde,
oda sicakliginda, harekve arkanlar1 kafeslerle sinirlandirilarak ve her kafeste birer
sican olacak sekilde barindirildi. islem 6ncesi degerlendirmede deneye dahil edilen
hayvanlarin hi¢birinde enfeksiyon, acik yara, malnutrisyon veya baska bir saglik
bozuklugu yoktu. Beslenmelerinde standart sigan yemi ve musluk suyu kullanildi.
Calisma yapilacak sicanlara, caligmadan 6 saat Once, sivi ve yiyecek kisitlamasi

yapildi. Profilaktik antibiyoterapi uygulanmadi.

3.1. CALISMADA KULLANILAN KIMYASAL MADDELER VE
BIYOLOJiK MATERYALLER

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve biyomalzemeler {i¢

baslik altinda toplanabilir:

1. Doku iskelesi
2. Ostrojen
3. Kok Hiicre
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3.2. CALISMADA KULLANILAN DOKU iSKELESiIi MODELI

Calismada kullanilan es zamanli mikrodalga 1s1ma ile ¢apraz baglama/gaz
kopiiklestirme yonteminin kullanildigi kitosan/hidroksiapatit toz siiper gozenekli
(SPH) doku iskelesi modeli ve iiretim teknigi Hacettepe Universitesi Kimya
Miihendisligi ve Biyomiihendislik Boliimii Hiicre ve Doku Miihendisligi Arastirma
Laboratuvari nda tanimlanmis olup bu ¢alismada kullanilan doku iskelelerinin {iretim

ve karakterizasyonu da ayni laboratuvarda gergeklestirilmistir (91).

Sekil 3.1. Calismada kullanilan kitosan/HA yapidaki doku iskeleleri

3.2.1. Kitosan / HA Doku Iskelesinin Polimer Yapisi

Kitosan, kitinin alkalin deasetilasyonu ile elde edilmis bir amino
polisakkariddir. Kitin, selliilozdan sonra diinyada en yaygin olarak bulunan ikinci
biyopolimerdir. Kabuklu su canlilarinin, boceklerin iskeletinde ve mantarlarin hiicre

duvarinda bulunur (92).

Kitosan biyobozunur, biyouyumlu, allerjik ve toksik olmayan ozellikleri
nedeniyle biyomedikal uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir. Bu tip sentetik
polimerlerin tersine hiicre tutunmasi, ¢ogalmasini ve faklilasmasini destekleyen
hidrofilik yilizeyi vardir ve minimum yabanci cisim reaksiyonu olustururlar (93).
Kimyasal yapisindaki reaktif gruplarin modifikasyonuyla kimyasal ve fiziksel
ozelliklerinde degisiklikler miimkiin olmaktadir (94).

Kitosan bunlar disinda ayrica osteokondiiktif 6zellige sahip olup in vitro ve in

vivo ortamda kemik olusumun desteklemektedir. Kitosanin polisakkarit iskelet yapisi
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kemigin ekstraselliiller matriks temel elemanlarindan glikozaminoglikanlar ile

benzerliginden dolay1 kemik doku miihendisliginde siklikla tercih edilmektedir (31).

Kitosan tek basina biyoaktif 6zellige sahip degildir bu nedenle yapisinda HA
gibi biyoaktif seramiklerin katilimi1 doku iskelesinin osteoindiiktif 6zellik kazanmasi

acisindan onemlidir (95, 96).

3.2.2. Kitosan / HA doku iskelesinin iiretimi

Bu tez ¢alismasinda organik yapida olan kitosan ile inorganik yapida olan HA
polimerlerinin es zamanli mikrodalga 1s1ma ile ¢apraz baglama/gaz kopiiklestirme
yonteminin kullanilarak bir araya getirilerek kitosan/HA SPH doku iskeleleri

sentezlenmistir (38, 40).

Kitosan/HA SPH’lerin sentezi i¢in, 0.2 g kitosan 0.1 M asetik asit ¢ozeltisi
icinde yaklasitk 1 giin siireyle manyetik karistirict ile karistirilmak suretiyle
¢Oziinmiistiir. Elde edilen %2’lik kitosan ¢6zeltisinden 2 mL alinarak 24 g6zl Petri
kaplarinin gozlerine yerlestirilmistir. Ardindan, sirasiyla ¢apraz baglayici glyoxal
(4uL) ve kopiiklestirici ajan NaHCO3 (6 mg) ve 100 mg. HA tozu eklenerek
hazirlanan karigim homojenize edilmistir. Petri kab1 hizlica 2450 MHz’de 90-1200
W gii¢ araliginda ¢alisabilen mikrodalga firin (Arcelik, MD 554, Tiirkiye) icerisine
yerlestirilmistir. Kopiik olusumu gozlendiginde gii¢ kesilmistir. 90 Watt giiciinde ve
45-90 s zaman araliginda jellesme meydana gelmistir. Sonugta, mikrodalga firinda
gaz kopiiklestirme yontemi ile yapi icerisinde gozenekler olusurken, es zamanh
olarak mikrodalga 1s1ma ile de jellesme meydana gelmistir. Jellesme sonrasinda, petri
kabinin gozlerinin seklini almis olan kii¢ilik silindir formundaki hidrojeller, kisa bir
stire etil alkol icerisinde bekletildikten sonra gozlerden ¢ikarilmiglardir. Alkol ve su
molekiillerinin yer degistirmeleri hidrojellerin bir miktar biiziilmesine neden olmus,
bu durum da hidrojellerin gozlerden ¢ikarilmasina kolaylik saglamistir. Gézlerden
cikarilan hidrojeller saf suda sisirilerek yapilarindaki safsizliklarin uzaklasmasi
saglanmigtir. Saf sudan alinan Ornekler, dondurarak kurutma cihazinda (Christ,

Almanya) -80°C’de tamamen kurumalari i¢in 1 giin boyunca liyofilize edilmistir.
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Kurutma cihazindan ¢ikan hidrojeller gdzeneklerinin ¢dkmesini engellemek
amactyla 1 gece boyunca %96’lik etanolde bekletilmistir. Ardindan, hidrojeller 1 giin

daha kurutularak etanoliin uzaklagmasi saglanmistir (38, 40).

3.2.3. Kitosan / HA Doku Iskelesinin Karakterizasyonu

Sentezlenen kitosan / HA doku iskelesinin karakterizasyon ve fiziksel

ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen testler:

Taramal1 elektron mikroskop (SEM) analizi
Sisme deneyi sonuglari

Mekanik dayanim sonuglart

Termal Analiz

Yogunluk analizi

S A

Bosluk kesri analizi

y_ =
dwell| ———40
6 us

HV |spot| mag | det titt| WD
5.00kV | 3.0 [3000x|ETD|0°|8.1 mm

Sekil 3.2. 17-p Ostradiol iceren PLGA (65:35) nanopartikiillerin enjekte edilerek

yiiklendigi doku iskelelerin farkli biiylitmelerdeki SEM goriintiileri:
X3000
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3.3. CALISMADA KULLANILAN OSTROJEN MOLEKULU

Bu tez calismasi kapsaminda Ostrojen hormonunun en potent formu ve
fonksiyonlarinindan biiyiik oranda sorumlu olan 17B-6stradiol kullanilmistir. 178-
ostradioliin bu ¢alismada AAMSC ler tizerindeki etkinligini arastirmak amaciyla iki

formu kullanilmaistir:

1. Suda ¢oziinen 17pB-6stradiol
2. 17B-0stradiol yiiklii PLGA nanopartikiiller

3.3.1. Suda c¢oziinen 17p-ostradiol

17B-6stradiol maddesinin hidrofobik bir yapida olmasi nedeniyle doku
iskelesine yiiklenmesi ve stabilitesi bu formda miimkiin olmayacagindan ticari olarak
mevcut siklodektrin kapl etkin formu (Sigma, Kat. No: E4389) doku iskelesine
yiiklenmesi amaciyla kullanildi. Mevcut ticari formun suda ¢oziintirligi 25 mg/L.

olup, 1 graminda 40-55 mg. 17p-6stradiol igermektedir.

3.3.2. 17p-ostradiol Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Sentezi

Nanopartikiil {iretiminde hammadde olarak Amerikan Gida ve llag
Dairesi'nce (FDA) onaylanmis bir sentetik polimer olan PLGA (polilaktik glikolik
asit) kullanilmistir. PLGA, olduk¢a yavas bir bi¢cimde bozunarak viicutta seker
metabolizmasinin bir ara {riinii olan laktik asite doniistiigii icin normal hiicre
fonksiyonlarini etkilememektedir (97). PLGA, farkli son iirlinlerin sentezlenmesinde
kullanilabilen, uygulamalarda esneklik saglayabilen, farkli polimerlerle kompozit
olusturabilen, graft kopolimer olarak kullanilabilen ve birbiri ile baglantili

gozenekler olusturabilen bir kopolimerdir (98).

PLA/PGA 65:35 bilesimlerine sahip PLGA kopolimerleri ve %10u
konsantrasyonda olacak sekilde 17B-0stradiol (Sigma, Kat. No: E2758)(suda
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¢ozinlrlighi 5 mg/L.) etil asetat igerisinde ¢oziilerek %2'lik (w/v) organik faz
olusturulmustur. Elde edilen organik faz, icerisinde %1 (w/v) oraninda ¢oziinmiis
DMAB bulunan sulu faza ilave edilmis ve olusan karisim yiiksek hizhi
homojenizatéorde 15,000 rpm'de kanstirilmistir. Karisima sicak su eklenerek
igerisinde bulunan organik fazin u¢masi beklenmis ve sulu fazda siispanse halde 17p3-
ostradiol/polimer orant (w/w) %10 olan PLGA nanopartikiiller tiretilmistilip ayri
deney gruplarinda doku iskelelerine emdirilerek 0.07 mg. 17p3-6stradiol/doku iskelesi

yiiklenmistir.

Calismada kullanilan 6strojen formlarinin salim kinetikleri ayrica incelenerek

malzemelerin karakterizasyonu amaciyla degerlendirilmistir.

3.4. CALISMADA KULLANILAN KOK HUCRELERIN ELDE EDiL MESI

3.4.1. Sican Yag Dokusundan Mezenkimal Kok Hiicre (AdMSC)

Izolasyonu ve pasajlanmasi

Tez caligmasinda kullanilan AdMSClerin izolasyon ve karakterizasyon
calismalar1 Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimii Kok Hiicre Laboratuvari ekibi

tarafindan gergeklestirilmistir.
AdMSClerin izolasyonunda kullanilan protokol ise su sekildedir: (99)

e Laparotomi insizyonuyla retroperitoneal bolgede siganlarin perirenal
adipose dokusu ortaya konuldu

e Yag dokusu izole edildikten sonra 1x PBS igerisinde yikanip baska bir
petri kabinda fragmante edildi.

e Yag dokunun parcalanmasi amaciyla yaklasik 25 ml. %0.075 tip 1
kollajenaz (0.01875g. kollajenaz / SigmaC2674 ve 25 ml.Ca*? icermeyen
Hank's dengeli tuz soliisyonu / Biochrome AG Cat No:L2045) igerisinde
37 °C de belirli araliklarla galkalanarak 60 dakika bekletildi. Inkiibasyon

sonunda tiipler yeniden ¢alkalandi.
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60 dakika sonra PBS ile homojenize edilip 1800 rpm.de santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 supernatant ortam atilip iizerine 10 ml. hiicre kdltiirii
ortami1 eklenerek 1800 rpm.de 10 dakika daha santrifiij edildi. Bu islem 2
defa tekrar edildi.

Santrifiij sonrasi supernatant atilip elde edilen SVF (stromal vaskiiler
fraksiyon) 70 um.lik siizgecten gecirildi.

