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OZET

Giirel M., Manyetik yiiklii altin kaph nanopartikiillerin yiiklendigi kemik iligi
kokenli mezenkimal kok hiicrelerle kalvariyal kemik defekti onarim
degerlendirilmesi, Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik ve Rekonstriiktif
Cerrahi Anabilim dalh Uzmanhk Tezi, Kirikkale, 2012

Konjenital ve edinsel pek cok nedene bagli olarak, plastik cerrahi
kliniklerinde karsilasilan kalvaryal defektlerin onarimi hem hasta hem de hekim igin
biiylik 6nem tagimaktadir.

Giincel yaklasimda bu tiir defektler en c¢ok otogreft yontemi ile
onarilmaktadir. Tim greftleme islemlerinde oldugu gibi bu yontemde de uzun ve
kisa vade de cesitli sorunlar ortaya ¢ikmakta ve tedavinin sonuglarini olumsuz
etkilemektedir. Yara enfeksiyonu, kanama, parestezi, bolgesel doku hasari, hareket
etmede kisithlik,verici kemikte kirik ve kronik agri ve kotii kozmetik sonuglar
greftleme yoOntemlerinden sonra karsilagilabilir Bu tiir sorunlari agmak igin
giiniimiizde doku miihendisligi var olan defektleri onarmak ic¢in doku uyumlu
lyilesmeye pozitif etkileri olan faktorleri barindiran yapay doku iskelesi tasarlayacak
teknolojiler gelistirmektedir.

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler kemik iyilesmesine olumlu
katki yapabilecek bir c¢ok faktorii barindirmaktadir. Bu projede nano hedefli
(targeting) yapay doku iskelesi tizerine kemik stromal hiicrelerinin yerlestirilerek ve
nano hedefli doku iskelesinin kalvaryal defektlerin onariminda ne tiir bir etki
yaptiginin ortaya konmasi amaglanmaistir.

Scafold grubunda toplam 7 adet, Scafold + Manyetik yiiklii altin kapli
nanopartikiil grubunda toplam 12 adet, diger gruplarin her birinde toplam 6 adet
olmak {izere negatif kontrol grubu dahil toplam bes grup olusturulmustur. Tim
deneklerde 6 mm’lik kranial defekt olusturulduktan sonra gruba spesifik islemler
yapilmistir. Dordiincii haftada Scafold + Manyetik yiiklii altin kapli nanopartikiil
grubundan 6 adet, diger her bir gruptan 3 adet rat sakrifiye edilip incelemeye
alimmistir. 16. Haftada Scafold grubundan 4 adet, Scafold + Manyetik yiiklii altin

kapli nanopartikiil grubundan 6 adet, diger her bir gruptan 3 adet olmak iizere ratlar



sakrifiye edilip gerekli histolojik, biyokimyasal ve radyolojik incelemeye tabii
tutulmustur.

Sonuglar incelendiginde, birinci ayda goklu karsilastirmada deney ve kontrol
gruplar1 arasinda histolojik parametreler olan defekt ig¢indeki yeni kemik oram
(p=0.016) ve mm?2 cinsinden yeni kemik alan1 (p=0.016) anlamli farkliliklar gosterdi.
Mikrotomografi ve kan ALP degerleri bu donemde gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermedi. Buna goére birinci ayda magnetik taneciklerle MKH uyulanan grup
(sirasiyla p=0.001 ve p=0.001) otograft grubundaki (sirasiyla p=0.034 ve p=0.034)
yeni olusan kemik alan1 ve total defekte orani defektin bos birakildigi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bicimde daha fazlaydi. Birinci ayda altin
stadart olarak kabul edilen otograft grubundaki yeni kemik alan1 ve bu alanin total
defekt alanina orani bos skafold uygulanan gruba gore anlamli bigimde fazlaydi
(sirasiyla p=0.022 ve p=0.022).

Dordiincli ayda ¢oklu karsilastirmada deney ve kontrol gruplari arasinda
histolojik parametreler olan defekt igindeki yeni kemik orani (p=0.028) ve mm?2
cinsinden yeni kemik alan1 (p=0.015) ile birlikte mikrotomografik 6l¢iim degerleri
(p=0.010) anlamli farkliliklar gosterdi. Bu donemde mikrotomografi degerleriyle
histolojik yeni kemik alani Olgiimleri bazi gruplarda orta derecede korelasyon
(p=0.005) gosterdi. Dordiincii ayda otograft uygulanan gruptaki yeni kemik miktar
ve bunun defet alanina orani bos birakilan defekt grubu (sirasiyla p=0.003 ve
p=0.005); bos doku iskelesinin uygulandigi grup (sirasiyla p=0.004 ve p=0.005) ve
magnetik partikiillerle MKH uygulanan gruba gore (kemik miktar1 anlamli farkl
degil, kemik orani i¢in p=0.049) daha ¢oktu. Dordiincii ayda mikrotomografik olarak
defekt alaninda olciilen kemik hacmi otograft grubunda, MKH ve magnetik
partikiille MKH uygulanan gruplara gore daha ¢oktu (sirastyla p=0.001 ve p=0.006).
Diger yandan dordiincii ayda mikrotomografik olarak yeni kemik hacmi MKH
uygulanan grupta bos defekt grubuna gore anlamli olarak daha fazla olarak 6l¢iildii
(p=0.020).

Doku iskelesi (skafold) uygulanan gruplarda biyomalzemeye hafif ila orta
derecede bir doku yaniti oldugu saptanmistir. Daha 6nce biyomalzemenin doku
uyumu bagka calismalarimizda kantitatif olarak degerlendirilip biyouyumlu olarak

saptandigindan, bu calismada skorlanmamistir. Biyomalzeme c¢everesinde lenfosit,
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makrofaj ve yer yer yabanci cisim dev hiicreleri izlenmekle birlikte nekroza
rastlanmamistir. Bu sonuglara gore incelenen tiim zaman dilimlerinde otograft
uygulanan gruplarda aktif kemik yapimi en ileri seviyededir. Birinci ayda daha
belirgin olmak iizere magnetik partikiillerle MKH uygulanan gruplarda aktif kemik
yapimi altin standart olan otogreft uygulamasina yakin diizeyde belirgin bi¢cimde
artmistir. Buna ragmen gruplarin higbirisinde dordiincii ayda kritik biiytikliikteki
kalvariyal defekt tam olarak kemiklesmemistir. Manyetik yiiklii altin kaplh
nanopartikiillerin yiiklendigi kemik iligi kokenli mezankimal kok hiicrelerle
kalvariyal kemik defekti onariminin daha kapsamli aragtirmalarla desteklenmesi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kalvaryal defekt, otogreft, nanopartikiil, altin kapl,
manyetik isaretli, kemik stromal hiicre, yapay doku iskelesi, manyetik etki,

kemiklesme, targeting

Destekleyen  Kurumlar:  Kirikkale tniversitesi BAP  tarafindan

desteklenmistir.
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ABSTRACT

Giirel M., Evaluation of -calvarial bone defect repair with Magnetic
nanoparticles coated with gold-loaded bone marrow-derived mesenchymal stem
cells, Kirikkale University, Faculty of Medicine, Department of Plastic and
Reconstructive Surgery Dissertation, Kirikkale, 2012

Due to many congenital and acquired reasons, regeneration of calvarial
defects encountered in plastic surgery clinics is crucial for both the physician and

patient.

Most current approaches such defects repaired by the method of autograft. As
with all grafting methods in this way a variety of emerging problems exists and, both
long-and short-term negative impact on results of therapy. Wound infection,
bleeding, paresthesia, local tissue damage, the lack of donor bone fractures and
chronic pain and poor cosmetic results may be encountered after grafting methods.
To overcome this kind of problem that exists today, tissue engineering is designing
and developing under the light of nanotechnologies bone marrow derived
magnetically labeled osteoblast cells which can contribute to bone regenaration in

order to repair the exiting defects.

Bone marrow-derived mesenchymal stem cells contain many positive factors
that can contribute to bone healing. In this project, it was aimed to reveal the affect
of nano targeting scafold on calvarial defects by placing bone stromal cells on

artificial nano targeting scaffold.

In total five experiment groups were formed including the negative control
group, 7 rats in total in the scafold group, 12 rats in scafold + magnetically loaded
gold coated nanoparticles groups and 6 rats in each of the other groups. After
forming 6 mm cranial defect in each test animal, the group was specifically treated.
At week four, 6 rats from scafold + magnetically loaded gold coated nanoparticles
groups, 3 rats from each of the other groups were sacrified and examined. At week
sixteen, 4 rats from the scafold group, 6 rats from scafold + magnetically loaded gold

coated nanoparticles groups and autograft groups, 6 rats from each of the other
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groups and 3 rats from each of the other groups were sacrified and exposed to the

necessary histological, biochemical and radiological examinations.

When the results were examined, in the first month, in the multi comparison
of experiment and control groups, new bone ratio (p=0,016) and new bone area in
mm2 (p=0.016) in the defect area, which are histological parameters have shown
significant differences. Micro-tomography and blood ALP values have not shown
significant differences among the groups during the same period. According to this,
in the first month, the new bone area and its ratio to the total defect was statistically
significantly higher in the group to which MSC was applied with magnetic partides
(p=0.001 and p=0.001 respectively) and in the autograft group (p=0.034 and p=0.034
respectively) than the control group in which the defect was left alone. In the first
month, the new bone area in the autograft group assumed as the gold standard and
the ratio of this area to the total defect area was significantly higher than the scaffold-

alone group (p=0.022 and p=0.022 respectively).