Stizgegle elde edilen hiicreler ve doku pargalari: o-MEM, %15 FBS,
gentamisin, %0.1 P/S ve %0.1 amfoterisin B igeren kiiltiir ortamina alindi.
72 saat sonra kiiltiir kab1 degistirilip lireme sonucunda kiiltiir kabinin %751
kaplaninca pasajlama gergeklestirildi.

Tiim hiicrelerin yiizeyden kalktiklar1 gézlendikten sonra 600 pl. Tripsin-
EDTA 5 ml. ortam ile seyreltilerek santrifiij tiiplerine toplandi ve 800
rpm.de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicreler 1 e 4 oraninda yeni doku kiiltiirii
ortamina aktarildi.

Dondurulacak olan hiicreler santrifiigasyon sonrasi hiicre kiiltiir ortaminda
homojenize edilip sayildiktan sonra 300.000-600.000 hiicre / ml.

dondurma ortami olacak sekilde dondurma tiiplerine aktarilip donduruldu.

3.4.2. AdMSClerin karakterizasyonu

Sican kokenli AdMSCl'lerin kiiltiirde iirerken fenotipik karakterlerini

korudugunu dogrulamak amaciyla farklilagtirilmamis mezenkimal hiicrelere akis

sitometri analizi yapilmistir. Analizler Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi

ve Biyomiihendislik B6liimii Hiicre ve Doku Miihendisligi Arastirma Laboratuvari

tarafindan gergeklestirilmistir.

Uygulanan protokolde AdMSC'ler yiizeyden kaldirilarak hiicre derisimi

1x10° hiicre/mL olacak sekilde stispanse edilmigtir. Santrifiijden sonra yikama

tamponunda siispanse edilen hiicrelere 300 pL floresan izotiyosiyanat (FITC)-

konjuge antikorlar eklenerek oda sicakliginda 45 dk inkiibasyon gergeklestirilmistir.

Akis sitometri analizi icin FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego, USA) cihazi
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kullanilmistir. Hiicrelerin immiino-fenotiplemesinde CD29, CD90, CD54, CD45,
CD106, MHC smif 1 ve MHC smif 2 antijenlerine uygun sican antikorlar1 ve

antikorlar i¢in 6nerilen izotip kontrolleri kullanilmistir.

Karakterizasyon islemleriyle AdMSClerin uygunlugu dogrulandiktan sonra

1x10° hiicre/doku iskelesi olacak sekilde ilgili deney gruplarina uygulandi.

3.5. DENEY GRUPLARI

Calismada kullanilan siganlar, her bir grupta 6 sigan olacak sekilde 6 gruba
ayrildi. Grup farketmeksizin hayvanlarin kalvariyumunda her iki parietal kemik de
kullanilacak sekilde birbirinden bagimsiz 7mm. c¢apinda yuvarlak sekilli tam
kalinlikta kemik defektleri olusturuldu. Sicanlarda biparietal defekt olusturuldu.
Olusturulan defektlerin birbirinden bagimsiz iyilestikleri ve tedavi yontemlerine
birbirinden bagimsiz yanit verdikleri i¢in her bir sicandan 2 bagimsiz 6rnek elde
edildi. Erken ve ge¢ donem kemiklesme karsilagtirilmasi amaciyla 4. ve 12. haftanin
sonunda ornekler alindi. Boylece her bir gruptan 6 tanesi 4. hafta diger 6 tanesi de

12. hafta kemiklesmeyle iligkili toplam 12 bagimsiz 6rnek elde edilmis oldu.

Birinci grup, kontrol grubu (DEFEKT) olarak belirlendi. Bu grupta
standart 7mm. kritik boyutlu kemik defekti olusturuldu ve herhangi bir tedavi edici
uygulama gergeklestirilmeksizin isleme son verildi. Erken ve ge¢ kemiklesmenin
ayrt ayr1 degerlendirilebilmesi amaciyla sirasiyla 4. ve 12. haftada hayvanlar

sakrifiye edilerek 6rnekler elde edildi.

ikinci grup, bos doku iskelesi grubu (DI) olarak belirlendi. Bu grupta
standart 7mm. kritik boyutlu kemik defekti olusturuldu ve olusturulan defekte
herhangi bir kimyasal veya biyolojik materyal yiiklii olmayan 7mm. ¢apinda 3mm.
kalinligindaki bos kitosan/HA yapida doku iskelesi yerlestirilip isleme son verildi.
Erken ve ge¢ kemiklesmenin ayri ayr1 degerlendirilebilmesi amaciyla sirasiyla 4. ve

12. haftada hayvanlar sakrifiye edilerek drnekler elde edildi.
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Uciincii grup, suda coziinen 17p-6stradiol yiikli doku iskelesi grubu
(WE-DI) olarak belirlendi. Bu grupta standart 7mm. kritik boyutlu kemik defekti
olusturuldu ve olusturulan defekte 7mm. ¢apinda 3mm. kalinligindaki suda ¢6zilinen
17B-6stradiol yiiklii doku iskelesi yerlestirilip isleme son verildi. Erken ve geg
kemiklesmenin ayr1 ayri degerlendirilebilmesi amaciyla sirasiyla 4. ve 12. haftada

hayvanlar sakrifiye edilerek drnekler elde edildi.

Dordiincii grup, 17p-ostradiol yiiklii PLGA nanopartikiiller yiiklenmis
doku iskelesi (PE-DI) olarak belirlendi. Bu grupta standart 7mm. kritik boyutlu
kemik defekti olusturuldu ve olusturulan defekte 7mm. ¢apinda 3mm. kalinligindaki
17B-0stradiol yiikli PLGA nanopartikiiller yliklenmis doku iskelesi yerlestirilip
isleme son verildi. Erken ve ge¢ kemiklesmenin ayri ayri degerlendirilebilmesi

amaciyla sirasiyla 4. ve 12. haftada hayvanlar sakrifiye edilerek drnekler elde edildi.

Besinci grup, suda c¢oziinen 17p-ostradiol ve ADMSC yiiklii doku iskelesi
grubu (WE-DI-H) olarak belirlendi. Bu grupta standart 7mm. kritik boyutlu kemik
defekti olusturuldu ve olusturulan defekte 7mm. ¢apinda 3mm. kalinligindaki suda
¢oOziinen 17p-0stradiol ve AAMCS yiiklii doku iskelesi yerlestirilip isleme son verildi.
Erken ve ge¢ kemiklesmenin ayr1 ayr1 degerlendirilebilmesi amaciyla sirasiyla 4. ve

12. haftada hayvanlar sakrifiye edilerek drnekler elde edildi.

Altine1 grup, 17p-ostradiol yiikli PLGA nanopartikiiller ve AdMSC
yiiklenmis doku iskelesi (PE-DI-H) olarak belirlendi. Bu grupta standart 7mm.
kritik boyutlu kemik defekti olusturuldu ve olusturulan defekte 7mm. ¢apinda 3mm.
kalinligindaki 17B-0stradiol yiiklii PLGA nanopartikiiller ve  AAMSC yiiklenmis
doku iskelesi yerlestirilip isleme son verildi. Erken ve ge¢ kemiklesmenin ayr1 ayri
degerlendirilebilmesi amaciyla sirasiyla 4. ve 12. haftada hayvanlar sakrifiye

edilerek ornekler elde edildi.

3.6. ANESTEZI

Tiim hayvanlarda anestezi indiiksiyonu intraperitoneal ketamin (90 mg/kg -

Ketalar®, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) ve ksilazin (10 mg/kg - Rompun®, Bayer,
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Tiirkiye) karisimi ile saglandi. Anestezi derinligi, cilt veya parmak kistirma testine
ekstremite ¢ekme yaniti ile degerlendirildi. Deney devam ederken siganin idrar ve
diski ¢ikarmasi veya uyanmasi durumunda ek doz olarak 10 mg/kg ketamin ve

2mg/kg ksilazin verilerek anestezinin devami saglandi.

3.7. CERRAHI ISLEM

Anestezi indiiksiyonunu takiben, grup fark etmeksizin tiim deneklerin skalp
bolgesi tiraglanmasini takiben povidon — iyodin soliisyonu ile temizlenip steril bir
sekilde ortiildii. Dorsal V seklinde bir insizyonla periost da dahil edilecek sekilde
skalp flebi kaldirilip, kemik ortaya konuldu. Sag ve sol parietal kemikler iizerinde
dental burr yardimiyla saggittal siitiir hattina gore simetrik olacak sekilde 7 mm. lik
yuvarlak sekilli tam kalinlikta kemik defekti olusturuldu. Defekt olusturulurken

stirekli %0.91uk serum fizyolojik ¢ozeltisi ile irrigasyon uygulanip duranin ve orta

hatta yer alan vendz sinusiin travmatize olmamasina 6zen gosterildi.

Sekil 3.3. Skalpte yapilan V insizyon Sekil 3.4. Kalvariyumda olusturulan
7mm.lik defekt
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Defektlerin hazirlanmasin1 takiben deney grubu dikkate alnarak ilgili
deneysel islem gercgeklestirilip kaldirilan skalp flebi kemik defektlerini ortecek
sekilde yerine iade edilerek cilt insizyonu 4-0 ipek siitiir materali (Dogsan, Tiirkiye)

ile onarilarak isleme son verildi.

e i

Sekil 3.5. Olusturulan biparietal kemik defektleri ve doku iskelesinin defekte

yerlestirilmesi

3.8. CERRAHI SONRASI iZLEM

Hayvanlar islemi takiben kafeslerine alinarak cerrahi sonrasi agri tedavisi
amaciyla igcme sularina 2 mg/ml parasetamol eklendi. Hayvanlar deney siireci
boyunca ad libitum olarak standart yem ile beslendi; giinliik olarak, genel durum,

viicut agirligi, malnutrisyon, enfeksiyon bulgular1 yoniinden degerlendirildi.

3.9. OTENAZI

Gruplarda deney siirecinin tamamlanmasini takiben deneyde kullanilan

hayvanlara yiiksek doz anestetik verilerek 6tenazi uygulandi.
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3.10. HISTOLOJIK ANALIiZ

Parietal kemikte defekt yapilmis ve i¢ine doku iskeleleri yerlestirilmis doku
ornekleri %10’luk noétral formalin icinde 72 saat tespit edildikten sonra De Castro
solusyonunda dekalsifiye edildiler. Kemik ornekleri dekalsifikasyonu takiben rutin
1s1tk mikroskop doku takip yontemine (artan derecede alkollerde dehidratasyon,
ksilolde seffaflandirma) gore takip edilerek parafine gomiildi. Spm kalinliginda
alman seri kesitler Hematoksilen-Eozin ve Masson Trikrom ile boyandiktan sonra
Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dalinda Leica DM-6000B (Germany) i1sik
mikroskobu ile incelendi ve goriintiler DC500 dijital kamera (Leica, Wetzlar-
Germany) ile bilgisayara aktarildu.

3.11. MiKRO TOMOGRAFIK ANALIiZ

Tiim mikro tomografi sistemleri ¢esitli yollar boyunca seyahat eden X-1ginlar1
ile objenin aydinlatilmasi ve bu yollar boyunca 1si1n yogunlugundaki azalmay1

6lcmek i¢in dizayn edilmislerdir.

Sikca kullanilan bir konfigiirasyonda, taranacak olan obje es diizlemli X-
1isinlarinin yelpaze 151n demeti igerisine yerlestirilmektedir. Ornek igerisinden gegen
X-1ginlarinin ateniiasyonlart bir dedektor yay: tarafindan 6l¢iilmektedir. Ateniiasyon
Olctimleri objenin farkli agilardan goriintiisiinii elde edecek bi¢imde numunenin bir
eksende dondiiriilmesi esnasinda yapilir. Bu veriden, X-151m1 diizleminde, objenin
icerisindeki c¢izgisel X-151m1 ateniiasyon katsayisini haritalayan iki boyutlu bir

gorilintii olusturulur.

Komsu kesitlerin iist {iste kiimelenmesi ile 3D (ii¢ boyutlu) goriintii elde
edilir. Bu 3D goriintii izoylizeyleme, hacim olusturma veya animasyonlarla en iyi

sekilde gosterilebilir.

Tez calismasinda parietal kemiklerden elde edilen 6rnekler mikro tomografi
yontemiyle taranmak {izere Hacettepe Universitesi Anatomi Anabilim Dali’na teslim

edildi. Doku 6rnekleri burada nondestriiktif olarak Skyscan (Bruker) marka 1174
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model X-1sinlar1 tomografisi ile goriintiilenmistir. X-1s1n1 kaynagi 50 kV gerilim ve
625 pA akim altinda calistirilmistir. 12 pm lik piksel boyutu ¢oziiniirliliigiinde
goriintiiler elde edilmistir. Tarama siiresince hareket etmemeleri i¢cin numuneler hizl
sertlesen bir macun yardimi ile sabitlenmislerdir. Ornekler dik eksende 360 derece
dondiiriilmiis, her 2 derecede bir goriintii alinmistir. Her bir 6rnegin taranmasi

yaklagik 1 saat 7 dakika siirmiistiir.

Ham X-1sinlar1 tomografisi verileri NRecon (Skyscan) yazilimi ile yeniden
olusturulmus, numunelerin yatay tomografi kesitleri elde edilmistir. Tarama sirasinda
polikromatik bir sistemde taranmadan dolyr istenmeyen etkiler meydana
gelebilmektedir. Uygun tarama protokollleri ile minimize veya yok edilse de, birgok

tarama yapay olgusu (artifact) mikro tomografi goriintiilemesini etkileyebilir.

Mevcut artefaktlar NRecon (Skyscan) yazilimi ile minimize edilmeye

calisiimustir.

Yeniden olusturulan kesitler CTAn (Skyscan) yazilimi ile analiz
edilmislerdir. Her bir kesitte kemikte a¢ilmis olan defect kadar bir ilgi alan1 (region
of interest-ROI) olusturulmus ve bu alanda kemiklesme hesaplanmistir. Kemiklesme

orani tiim defektte hesaplanarak hacimsel olarak defekteki kemik yiizdesi verilmistir.

3.12. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Her bir gruptan elde edilen olusturulan kemik defektinde kemiklesme
yiizdesinin istatistiksel analizi, SPSS (Statistical Package for SociSciences) 17.0
programi kullanilarak yapildi. Birbirinden bagimsiz alt1 grubun karsilastirilmasi igin,
grup verilerinin parametrik olmayan sekilde dagilim gostermesi nedeniyle,
parametrik olmayan testlerden Kruskal-Wallis testi  kullanilmistir.  Coklu
karsilastirma testi olarak Conover’in ¢oklu karsilagtirma testi kullanilmistir. P<0,005

oldugunda elde edilen sonuglar istatistiksel anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. DOKU ISKELESININ KARAKTERIZASYON SONUCLARI

Tez ¢aligmasinda kullanilan kitosan/HA yapidaki doku iskelesinin fiziksel

Ozelliklerini ortaya koyan karakterizasyon analizi sonuglar1 Tablo 4.1.de verilmistir.

Tablo 4.1. Doku iskelesinin fiziksel 6zellikleri

Karakterizasyon Analizi Elde edilen deger
Denge sisme orant 41.94+0.24
Dengeye ulasma siiresi 60

Elastik Modiil degeri (N/mm2) 0.93 +£0.74
Termal bozunmanin baslangici (°C) 250
Yogunluk (g/mL) 0.08 + 0.0042
Bosluk Kesri (mL/g) 1.28 £0.02
Gozenek boyutu (um.) 100-300

4.2. KULLANILAN 17B-OSTRADIOL FORMLARININ SALIM KiINETIKLERI
4.2.1. Suda coziinen 17p-6stradioliin salim Kinetigi

Kitosan/HA doku iskelelerine 0,2mg 17B-6stradiol igeren siklodekstrin+17p3-
ostradiol kompleksi PBS i¢inde ¢oziilerek doku iskelelerine emdirme yontemi ile
yiiklenmislerdir. Daha sonra freeze-drier da kurutulmuslardir. Yiiklenen hidrojellere

ait salim grafikleri Sekil 4.1deki gibidir.
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Doku iskelesinden suda ¢dziinen

100 Ostradioliin 5 saatlik salim grafigi
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Sekil 4.1. Siklodekstrin kapli suda ¢6ziinen 17p-0stradioliin salim kinetigina ait grafik

4.2.2. 17B-ostradiol yiiklii PLGA nanopartikiillerin salim Kkinetigi

7 mm. x 3 mm. boyutlarindaki Kitosan/HA doku iskelelerine siispanse halde
bulunan partikiilden 100 uL (0.7 mg partikiil) emdirilerek yiiklenmistir. 0.7 mg
partikiil iginde 0.0175 mg 17B-6stradiol bulunmaktadir.

Sentezlenen nanopartikiillerde 17-f ostradiol/partikiil oran1 %5 dir.
Enkapsiilasyon verimi=%50 dir. Yiiklenen nanopartikiillere ait salim grafikleri Sekil

4.2.deki gibidir.

O' T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Kiimiilatif Salim
(%)

Zaman (giin)

Sekil 4.2. 17B-0stradiol ytliklii PLGA nanopartikiillerin salim kinetigine ait grafik
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4.3. AdMSC’lerin KARAKTERIZASYON SONUCLARI

Tez ¢alismasinda kullanilan AdMSClerin karakterizasyon analizi igin akis
sitometri analizi gergeklestirilmistir. Akis sitometri analizi, hiicrelerin akmakta olan
bir akiskanin i¢indeyken karakteristiklerinin Olg¢lilmesidir. Bu analiz ile bir
stispansiyon halindeki hiicreler lazer 1s1g1 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden
gecirilir; hiicrelerin 15181 Oniinden gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz
edilir. Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel
Ozellikleri olabildigi gibi, hiicreye baglanan ¢esitli fluorokromlar da olabilir. Boylece
hiicrenin ylizey antijenleri, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran

potansiyeli, canlilig1 gibi ¢esitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir (100).

Mezenkimal kok hiicrelerde bulunmasi ve bulunmamasi gereken ylizey
antijenlerinden bazilar1 su sekilde belirlenmistir: fenotip pozitif antijenler (>%95):
CD105, CD73, CD90, CD29 ve fenotip negatif antijenler (< %2): CD45, CD34,
CD14, CD79 (101).

Tez kapsaminda kullanilan si¢can kokenli AAMSC'lere ait akis sitometri analiz

sonuclar1 Sekil 4.3°de verilmistir.
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Sekil 4.3. Sican kokenli AAMSC'lere ait akis sitometri analiz sonuglari.
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4.4. KLINIK BULGULAR

Klinik olarak kontrol grubunda 4. ve 12. haftalik gruplarin her ikisinde de
olusturulan kritik boyutlu kemik defektinin kemiklesmedigi sadece ince bir membran

yapisinin olustugu gozlemlendi (Sekil 4.5). Giin 15181 yardimiyla defektin

transilliminasyon verdigi goriildii (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Kontrol grubu glin 15181nda olmadig1 goriilmektedir

transilliiminasyon gostermektedir

Klinik olarak bos doku iskelesi (DI), suda ¢dziinen 17B-6stradiol yiiklii doku
iskelesi grubu (WE-DI) 17p-6stradiol yiiklii PLGA nanopartikiiller yiiklenmis doku
iskelesi (PE-DI) yerlestirilen grupta 4. ve 12. haftada herhangi bir enfeksiyon

bulgusunda rastlanmadi. 4. haftada elde edilen 6rneklerde doku iskelesinin sebat
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ettigi, 12. haftada elde edilen orneklerde ise doku iskelesinin biiyiikk ¢ogunlugunun
degrade oldugu sadece kalintilarinin kaldig1 c¢evresinde de fibrosis ve fibroz bag
dokusu benzeri goriinim gozlendi. Gruplar arast klinik olarak belirgin fark
gozlenmedi (Sekil 4.6, 4.7, 4.8).

Sekil 4.7. Suda ¢oziinen 17p-6stradiol yiikklenmis doku iskelesi yerlestirilen grupta

4. ve 12. hafta sonunda kemiklesme
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Sekil 4.8. 17p-0stradiol yiiklii PLGA nanopartikiiller yiiklenmis doku iskelesi

yerlestirilen grupta 4. ve 12. hafta sonunda kemiklesme

Klinik olarak suda ¢oziinen 17-6stradiol ve AAMSC vyiiklii doku iskelesi
(WE-DI-H) ve 17B-6stradiol yiikli PLGA nanopartikiiller ve AdMSC yiiklenmis
doku iskelesi gruplari (PE-DI-H) incelendiginde 4. ve 12. hafta &rneklerinde
herhangi bir enfeksiyon ya da yabanci cisim reaksiyonu gozlenmedi. 4. hafta
sonunda elde edilen 6rneklerde doku iskelesinin sebat ettigi ve iizerinde fibroz bir
membran olustugu goriildi. 12. hafta sonunda elde edilen orneklerde ise doku
iskelesinin biiylik bir ¢ogunlugunun yikildig1 ve cevresinde kdk hiicre olmayan
gruplarin aksine fibroz bag dokusundan ¢ok kemiklesme izlenimi uyandiran doku
gelistigi goriildii. Defekt gevresi fibrozis kok hiicre olmayan gruplara gére daha
siirh olarak gozlemlendi (Sekil 4.9, 4.10).
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Sekil 4.9. Suda ¢oziinen 17B-0stradiol ve AAMSC yiiklii doku iskelesi yerlestirilen
grupta 4. ve 12. hafta sonunda kemiklesme

PE-Di-H

iskelesi yerlestirilmis grupta 4. ve 12. hafta sonunda kemiklesme
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4.5. HISTOLOJiK BULGULAR

4.5.1. Birinci grup — Kontrol / Kritik boyutlu kemik defekti grubu

Parietal kemikler i¢cinde olusturulmus defekt alanlarinin 3 ay sonunda kalin
diizensiz sik1 bag dokusu yapisinda bir bag dokusu tabakasiyla ¢evrelendigi ve defekt
alanmin granulasyon dokusu ile doldugu gozlendi (Sekil 4.11). Granulasyon

dokusunun i¢inde ¢ok sayida mononiikleer hiicre infiltrasyonu vardi.

3 v g =
: St e e AEL Bl
: - 3
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Sekil 4.11. Kontrol / Kritik boyutlu kemik defekti grubu; 12. haftada elde edilen

ornekte defekt alanini dolduran granulasyon dokusu (*) ve cevresinde
kemik komsulugunda diizensiz siki bag dokusu tabakasi izleniyor.

(Hematoksilen-Eozin X200).

4.5.2. ikinci grup — Bos doku iskelesi grubu
4. hafta sonuclari

Defekt bolgesine doku iskelesi yerlestirilip bir ay beklenen grupta, cevre
kemik dokusu ile c¢evrelenmis defekt bolgesinde doku iskelesi erimeden

durmaktaydi. Iskele parcalarmin aralar1 graniilasyon dokusu ile dolmaya baslamisti

43



(Sekil 4.12-A). Baz1 alanlarda granulasyon dokusunun i¢inde ufak demetler halinde
kollagen fibrillerin varlig1 gozlendi (Sekil 4.12-B). Ancak yer yer heniiz graniilasyon

dokusunun tam olarak olusmadig: alanlar da vard1 (Sekil 4.12).
12. hafta sonuclar:

Kemik altinda defekt bolgesinin dis kisimlarinda olusmus olan diizensiz siki
bag dokusu tabakasinin doku iskelesi konmamis defekt grubuna gore daha organize
oldugu, kollagen fibrillerin belli yonlerde demetler halinde diizenlendigi gozlendi.
Defekt alaninda doku iskelesi pargalar1 arasinda yer yer granulasyon dokusunun
organize oldugu, kollagen fibrillerin ve yeni olusan damarlarin varlig1 gézlemlendi.

Ancak bazi bolgelerde kollagen fibriller heniiz yoktu. Bu grupta defekt bolgesinde

kemik olusumu izlendi. Mononiikleer hiicre infiltrasyonu ¢ok yaygin olmamakla
birlikte bu grupta da vardi (Sekil 4.12-C,D).

A =z |8
Sekil 4.12. Bos doku iskelesi grubu (Bos DI)

A. 4. Haftada elde edilen bu &rnekte doku iskelesi pargalari ve aralarini dolduran graniilasyon dokusu
ileri mikroskop bilyilitmesinde ayrintili olarak gozlenmekte. Hematoksilen-Eozin X100 B. 4. Haftada
elde edilen bu &rnekte defekt bdlgesini dolduran iskele pargalarinin arasinda granulasyon dokusu
icinde yer yer kollagen fibriller (ok) goriilmekte. Masson Trikrom X50 C. 12. Haftada elde edilen bu
ornekte defekt bolgesi icinde doku iskelesi pargalart (parlak kirmizi) ve aralarmi dolduran
graniilasyon dokusu goézlenmekte. Defekt cevresinde belli yonde diizenlenmis kollagen fibriller
izlenmekte. Hematoksilen-Eozin X50 D. 12. Haftada elde edilen bu 6rnekte defekt boélgesinin
cevresini saran ve yer yer erimis doku iskelesi parcalari ¢evresinde organize olmus kollagen fibriller
bu boya ile yesil renkte gézlenmekte. Bu bolgede yeni damarlar olugmustur. (Masson Trikrom X200)
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4.5.3. Uciincii grup —Suda céziinen 17f- éstradiol grubu (WE-DI)
4. hafta sonuclari

Defekt bolgesine water soluble dstrojen kaplanmis doku iskelesi yerlestirilip
1 ay beklenen grupta, PLGA 0Gstrojen kaplanmis 1 ay doku iskelesi yerlestirilmis
gruba benzer bi¢imde, defekt bolgesinde erimemis doku iskelesi pargalari
bulunmaktaydi. Doku iskelesinin aralarindaki bolgeler graniilasyon dokusu ile
dolmustu ancak bazi bolgelerde, iskele parcalarinin aralarinda heniiz graniilasyon
dokusunun tam olarak olusmadigi alanlar da bulunmaktaydi (Sekil 4.13-A). Yer yer
cevre kemik dokusu altindan damarlar1 tasiyan, diizensiz kollagen fibrillerin
bulundugu bag dokusu bdlmelerin graniilasyon dokusunun i¢ine dogru uzandig

gozlendi (Sekil 4.13-B).
12. hafta sonuglari

Defekt bolgesinin water soluble ostrojenle kaplanmis doku iskelesi ile
dolduruldugu grupta, iyilesme iskele ve PLGA’l1 iskele grubuna benzer bigimdeydi.
Iskele parcalarinin heniiz tamamen erimedigi ancak bazi alanlarda yer yer erimeye
baslamis oldugu gozlendi. Iskele parcalari gevresinde graniilasyon dokusu ve
aralarda mononiikleer hiicre infiltrasyonu dikkati ¢ekti (Sekil 4.13-C,D). Defekti
saran kemik altindaki bolgede ise PLGA kapl iskele uygulanmis grupta oldugu gibi
oldukga sik1 ve diizenli bir bag dokusu tabakasi bulunmaktaydi (Sekil 4.13-C,D).
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Sekil 4.13. Suda ¢dziinen 17p- stradiol grubu (WE-DI)

A. 4. Haftada elde edilen drnekte defekt bolgesininin periferinde, defekti gevreleyen kemik dokusu ve
doku iskelesi iligkisi goriilmektedir. Bazi bolgelerde kemik g¢evresinden bag dokusu demetleri
iskelenin araliklarini dolduran graniilasyon dokusu igine dogru uzanmaya baglamistir. Hematoksilen-
Eozin X100 B. 4. Haftada elde edilen 6rnekte graniilasyon dokusu igine dogru uzayan kollagen
demetler ve aralarinda doku iskelesi pargalari gorillmektedir. Masson Trikrom X100 C. 12. Haftada
elde edilen ornekte defekt bolgesini dolduran iskele pargalari ve aralarinda graniilasyon dokusu
gozlenmekte. Cevrede diizensiz siki1 bag dokusu dikkati cekmektedir. Hematoksilen-Eozin X100 D. 4.
haftada elde edilen 6rnekte defekt bolgesinde erimeye baglamis iskele pargalari, aralarinda kollagen
fibriller ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu goriilmektedir. (Masson Trikrom X200)

45.4. Dordiincii grup — 17B-ostradiol yiikli PLGA nanopartikiiller
yiiklenmis doku iskelesi grubu (PE-DI):

4. hafta sonuclari

Doku iskelesinin PLGA 06strojen kaplanarak defekt bolgesine yerlestirildigi
grupta 1 ay sonra erimemis iskele parcalari ¢evre kemik dokusu altinda, defekt
bolgesinde gozlenmekteydiler. Bu grupta da yalnizca doku iskelesi yerlestirilip 1 ay
beklenen grupta gozlendigi gibi graniilasyon dokusunun tam olarak olugmadigi
bolgeler vardi (Sekil 4.14-A). Ancak iskele pargalarinin aralarint dolduran

graniilasyon dokusu daha siki diizenlenmisti ve kollagen fibrillerin arasinda damarlar
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bulunmaktaydi. Cevre kemik dokusunun altindaki yogun kollagen fibriller igeren

oldukea sik1 bag dokusu bolmelerinin ve damarlarin defekt bolgesine dogru uzamaya
basladiklar1 dikkati ¢ekti (Sekil 4.14-B).

12. hafta sonuglari

Defekt bolgesine PLGA 0strojen kaplanmis doku iskelesi yerlestirilmig
grupta, yalnizca doku iskelesi konmus gruba gore belirgin bir fark gézlenmedi. Doku
iskelesi benzer bigimde yer yer erimisti. Defekt bolgesinin ¢evresinde kemik dokusu
altinda erimekte olan iskele pargalar1 arasinda kollagen fibrillerin belli yonde

diizenlenmeye basladiklar1 gozlendi. Defekt bolgesinde ise iskele parcalari arasinda

graniilasyon dokusu bulunmaktaydi. Mononiikleer hiicre infiltrasyonu bu grupta da
vardi (Sekil 4.14-C,D).
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Sekil 4.14. 17B-0stradiol yiliklii PLGA nanopartikiiller yliklenmis doku iskelesi
grubu (PE-DI)

A. 4. Haftada elde edilen ornekte gevre kemik dokusu altinda gozlenen defekt bdlgesinde iskele
parcalari ve aralarmi dolduran iginde damarlarin bulundugu organize olmaya baslamig graniilasyon
dokusu. Hematoksilen-Eozin X100 B. 4. Haftada elde edilen 6rnekte defekt bolgesi etrafindaki kemik
dokusunun altindaki bag dokusundan granulasyon dokusunun i¢ine dogru uzanana kollagen fibriller
(yesil) gozlenmekte. Masson Trikrom X100 C. 12. Haftada elde edilen 6rnekte defekt bolgesi i¢inde
iskele parcgalari, aralarinda graniilasyon dokusu ve defekti c¢evreleyen, kemik altindaki bolgede
erimekte olan iskele pargalar1 arasinda organize olmaya baslamis kollagen fibriller gézlenmekte.
Hematoksilen-Eozin X100 D. 12. Haftada elde edilen ornekte erimekte olan doku iskele pargalar
arasinda ve defekt ¢cevresinde kollagen fibriller. (Masson Trikrom X100)
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455. Besinci - Suda coziinen 17-ostradiol ve AAMSC yiiklii doku
iskelesi grubu (WE-DI-H)

4. hafta sonuclari

Suda ¢o6ziinen Ostrojen kaplanan ve kok hiicre eklenerek defekt bolgesine
yerlestirilip 1 ay beklenen grupta, ¢cevre kemik dokusundan defekt bolgesine dogru, bol
damarl, kok hiicre eklenmemis gruba gore kollagen fibrillerin daha birbirlerine paralel
diizenli demetler olusturdugu bag dokusu boélmelerin uzandiklar1 gozlendi (Sekil 4.15-
A). Iskele pargalari, 1 ay beklenen tiim gruplarda oldugu gibi bu grupta da defekt
bolgesinde heniiz erimemis durumdaydilar ve aralart graniilasyon dokusu ile dolmustu.
Kok hiicre eklenmemis gruptakine benzer bi¢imde bu grupta da graniilasyon
dokusunun tam organize olmadigi alanlar vardi ancak organizasyonun tam oldugu
alanlarda, oldukg¢a siki, bol damarli, iskele parcalari c¢evresinde paralel dizilimli

kollagen fibril demetlerinin bulundugu bir bag dokusu olusmustu (Sekil 4.15-B).
12. hafta sonuglari

Defekt alanina suda ¢oziinen Ostrojenle kaplanmis ve kok hiicre eklenmis
doku iskelesi yerlestirilip 3 ay beklenen grupta, yalnizca doku iskelesi veya Suda
¢oziinen Ostrojen kapli doku iskelesi yerlestirilmis gruplara oranla granulasyon
dokusunun daha iyi organize oldugu gozlendi. Defekti dolduran iskele biiyiik dl¢iide
erimis, defekt alaninin ¢ogu iyi organize olmus, oldukg¢a siki bir bag dokusu ile
dolmustu (Sekil 4.15-C,D) Erimis iskele pargalarmin ¢evresinde bol damarli siki
diizenli bag dokusu olusmustu (Sekil 4.15-C,D)

48



N e W L A

e S |

Sekil 4.15. Suda ¢6ziinen 17B-6stradiol ve AAMSC yiiklii doku iskelesi grubu (WE-
DI-H)

A. 4. Haftada elde edilen Ornekte iskele pargalarmin c¢evresinde yer yer birbirlerine paralel
diizenlenmis kollagen fibrillerin gozlendigi, damarli ve oldukca siki bag dokusu gozlenmekte.
Hematoksilen-Eozin X100 B. 4. Haftada elde edilen ornekte iskele pargalarinin arasini dolduran
diizenli demetler olusturmus kollagen fibriller gozlenmekte. Masson Trikrom X50 C. 12. Haftada elde
edilen ornekte erimis iskele pargalarmim arasini dolduran siki bag dokusu gozlenmekte. Hematoksilen-
Eozin X50 D. 12. Haftada elde edilen ornekte erimis iskele parcalart ve kollagen fibriller
gozlenmekte. (Masson Trikrom X200)

45.6. Altinc1 grup - 17B-ostradiol yiiklii PLGA nanopartikiiller ve
AdMSC yiiklenmis doku iskelesi (PE-Di-H)

4. hafta sonuglari

PLGA 6strojen kaplanip kok hiicre eklenen doku iskelesi defekt bolgesine
yerlestirilip 1 ay beklenen grupta, kemik dokusunun ¢evresinden uzanan bol damarl
siki bag dokusunun iskele pargalarinin aralarini doldurdugu gozlendi (Sekil 4.16-A)
Iskele pargalarinin erimeye basladiklar1 dikkati ¢ekti. Kok hiicre eklenmemis PLGA
doku iskelesi grubu ile karsilastirildiginda iskele pargalarinin aralarini dolduran
graniilasyon dokusunun yerini yogun kollagen fibrillerden olusan bol damarl
diizensiz siki bag dokusunun aldigi dikkati ¢ekti (Sekil 4.16-A,B) Bag dokusunun
icinde yer yer kalsifikasyon odaklar1 vardi (Sekil 4.16-A)
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12. hafta sonuglar:

Defekt alanina PLGA 6strojen kapli doku iskelesi ve kok hiicre yerlestirilmis
olan grupta, yalnizca doku iskelesi veya PLGA kapli doku iskelesi yerlestirilmis
gruplara oranla granulasyon dokusunun yeni kemik dokusu olusturmak {izere

farklanmaya bagladig1 gozlendi.

Defekti dolduran iskele biiyiik dl¢iide erimis, defekt alaninin tamama yakini

iyl organize olmus oldukca siki bir bag dokusu ile dolmustu. Bu dokuda yer yer

kemik dokusunun olugmaya basladigi gozlendi. Bazi bolgelerde yeni olusan kemik

dokusunda kalsifikasyon da baslamist1 (Sekil 4.16-C,D)
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Sekil 4.16. 17p-0stradiol yiikkli PLGA nanopartikiiller ve AAMSC yiiklenmis doku
iskelesi (PE-Di-H)

A. 4. Haftada elde edilen 6rnekte doku iskelesi pargalarinin arasini dolduran bol damarli, diizensiz
stk1 bag dokusu gozlenmekte. Hematoksilen-Eozin X100 B. 4. Haftada elde edilen 6rnekte doku
iskelesi parcalar1 arasini dolduran diizensiz siki bag dokusundaki yogun kollagen fibriller ve
kalsifikasyon odaklari (*) gozlenmekte. Masson Trikrom X100 C. 12. Haftada elde edilen 6rnekte
erimis iskele pargalar1 ¢evresinde organize olan siki bag dokusu i¢inde yeni olusan kemik bolgeleri (*)
gozlenmekte. Hematoksilen-Eozin X200 D. 12. Haftada elde edilen ornekte erimis doku iskelesi
pargalar1 arasinda yesil renkte yeni olusan kemik dokusu ve bu dokuda kalsifikasyonun basladigi
kirmiz1 bolgeler gozlenmekte. (Masson Trikrom X100)
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4.6. MiKRO TOMOGRAFi BULGULARI

Sekil 4.17. Kontrol / Kritik boyutlu kemik defekti olusturulan grubun 12. haftada

elde edilen mikro-BT goriintiisii

Sekil 4.18. Bos doku iskelesi yerlestirilen grupta elde 4. ve 12. haftada elde edilen
mikro-BT goriintiileri

o1



Sekil 4.19. Suda ¢oziinen 17B-0stradiol yiiklii doku iskelesi yerlestirilen grubun 4.
ve 12. haftada elde edilen mikro-BT goriintiileri

Sekil 4.20. 17B-0stradiol yiiklii PLGA nanopartikiiller yliklenmis doku iskelesi
yerlestirilen grubun 4. ve 12. haftada elde edilen mikro-BT goriintiileri
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WE-DI-H
4. hafta

Sekil 4.21. Suda ¢oziinen 17B-6stradiol ve AAMSC yiiklii doku iskelesi yerlestirilen

grubun 4. ve 12. haftada elde edilen mikro-bt goriintiileri

PE-DI-H
4. hafta

Sekil 4.22. 17B-0stradiol yiiklii PLGA nanopartikiiller ve AMSC yiiklenmis doku
iskelesi yerlestirilen grubun 4. ve 12. haftada elde edilen mikro-BT

gorlntiileri

4.7. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Her bir gruptan elde edilen olusturulan kemik defektinde kemiklesme
yiizdesinin istatistiksel analizi, SPSS (Statistical Package for SociSciences) 17.0
programi1 kullanilarak yapildi. Birbirinden bagimsiz alt1 grubun karsilastirilmasr igin,
grup verilerinin parametrik olmayan sekilde dagilim gostermesi nedeniyle,

parametrik olmayan testlerden Kruskal-Wallis testi  kullanilmistir.  Coklu
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karsilastirma testi olarak Conover’in ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. P<0,005

oldugunda elde edilen sonuglar istatistiksel anlamli olarak kabul edildi.

Deney gruplarindan 4. ve 12. haftanin sonunda mikro-BT sonuglarina gore
elde edilen kemiklesme sonuglarinin tanimlayici istatistiksel bilgileri Tablo 4.2.de
verilmigtir. Gruplar arasinda 4. ve 12. hafta sonunda elde edilen sonuglar agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttur (p<0.001).

Tablo 4.2. 4. ve 12. haftanin sonunda mikro-BT sonuglarmna gére gruplarda elde
edilen kemiklesme ylizdelerinin tanimlayict istatistiksel bilgileri

(Kruskal-Wallis testi)

4 HAFTA % %

Defekt 26594208 2.445

‘BosDi 389674271 38.930

‘weni 404201129 45.140
_ 32.440 +9.25 32.035 <0.001
‘wepiH 56397 £ 5.99 57,650

PEDIH 56788 < 11.14 60.320

Toplam 38.661 + 18.81 41.255

12 HAFTA (%) (%)
_ 2.659 +2.08 2.445

‘BosDi $7.159 & 13.48 57.200

‘weni 56.363 £ 6,347 56.010
_ 63.123 + 6.009 63.065 <0.001
_ 71.530 = 10.552 71.070

PEDIH 82.901 £9.157 82500

Toplam 57.768 £25.614 63.065

Deney gruplarindan 4. hafta sonunda elde edilen sonuglar gruplar arasinda
coklu olarak karsilagtirildiginda (Tablo 4.3.) defekt grubu ile diger biitiin gruplar
arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0,005). Bos doku iskelesi (DI), suda ¢dziinen
doku iskelesi (WE-DI) ve 17p-0stradiol yiikli PLGA nanopartikiiller yiiklenmis
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doku iskelesi (PE-DI) yerlestirilen gruplarin kemiklesme sonuglar1 agisindan kendi
aralarinda anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,005). Bu ii¢ grubun sonuglar (DI,
WE-Di, PE-Di) kok hiicre yiiklenen gruplarla (WE-Di-H, PE-DI-H)
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark gériilmiistiir (p<0,005). Kok hiicre
yerlestirilen iki grup (WE-DI-H ve PE-Di-H) kendi arasinda karsilastirildiginda 4.

hafta sonuglar1 agisindan anlamli fark goriilmemistir.

Tablo 4.3. 4. haftada deney gruplarinda elde edilen kemiklesme sonuglarmin ikili

olarak karsilagtirmalarilmasi (Conover ¢oklu karsilastirma testi)

Defekt Bos Di WE-Di PE-DI WE-Di-H PE-Di-H
Defekt - * * * * *
Bos Di * - - - * *
WE-Di &3 = - - * *
PE-DI * - - - * *
WE-Di-H * * * *
PE-Di-H * * * *

-:P>0.005; *: P <0.005

Deney gruplarindan 12. hafta sonunda elde edilen sonuglar gruplar arasinda
coklu olarak karsilastirildiginda (Tablo 4.4.) benzer olarak defekt grubu ile diger
biitiin gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0,005). Bos doku iskelesi (DI),
suda ¢dziinen doku iskelesi (WE-DI) ve 17B-ostradiol yiiklii PLGA nanopartikiiller
yiiklenmis doku iskelesi (PE-DI) yerlestirilen gruplarin kemiklesme sonuglari
acisindan kendi aralarinda anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,005). Bu ii¢ grubun
sonuglart (DI, WE-DI, PE-DI) AdMSC yiiklenen gruplarla (WE-Di-H, PE-Di-H)
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir (p<0,005). AdMSC
yiiklenen gruplarin 12. Hafta sonunda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda WE-
DI-H grubu ile PE-Di-H gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmiistiir (p<0,005).
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Tablo 4.4. 4. Haftada deney gruplarinda elde edilen kemiklesme sonuglarinin ikili

olarak karsilagtirmalarilmasi (Conover ¢oklu karsilastirma testi)

Defekt Bos Di WE-Di PE-Di WE-Di-H PE-Di-H
Defekt - * * * * *
Bos Di * - - - * *
WE-Di &7 - - - g g
PE-DI - - - - - *
WE-DI-H = * * . i *
PE-Di-H * * * * * -

-:P>0.005; *P<0.005
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5. TARTISMA

Plastik cerrahide karsilagilan en biiyiikk problemlerden biri kemik
defektlerinin rekonstriiksiyonudur. Giinliik plastik cerrahi pratiginde kullanilmakta
olan ¢6ziimlerin maliyet, uzun yatis siireleri, donor ve alici saha morbiditesi gibi

sorunlar1 mevcuttur (1).

Kemik defektlerinin rekonstriiksiyonunda kullanilabilecek segeneklerin
basinda kemik greftleri gelmektedir. Konjenital, travmatik ve onkolojik
rezeksiyonlar sonrasinda olusan defektlerin rekonstriiksiyonu amaciyla iliak krest,

kalvariyum ve kostal kemik greftleri alinabilmektedir (102).

Kemik defektlerinin genis oldugu, radyoterapi gérmiis olan alici yatagin
uygun olmadig1 travmatik, postonkolojik defektlerin rekonstriiksiyonunda serbest
flep olarak vaskiilarize kemik transferi tercih edilebilmektedir. Bu amagla iliak

kemik, fibula, radius, skapula en belli bagh kemik flebi secenekleridir (103).

Bu her iki teknikle de kemik transferinin belirli kisitlamalar1 olup, donor
alanda agri, deformite gelisimi, komsu anatomik yapilara zarar verilmesi, ameliyat
stiresinin uzun olmasi, skar gelisimi, maliyet, uzun yatis stireleri, kemik dokunun

kayb1 ya da rezorbsiyon riski bunlarin baginda gelmektedir (2).

Kemik defektlerinin rekonstriiksiyonunda kullanilan bir baska segenek de
distraksiyon osteogenezidir (3). Distraksiyon osteogenezi ile osteotomi yapilan
segmente tedrici olarak ¢ekme giicii ve gerginlik uygulanarak yeni kemik olusumu
saglanir. Bu yontemle kemik segmentinde uzamaya ek olarak cevre yumusak
dokularda da biiyiime saglanir. Distraksiyonun da iki seansli ameliyat gereksinimi,
tedavi siiresi boyunca cihaz kullanimi, fibréz kaynama ve kaynamama gibi kendi

iginde kisitlamalar1 vardir. (104)
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Bu gibi kisitlamalar ve otojen doku transferi ile elde edilebilecek dokunun
siirli olmasi nedeniyle doku miihendisligi ile kemik doku alternatiflerinin tiretilmesi

fikri heyecan yaratmigtir (105).

Doku miihendisligi uygulamalarinda tasiyict yapi olarak kullanilan doku
iskelesinin etkinliginin arttirilmasi amaciyla biiylime faktorleri (5) ve hiicre bazli

uygulamalar son yillarda 6nem kazanmig ve artmistir (6).

Doku miihendisliginin plastik cerrahide klinik uygulamalarindan biri 2009
yilinda Behnia ve ark. tarafindan gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada dudak damak
yarigia sekonder gelisen alveolar kleftin tedavisinde 2 olguda mezenkimal kok
hiicre yiliklenmis demineralize kemik matriksi kullanilmis ve olumlu sonuglar elde
edilmistir (106). Van Hout ve ark. 2011 yilinda yayinladiklar1 ¢alisma ile BMP
katkili doku miihendisligi uygulamalarinin alveolar kleft tedavisinde kemik greftinin

yerini alabilecegini belirtmislerdir (107).

Plastik cerrahide doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in bir bagka kilometre
tast Zuk ve ark. tarafindan yag dokusundan mezenkimal kok hiicrelerin izole
edilmesidir (55). Yag dokusunun kolay ulasilabilir, bol miktarda rezervi olmast, elde
edilmesi amaciyla lipoaspirasyon gibi plastik cerrahinin rutin  kolay
prosediirlerininden birine ihtiya¢ duyulmasi doku miihendisligi ¢calismalarina zaten

ilgisi olan plastik cerrahinin bu konuya sarilmasina neden olmustur (108).

Literatiirde kemik doku miihendisligi alaninda AdMSClerle gerceklestirilen
bir ¢cok in vivo ¢aligma mevcut olup bunlardan birinde Vergroesen ve ark. hayvanda
gelistirdigi spinal flizyon modelinde doku iskelesine AdMSCler yiikleyerek
kemiklesme gozlemlemistir (109). Rada ve ark. AAMSClerin osteojenik farklilasma

potansiyelleri izerine in vitro ve in vivo ¢alismalar ger¢eklestirmistir (110).

Kemik doku miihendisliginde kok hiicrelerin ¢alismalar adapte edilmesinden
sonra hiicrelerin farklilasma potansiyellerinin arttirilmasi amaciyla biiyiime
faktorlerinin uygulanmasi ilgi uyandirmistir. Kemik gelisimi iizerinde doniistiirticii
biliylime faktorii (TGF) ve insulin benzeri biiylime faktoriiniin etkileri dikkat ¢ekici
olup (7), ilerleyen yillarda baska biiyiime faktorlerinin etkinligi de gosterilmistir (1).
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AdMSClerin iizerinde etkisi en iyi bilinen ve literatiirde en ¢ok arastirilan
faktorlerin basinda BMP ailesi gelmektedir. Wan ve ark. 2006 yilinda
gerceklestirdikleri ¢alisma ile BMPnin AdMSClerin kemik serisine farklilagmalari
yoniinde etkisi oldugunu in vivo ¢alisma ile gostermistir (111). Cowan ve ark. ise
BMP-2nin ekzojen uygulanmasinin kemiklesmeyi arttirdigini in vivo hayvan

calismasi ile gostermistir (74).

Bu biiylime faktorleri disinda platelet lizat, osteojenik biiylime peptidi ve

eritropoietinin kemiklesme tizerinde etkisi de son yillarda arastirilmistir (112-114).

Bu tez c¢aligmasinda daha onceki deney modelleri ve g¢alismalar dikkate
alimarak AdMSClerin tasiyict bir doku iskelesi yardimiyla olusturulan kritik boyutlu
kemik defektinde Ostrojen etkisinde kemik serisine faklilasma potansiyelini

gbzlemlemeyi amagladik.

Kritik boyutlu kemik modeli Hollinger ve ark. tarafindan gelistirilmis (89,
115) olup kemik doku miihendisligi uygulamalarinda altin standart olarak kabul
edilmektedir. Kritik boyutlu kemik defekti modelinde disaridan bir uygulama
olmaksizin kemik defektinin kendi kendisine canlinin yasam siiresi boyunca
lyilesmeyecegi kabul edilmektedir. Bu defekt biiytikliiklerinin belirlenmesi amaciyla

birgok canli tiiriinde gesitli ¢alismalar yapilmistir (1).

Bu calismada doku iskelesi modeli olarak kitosan / hidroksiapatit yapida
doku iskelesi gelistirilmis olup, liretim teknigi olarak es zamanli olarak mikrodalga
1s1ma ve gaz kopiiklestirme teknigi kullanilak siipergdzenekli hidrojel doku iskelesi
sentezlenmistir. Yapisinda dogal bir polimer olan kitosanin bulunmasi
osteoindiiksiyon ve inorganik kemik doku ekstraselliiler matriks elemani olan
hidroksiapatitin  eklenmesi ile de osteokondiiksiyon ozellikleri kazanmasi
saglanmistir. Bu iki kavramin birarada bulunmasi ideal bir doku iskelesinde
bulunmas: istenen iki temel 6zelliktir. Bu doku iskelesinin {iretim teknigi Hacettepe

Universitesi Kimya Miihendisligi ve Biyomiihendislik Béliimii Hiicre ve Doku
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Miihendisligi Arastirma Laboratuvari nda tamimlanmis olup aym merkezde

gerceklestirilen ¢alismalarla etkinligi kanitlanmistir (38, 40).

Calismada AdMSCler iizerinde etkinligi arastirilan 17B-6stradioliin yapilan
kok hiicre ¢alismalarinda reseptorlerinin bulunmasi, ve 2006 yilinda Hong ve ark.
tarafindan gergeklestirilen ¢alismada in vitro ortamda adipojenik ve osteojenik
farklilastirma potansiyellerinin olduguna dair c¢alismalar gerceklestirilmesi tez
calismasi i¢in cesaret verici olmustur (84). Buna ragmen literatiirde 17(3-0stradioliin

in vivo bir ¢alismayla AdMSCler lizerindeki etkisi daha 6nce gosterilmemistir.

Calismada etkisinin arastirilmasi planlanan 17-0stradioliin lipofilik yapida
olmasi nedeniyle bu formuyla doku iskelesine yiiklenmesi miimkiin olmamaktadir.
Bu nedenle ticari olarak ulasilabilir siklodektrin kapli suda ¢6ziinen formu ve PLGA
kapli nanopartikiil formlar1 ¢aligmada kullanilmistir. Calismada kullanilacak olan
17B-6stradioliin doku iskelesine yiiklenecek dozu belirlenirken literatiirde daha 6nce
gerceklestirilen benzer ¢alismalar dikkate alindi (84, 116, 117). Bu iki formun
gerceklestirilen salim kinetik calismalarinda siklodektrin kapli 17p-6stradioliin 5
giinde ortama tamamen salindig1 ancak PLGA kapli nanopartikiilden 17p-0stradioliin
toplamda 60 giinde kontrollii olarak salindig1 gosterilmistir. In vitro farklilasma
ortaminda bile kok hiicrelerin osteojenik farklilasmalarinin en az 3 haftay1 buldugu
degerlendirilecek olursa kok hiicreleri etkilemesi hipotetik olarak ongoriilen 1703-
Ostradioliin daha uzun salinma kinetigine sahip formunun kok hiicre ¢aligmalarinda

daha ideal oldugu soylenebilir.

Kontrol grubuna  (kritik  boyutlu  kemik defekti) ait sonuglar
degerlendirildiginde klinik ve histolojik olarak kemiklesmenin olmamas1 olusturulan
deney modelinin uygun oldugunu gostermektedir. Histolojik olarak sadece
granulasyon dokusunun olmasi ve klinik olarak ince bir membran gdzlenmesi,

transilliiminasyon goriilmesi beklenmektedir.

Bos doku iskelesi, suda ¢oziinen 178-0stradiol ve PLGA kapli 173-6stradiol

yiiklii nanokiire yliklenmis doku iskelesi yerlestirilen gruplarda benzer histolojik
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sonuglar elde edilmis olup; zayif damarlanma paterni, diizensiz kollajen demetleri ve
mononiikleer infiltrasyon agirliktadir. Bu gruplarda elde edilen klinik sonuglar
birbirine olduk¢a benzemekte olup 12. haftada sonunda elde edilen gruplarda doku
iskelesinin biiyiikk cogunlugu erimesine ragmen ¢evresinde kemik dokusu yerine

granulasyon dokusunun varlig: dikkat ¢ekicidir.

AdMSC eklenmis olan gruplarda ise klinik bulgular daha olumlu
goziikmektedir. Doku iskelelerinin biiyiikk cogunlugu erimesine ragmen iskele
cevresinde diger gruplara gore daha az hatta bazi 6rneklerde hemen hemen hi¢ halo
gdriiniimii izlenmemistir. Klinik olarak WE-DI-AdMSC grubu ile PE-Di-AdMSC
gruplar1 arasinda belirgin fark goziikkmezken histolojik olarak PE-Di-AdMSC
grubunda damarlanmanin daha zengin, kollajen dizilinin diizenli ve kemiklesmenin
daha belirgin oldugu gozlenmistir. Bu durum PLGA nanopartikiiller yoluyla 17p-
Ostradioliin daha uzun zaman ortama salinarak etkinli§inin daha uzun olmasina

baglanabilir.

Mikro ct sonuglari degerlendirildiginde 4. ve 12. hafta sonunda AdMSC
yiiklenmis WE-DI-H ve PE-DI-H gruplarinin bos doku iskelesi (DI), suda ¢dziinen
17B-6stradiol (WE-DI) ve PLGA kapli 17p-6stradiol yiiklii nanokiire yiiklenmis
doku iskelesi (PE-DI) yerlestirilen gruplardan daha iyi kemiklesme sonuglart
gosterdigini gormekteyiz. AAMSC yiiklii olmayan bu {i¢ grubun kendi arasinda 4. ve
12. haftada elde edilen sonuglar agisindan fark olmamasi ¢aligmada 17p-6stradioliin
AdMSC ortamda olmaksizin anlamli bir fark yaratmadigini gostermektedir. AAMSC
yiiklenmis gruplarin sonuglarinin AAMSC yliklenmemis gruplarla karsilastirildiginda
daha olumlu olmas1 bu hiicrelerin kemik rejenerasyonuna olumlu katkida bulundugu
lehine yorumlanabilir. WE-DI-H ve PE-DI-H gruplar arasinda 4. haftanin sonunda
anlaml bir fark olmamasina ragmen 12. haftanin sonunda PE-DI-H grubunun daha
iyi kemiklesme gostermesi suda ¢oziinen 17B-Ostradioliin toplam 5 giinde ortama
salinmas1 ancak PLGA kapli 178-0stradiol nanopartikiillerden salinmanin 60 giine

kadar devam etmesi ile agiklanabilir. 17B-0stradioliin lipofilik yapisi nedeniyle
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nanokiire ile ortama taginmasi ve kontrollii salim gostermesi gergeklestirilen

calismada uzun vadeli kemiklesme agisindan olumlu katkida bulunmustur.

Canlilardan 4. ve 12. hafta sonunda elde edilen 6rnekler doku iskelesinin yikim
kinetigi acgisindan degerlendirildiginde 4. haftada sebat ettigi, 12. haftada ise biiyiik
kismi1 erimesine ragmen devamlilik gosterdigi goriilmektedir. Doku iskelesi yikilirken
yerini kemik dokunun almasi kemik doku miihendisligi c¢alismalarinda
hedeflenmektedir. Literatiirdeki in vivo ¢alismalar dikkate alindiginda bazi

calismalarda 6rneklerin daha geg haftalarda elde edilebildigi gortilmektedir (90, 109).

Calismada 12. hafta sonunda elde edilen 6rneklerde kemiklesme ve kemik
ekstraselliiler matriks sentezi yoniinde histolojik ve mikrotomografik bulgular elde
edilmesine ragmen tercih edilen doku iskelesinin yikim kinetigi ve AdMSC
uygulanan literatiirdeki bazi diger c¢alismalar da dikkate alindiginda geg
kemiklesmeye iliskin 6rneklerin daha ileri haftalarda elde edilmesi durumunda daha

organize kemiklesme paternleri goriilebilecegi ongoriilebilmektedir (90, 109).
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6. SONUC

Bu caligmadan elde edilen veriler 1s18inda yag dokusundan tiiretilmis kok
hiicrelerin osteojenik farklilasmasinda 17B-0stradioliin tetikleyici etkisi oldugu
kanisindayiz. Kemik doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanilmakta olan biiylime
faktorleri ile kiyaslandiginda daha ucuz ve daha basit bir molekiil olmas1 nedeniyle
giincel olarak kullanilmakta olan ajanlara alternatif olabilecegi ve doku miihendisligi

caligmalarinda yaygin olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

63



10.

11.

12.

13.

14.

7. REFERANSLAR

Calvert, JW., L.E. Weiss, ve M.J. Sundine, New frontiers in bone tissue
engineering. Clin Plast Surg, 2003. 30(4): p. 641-8, x.

Perry, C.R., Bone repair techniques, bone graft, and bone graft substitutes.
Clin Orthop Relat Res, 1999(360): p. 71-86.

Jenkins, D.D., ve ark., Tissue engineering and regenerative medicine. Clin
Plast Surg, 2003. 30(4): p. 581-8.

Panetta, N.J., D.M. Gupta, ve M.T. Longaker, Bone tissue engineering
scaffolds of today and tomorrow. J Craniofac Surg, 2009. 20(5): p. 1531-2.
Rose, F.R., Q. Hou, ve R.O. Oreffo, Delivery systems for bone growth factors
- the new players in skeletal regeneration. J Pharm Pharmacol, 2004. 56(4):
p. 415-27.

Vats, A., ve ark., Stem cells. Lancet, 2005. 366(9485): p. 592-602.

Urist, M.R., Bone: formation by autoinduction. Science, 1965. 150(3698): p.
893-9.

Ray, R., ve ark., Sex steroids and stem cell function. Mol Med, 2008. 14(7-8):
p. 493-501.

Taner, D., Fonksiyonel Anatomi : Ekstremiteler ve Sirt Bolgesi1996, Ankara:
Hekimler Yaymn Birligi.

Moore, K.L., Overview of Anatomy, in Clinically Oriented Anatomy, M. KL.,
Editor 1992, Williams & Wilkins: Baltimore. p. 11-16.

Mehrara BJ, M.J., Repair and Grafting of Bone, in Plastic Surgery M. SJ,
Editor 2006, Saunders Elsevier: Philadelphia. p. 639-718.

Mersher, A.L., Junqueira's Basic Histology. 12 ed2009, USA: McGraw-Hill
Medical. 141-160.

Ovalle WK. , N.P., Kemigin Yapusi, in Netter Temel Histoloji, K.F.
Miiftioglu S, Atilla P, Editors. 2009, Giines Tip Kitabevi: Ankara. p. 131-56.
Rosenberg, A., Bones, Joints and Soft Tissue Tumors, in Robbins Pathologic
Basis of Disease, K.V. Cotran R. , Collins T. , Editor 1999, W.B. Saunders
Company: Philadelphia. p. 1216-18.

64



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Junqueira L.C. , CJ., Kelly R.O., Basic Histology. 7 ed1992, Lebanon:
Appleton&Lange.

Online, in www.bcrc.bio.umass.edu.

Megee, D.M., ve ark., Tissue engineering: bridging the gap between
replantation and composite tissue allografts. Clin Plast Surg, 2007. 34(2): p.
319-25, xi.

Langer, R. ve J.P. Vacanti, Tissue engineering. Science, 1993. 260(5110): p.
920-6.

Vacanti, C.A., The history of tissue engineering. J Cell Mol Med, 2006.
10(3): p. 569-76.

Wozney, J.M., ve ark., Novel regulators of bone formation: molecular clones
and activities. Science, 1988. 242(4885): p. 1528-34.

Zambonin, G., ve ark., Hydroxyapatite coated with insulin-like growth factor
1 (IGF1) stimulates human osteoblast activity in vitro. Acta Orthop Scand,
1999. 70(2): p. 217-20.

Santos, T.C., ve ark., VEGF and FGF-2 incorporation in starch-based bone
tissue engineering constructs promote the in vivo expression of
neovascularisation mediators. Tissue Eng Part A, 2012.

Bai, Y., ve ark., BMP-2, VEGF and bFGF synergistically promote the
osteogenic differentiation of rat bone marrow-derived mesenchymal stem
cells. Biotechnol Lett, 2012.

Calvert, JW., ve ark., Characterization of osteoblast-like behavior of
cultured bone marrow stromal cells on various polymer surfaces. J Biomed
Mater Res, 2000. 52(2): p. 279-84.

Schnell, E., ve ark., Guidance of glial cell migration and axonal growth on
electrospun nanofibers of poly-epsilon-caprolactone and a collagen/poly-
epsilon-caprolactone blend. Biomaterials, 2007. 28(19): p. 3012-25.
Macchiarini, P., ve ark., Clinical transplantation of a tissue-engineered
airway. Lancet, 2008. 372(9655): p. 2023-30.

Giordano, R.A., ve ark., Mechanical properties of dense polylactic acid
structures fabricated by three dimensional printing. J Biomater Sci Polym
Ed, 1996. 8(1): p. 63-75.

65


http://www.bcrc.bio.umass.edu/

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Qi, X, J. Ye, ve Y. Wang, Alginate/poly (lactic-co-glycolic acid)/calcium
phosphate cement scaffold with oriented pore structure for bone tissue
engineering. J Biomed Mater Res A, 2009. 89(4): p. 980-7.

Kim, I.L., R.L. Mauck, ve J.A. Burdick, Hydrogel design for cartilage tissue
engineering: a case study with hyaluronic acid. Biomaterials, 2011. 32(34):
p. 8771-82.

Reddi, A.H., J. Becerra, ve J.A. Andrades, Nanomaterials and hydrogel
scaffolds for articular cartilage regeneration. Tissue Eng Part B Rev, 2011.
17(5): p. 301-5.

Gupta, D.M., N.J. Panetta, ve M.T. Longaker, The use of polymer scaffolds in
skeletal tissue engineering applications. J Craniofac Surg, 2009. 20(3): p.
860-1.

Boccaccini, A.R. ve J.J. Blaker, Bioactive composite materials for tissue
engineering scaffolds. Expert Rev Med Devices, 2005. 2(3): p. 303-17.
Koleganova, V.A., ve ark., Bioactive glass/polymer composite materials with
mechanical properties matching those of cortical bone. J Biomed Mater Res
A, 2006. 77(3): p. 572-9.

Schumacher, G.E., ve ark, The use of amorphous calcium phosphate
composites as bioactive basing materials: their effect on the strength of the
composite/adhesive/dentin bond. J Am Dent Assoc, 2007. 138(11): p. 1476-
84.

Hesaraki, S., M. Safari, ve M.A. Shokrgozar, Composite bone substitute
materials based on beta-tricalcium phosphate and magnesium-containing
sol-gel derived bioactive glass. J Mater Sci Mater Med, 2009. 20(10): p.
2011-7.

Hutmacher, D.W., Scaffolds in tissue engineering bone and cartilage.
Biomaterials, 2000. 21(24): p. 2529-43.

Hutmacher, D.W., ve ark., Tissue engineering research: the engineer's role.
Med Device Technol, 2000. 11(1): p. 33-9.

Kaynak, G., Mikrodalga destekli capraz baglanma/cokeltme reaksiyonlart ile

kitosan-HA doku iskelelerinin hazirlanmasi ve kemik doku miihendisliginde

66



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

kullamiminin arastiriimasi, Biyomiihendislik Anabilim Dali2012, Hacettepe
Universitesi: Ankara.

L., B., Biyoseramik ve biyosinyal molekiillerle desteklenmis poli (kaprolakton)
doku iskeleleri: sentez, karakterizasyon ve kemik doku miihendisligi
uygulamalari, Fen Bilimleri Enstitiisii2008, Hacettepe Universitesi: Ankara.
Durukan, M.D., Mikrodalga destekli doku iskelesi tiretimi ve in vitro kemik
doku miihendisligi, Kimya Miihendisligi Anabilim Dali2012, Hacettepe
Universitesi: Ankara.

Gumusderelioglu, M., D. Erce, ve T.T. Demirtas, Superporous
polyacrylate/chitosan IPN hydrogels for protein delivery. J Mater Sci Mater
Med, 2011. 22(11): p. 2467-75.

Chen, J., H. Park, ve K. Park, Synthesis of superporous hydrogels: hydrogels
with fast swelling and superabsorbent properties. J Biomed Mater Res, 1999.
44(1): p. 53-62.

Annabi, N., ve ark.,, Controlling the porosity and microarchitecture of
hydrogels for tissue engineering. Tissue Eng Part B Rev, 2010. 16(4): p. 371-
83.

Rizzatti-Barbosa, C.M. ve M.C. Ribeiro-Dasilva, Influence of double flask
investing and microwave heating on the superficial porosity, surface
roughness, and knoop hardness of acrylic resin. J Prosthodont, 2009. 18(6):
p. 503-6.

Piatkowski, M., D. Bogdal, ve B. Ondruschka, Microwave-assisted synthesis
of poly(aspartic acid). Polimery, 2009. 54(7-8): p. 573-576.

Hedrick, M.H. ve E.J. Daniels, The use of adult stem cells in regenerative
medicine. Clin Plast Surg, 2003. 30(4): p. 499-505.

Martin, G.R., Isolation of a pluripotent cell line from early mouse embryos
cultured in medium conditioned by teratocarcinoma stem cells. Proc Natl
Acad Sci U S A, 1981. 78(12): p. 7634-8.

Woodbury, D., ve ark., Adult rat and human bone marrow stromal cells
differentiate into neurons. J Neurosci Res, 2000. 61(4): p. 364-70.

Wiles, M.V. ve G. Keller, Multiple hematopoietic lineages develop from
embryonic stem (ES) cells in culture. Development, 1991. 111(2): p. 259-67.

67



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Dani, C., ve ark., Differentiation of embryonic stem cells into adipocytes in
vitro. J Cell Sci, 1997. 110 ( Pt 11): p. 1279-85.

Rohwedel, J., ve ark., Muscle cell differentiation of embryonic stem cells
reflects myogenesis in vivo: developmentally regulated expression of
myogenic determination genes and functional expression of ionic currents.
Dev Biol, 1994. 164(1): p. 87-101.

Kramer, J., ve ark., Embryonic stem cell-derived chondrogenic differentiation
in vitro: activation by BMP-2 and BMP-4. Mech Dev, 2000. 92(2): p. 193-
205.

Young, H.E., ve ark., Mesenchymal stem cells reside within the connective
tissues of many organs. Dev Dyn, 1995. 202(2): p. 137-44.

Warejcka, D.J., ve ark., A population of cells isolated from rat heart capable
of differentiating into several mesodermal phenotypes. J Surg Res, 1996.
62(2): p. 233-42.

Zuk, P.A., ve ark., Human adipose tissue is a source of multipotent stem
cells. Mol Biol Cell, 2002. 13(12): p. 4279-95.

Aksu, A.E., ve ark., Role of gender and anatomical region on induction of
osteogenic differentiation of human adipose-derived stem cells. Ann Plast
Surg, 2008. 60(3): p. 306-22.

Tholpady, S.S., ve ark., Adipose tissue: stem cells and beyond. Clin Plast
Surg, 2006. 33(1): p. 55-62, vi.

Siiteri, P.K., Adipose tissue as a source of hormones. Am J Clin Nutr, 1987.
45(1 Suppl): p. 277-82.

Zhang, Y., ve ark., Positional cloning of the mouse obese gene and its human
homologue. Nature, 1994. 372(6505): p. 425-32.

Carpaneda, C.A., Collagen alterations in adipose autografts. Aesthetic Plast
Surg, 1994. 18(1): p. 11-5.

Nakajima, 1., ve ark., Adipose tissue extracellular matrix: newly organized by
adipocytes during differentiation. Differentiation, 1998. 63(4): p. 193-200.
Zuk, P.A., ve ark., Multilineage cells from human adipose tissue:
implications for cell-based therapies. Tissue Eng, 2001. 7(2): p. 211-28.

68



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Katz, AJ., ve ark., Cell surface and transcriptional characterization of
human adipose-derived adherent stromal (hADAS) cells. Stem Cells, 2005.
23(3): p. 412-23.

De Ugarte, D.A., ve ark., Comparison of multi-lineage cells from human
adipose tissue and bone marrow. Cells Tissues Organs, 2003. 174(3): p. 101-
9.

Aust, L., ve ark., Yield of human adipose-derived adult stem cells from
liposuction aspirates. Cytotherapy, 2004. 6(1): p. 7-14.

Baer, P.C. and H. Geiger, Adipose-derived mesenchymal stromal/stem cells:
tissue localization, characterization, and heterogeneity. Stem Cells Int, 2012.
2012: p. 812693.

Traktuev, D.O., ve ark., A population of multipotent CD34-positive adipose
stromal cells share pericyte and mesenchymal surface markers, reside in a
periendothelial location, and stabilize endothelial networks. Circ Res, 2008.
102(1): p. 77-85.

Traktuev, D.O., ve ark., Robust functional vascular network formation in vivo
by cooperation of adipose progenitor and endothelial cells. Circ Res, 20009.
104(12): p. 1410-20.

Tholpady, S.S., AJ. Katz, and R.C. Ogle, Mesenchymal stem cells from rat
visceral fat exhibit multipotential differentiation in vitro. Anat Rec A Discov
Mol Cell Evol Biol, 2003. 272(1): p. 398-402.

Huang, J.I., ve ark., Chondrogenic potential of multipotential cells from
human adipose tissue. Plast Reconstr Surg, 2004. 113(2): p. 585-94.

Mizuno, H., ve ark., Myogenic differentiation by human processed
lipoaspirate cells. Plast Reconstr Surg, 2002. 109(1): p. 199-209; discussion
210-1.

Kang, S.K., ve ark., Improvement of neurological deficits by intracerebral
transplantation of human adipose tissue-derived stromal cells after cerebral
ischemia in rats. Exp Neurol, 2003. 183(2): p. 355-66.

Halvorsen, Y.C., W.O. Wilkison, and J.M. Gimble, Adipose-derived stromal
cells--their utility and potential in bone formation. Int J Obes Relat Metab
Disord, 2000. 24 Suppl 4: p. S41-4.

69



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

Cowan, C.M., ve ark., Adipose-derived adult stromal cells heal critical-size
mouse calvarial defects. Nat Biotechnol, 2004. 22(5): p. 560-7.

Lendeckel, S., ve ark., Autologous stem cells (adipose) and fibrin glue used
to treat widespread traumatic calvarial defects: case report. J
Craniomaxillofac Surg, 2004. 32(6): p. 370-3.

Rehman, J., ve ark., Secretion of angiogenic and antiapoptotic factors by
human adipose stromal cells. Circulation, 2004. 109(10): p. 1292-8.

W.F., G., Review of Medical Physiology. 21 ed2003: McGraw-
HillProfessional.

D.K.,, G., Hormones of the gonads, in Harper's Biochemistry,
M.R.G.D.K.M.P.R. V.W., Editor 2000, McGraw-Hill: USA. p. 594-609.
Guyton, A.C., Guyton & Hall Textbook of Medical Physiology. 11 ed2005:
Saunders/Elsevier.

Gennari, L., ve ark., Estrogen receptor gene polymorphisms and the genetics
of osteoporosis: a HUGE review. Am J Epidemiol, 2005. 161(4): p. 307-20.
Walter, P., ve ark., Cloning of the human estrogen receptor cDNA. Proc Natl
Acad Sci U S A, 1985. 82(23): p. 7889-93.

Deroo, B.J. and A.V. Buensuceso, Minireview: Estrogen receptor-beta:
mechanistic insights from recent studies. Mol Endocrinol, 2010. 24(9): p.
1703-14.

Kuiper, G.G., ve ark., Comparison of the ligand binding specificity and
transcript tissue distribution of estrogen receptors alpha and beta.
Endocrinology, 1997. 138(3): p. 863-70.

Hong, L., A. Colpan, and I.A. Peptan, Modulations of 17-beta estradiol on
osteogenic and adipogenic differentiations of human mesenchymal stem cells.
Tissue Eng, 2006. 12(10): p. 2747-53.

Hong, S.H., ve ark., Expression of estrogen receptor-alpha and -beta,
glucocorticoid receptor, and progesterone receptor genes in human
embryonic stem cells and embryoid bodies. Mol Cells, 2004. 18(3): p. 320-5.
Hamada, H., ve ark., Estrogen receptors alpha and beta mediate contribution
of bone marrow-derived endothelial progenitor cells to functional recovery
after myocardial infarction. Circulation, 2006. 114(21): p. 2261-70.

70



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Han, H.J., J.S. Heo, and Y .J. Lee, Estradiol-17beta stimulates proliferation of
mouse embryonic stem cells: involvement of MAPKs and CDKs as well as
protooncogenes. Am J Physiol Cell Physiol, 2006. 290(4): p. C1067-75.
Wang, Q., ve ark., Temporal expression of estrogen receptor alpha in rat
bone marrow mesenchymal stem cells. Biochem Biophys Res Commun,
2006. 347(1): p. 117-23.

Hollinger, J.O., ve ark., Recombinant human bone morphogenetic protein-2
and collagen for bone regeneration. J Biomed Mater Res, 1998. 43(4): p.
356-64.

Zong, C., ve ark., Reconstruction of rat calvarial defects with human
mesenchymal stem cells and osteoblast-like cells in poly-lactic-co-glycolic
acid scaffolds. Eur Cell Mater, 2010. 20: p. 109-20.

Beskardes, 1.G., ve ark., Microwave-assisted fabrication of chitosan-
hydroxyapatite superporous hydrogel composites as bone scaffolds. J Tissue
Eng Regen Med, 2012.

Li, B., ve ark., Biodegradation and compressive strength of phosphorylated
chitosan/chitosan/hydroxyapatite bio-composites. Materials & Design, 2011.
32(8-9): p. 4543-4547.

Li, Z., ve ark. Chitosan-alginate hybrid scaffolds for bone tissue
engineering. Biomaterials, 2005. 26(18): p. 3919-28.

Akman, A.C., Periodontal doku miihendisligi uygulamalar: igin kitosan
temelli doku iskelelerinin iiretilmesi, kemik morfojenik protein-2 (bmp-2) ,
bazik fibroblast biiyiime faktorii (bfgf), deksametazon (dex) salim
kinetiklerinin ve in vitro etkinliklerinin tayini in Fen Bilimleri Enstitiisti2007,
Hacettepe University: Ankara.

Chen, J., ve ark., Effects of in situ and physical mixing on mechanical and
bioactive behaviors of nano hydroxyapatite-chitosan scaffolds. J Biomater
Sci Polym Ed, 2011. 22(15): p. 2097-106.

Han, J., ve ark., Alginate-chitosan/hydroxyapatite polyelectrolyte complex
porous scaffolds: preparation and characterization. Int J Biol Macromol,
2010. 46(2): p. 199-205.

71



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

Panyam, J. and V. Labhasetwar, Biodegradable nanoparticles for drug and
gene delivery to cells and tissue. Adv Drug Deliv Rev, 2003. 55(3): p. 329-
47.

Mundargi, R.C., ve ark., Nano/micro technologies for delivering
macromolecular therapeutics using poly(D,L-lactide-co-glycolide) and its
derivatives. J Control Release, 2008. 125(3): p. 193-209.

Capkin, M., Sigan kemik iliginden ve yag dokusundan elde edilen mezenkimal
kok hiicrelerin PCL, PCL-kollajen nanofibréz yiizeylerde sinir hiicrelerine
farklilastirilmasi, in Biyomiihendislik Anabilim Dali2010, Ege Universitesi:
Bornova-izmir.

Mayle, A., ve ark., Flow cytometry analysis of murine hematopoietic stem
cells. Cytometry A, 2012.

Karaoz, E., ve ark., Characterization of mesenchymal stem cells from rat
bone marrow: ultrastructural properties, differentiation potential and
immunophenotypic markers. Histochem Cell Biol, 2009. 132(5): p. 533-46.
Burgess E, M.M., Hollinger JO Bone grafting and substitutes, in Plastic
Surgery: operations, indications, outcomes, E.E. Achauer B, editors, Editor
2000, CV Mosby: New York. p. 657-72.

Kim, B.C., ve ark., Mandibular reconstruction with vascularized osseous free
flaps: a review of the literature. Asian Pac J Cancer Prev, 2012. 13(2): p.
553-38.

Yu, J.C., ve ark., Distraction Osteogenesis of the Craniofacial Skeleton. Plast
Reconstr Surg, 2004. 114(1): p. 1E-20E.

Panetta, N.J., ve ark., Tissue engineering in cleft palate and other congenital
malformations. Pediatr Res, 2008. 63(5): p. 545-51.

Behnia, H., ve ark., Secondary repair of alveolar clefts using human
mesenchymal stem cells. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod,
2009. 108(2): p. e1-6.

van Hout, W.M., ve ark., Reconstruction of the alveolar cleft: can growth
factor-aided tissue engineering replace autologous bone grafting? A
literature review and systematic review of results obtained with bone
morphogenetic protein-2. Clin Oral Investig, 2011. 15(3): p. 297-303.

72



108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

Zuk, P.A., Tissue engineering craniofacial defects with adult stem cells? Are
we ready yet? Pediatr Res, 2008. 63(5): p. 478-86.

Vergroesen, P.P., ve ark., The use of poly(L-lactide-co-caprolactone) as a
scaffold for adipose stem cells in bone tissue engineering: application in a
spinal fusion model. Macromol Biosci, 2011. 11(6): p. 722-30.

Rada, T., ve ark., Osteogenic differentiation of two distinct subpopulations of
human adipose-derived stem cells: an in vitro and in vivo study. J Tissue Eng
Regen Med, 2012. 6(1): p. 1-11.

Wan, D.C., ve ark., Osteogenic differentiation of mouse adipose-derived
adult stromal cells requires retinoic acid and bone morphogenetic protein
receptor type IB signaling. Proc Natl Acad Sci U S A, 2006. 103(33): p.
12335-40.

Chevallier, N., ve ark., Osteoblastic differentiation of human mesenchymal
stem cells with platelet lysate. Biomaterials, 2010. 31(2): p. 270-8.

Shugiang, M., ve ark., Osteogenic growth peptide incorporated into PLGA
scaffolds accelerates healing of segmental long bone defects in rabbits. J
Plast Reconstr Aesthet Surg, 2008. 61(12): p. 1558-60.

Garcia, P., ve ark., Low dose erythropoietin stimulates bone healing in mice.
J Orthop Res, 2011. 29(2): p. 165-72.

Zegzula, H.D., ve ark., Bone formation with use of rhBMP-2 (recombinant
human bone morphogenetic protein-2). J Bone Joint Surg Am, 1997. 79(12):
p. 1778-90.

Qu, Q., ve ark., Estrogen enhances differentiation of osteoblasts in mouse
bone marrow culture. Bone, 1998. 22(3): p. 201-9.

Zhou, S., ve ark., Estrogen modulates estrogen receptor alpha and beta
expression, osteogenic activity, and apoptosis in mesenchymal stem cells
(MSCs) of osteoporotic mice. J Cell Biochem Suppl, 2001. Suppl 36: p. 144-
55.

73