In the forth month, in the multi comparison of experiment and control groups,
micro-tomographic measurement values (p=0.010) as well as new bone ratio within
the defect (p=0.028) and new bone area in mm2 (p=0.015), which are histological
parameters, have shown significant differences. In this period, micro-tomography
values and histological new bone area measurements have shown medium level
correlation (p=0.005) in some groups. In the forth month, the new bone volume and
its ratio to the defect area was higher in the group to which autograft was applied
than the defect-alone group (p=0.003 and p=0.005 respectively); the group to which
scafold-alone was applied (p=0.004 and p=0.005 respectively); and the group to
which MSC was applied with magnetic particles (difference in bone volume was not
significant, for bone ration p=0.049). In the forth month, the bone volume micro-
tomographically measured in the defect area was higher in the autograft group than
the groups to which MSC and MSC with magnetic particles was applied (p=0.001
and p=0.006 respectively). On the other hand, in the forth month, the new bone
volume measured microtomographically was significantly higher in the group to

which MSC was applied than the defect-alone group (p=0.020).



It has been determined that there was a small and medium level tissue
response towards the biomaterials in the group to which scafold was applied. As the
tissue compatibility of the biomaterials was evaluated quantitatively in previous
studies and those with bio-compatibility were chosen, this data was not scored in this
study. Although lymphocyte, macrophage and partly foreign substance giant cells
were monitored around the biomaterial, no necrosis was found. According to these
results, in all the periods evaluated, active bone regeneration is most advance in
groups to which autograft was applied. In this first month, active bone regeneration
has distinctly increased in the groups to which MSC was applied with magnetic
particles on a level close to the autograft application in which the active bone
formation was the gold standard. Despite this, in none of the groups critical-sized
calvarial defect was ossified in the forth month. It is necessary that calvarial bone
defect repair with bone marrow-derived mesenchymal stem cells loaded with
magnetically loaded gold coated nanoparticles is supported with more

comprehensive researches.

Keywords: Calvarial defect, autografts, nanoparticles, gold-coated, magnetic
checked, bone stromal cells, artificial tissue scaffolds, magnetic domains,

ossification, Targeting
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1. GIRIS

Kalvaryum kemikleri oksipital ve frontal kemik haricinde ¢ift ve simetrik
olup canlilarin en 6nemli destek dokularindan birini olusturmaktadir. Kemik iliginin
az olmasi ve diger kemiklere nazaran kanlamanin daha farkli olmasi sebebiyle diger
kemiklerden farkli degerlendirilir [1]. Kalvarium kemikleri membranéz
kemiklerdendir ve epifizleri yoktur. Rejenerasyonda bu durum avantaj
saglamaktadir. Kranium kemiklerinin gelisimi dogumdan sonra ergenlik donemi
kadar devam etmektedir. Kraniyofasiyal cerrahi planlanan hastalarda doku
gelisiminin siirl olmasi biiyiik sorun teskil etmektedir [2-4].

Kalvaryal hasarlarin onarilmasi hasta iginde cerrah i¢inde biiylik Onem
tagimaktadir. Sinirli donor alani olan hastalarda kraniyofasiyal defekt onarimi sorun
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Biiyiik defektlerin onarimi esnasinda ¢cogu zaman greft
kullanim ihtiyac1 olmaktadir. Kullanilacak greft ya otogreft, allogreft ya da disaridan
saglanabilecek sentetik greft seklindedir. Otogreft kullanimi glinlimiizde altin
standart goriilmektedir. Fakat kanama, enfeksiyon, bolgesel doku hasari, estetik
sonug, sinir hasarlar1 gibi hem alict hem de verici sahada erken ve ge¢ pek c¢ok
komplikasyona yol agabilmektedir [5-7]. Bu gibi sorunlardan dolay1r doku
miihendisligi teknigiyle kemik doku onarimlarina yonelik pek c¢ok arastirmalar
yapilmaktadir. Biyouyumlu yapay iskeleler ile insa edilerek olusan doku kayiplarinin
onarimi ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Biyomedikal miihendislik alanindaki bu
geligsmeler sayesinde otogreftten beklenen yararli 6zellikler yapay iskelelere aktarilip,
komplikasyonlar1 Onlenmeye calisilmakta ve yapay doku iskelerinin dokuya
miitkemmel uyumu amaglanmaktadir [1, 8-10].

Doku miihendisligi alaninda son zamanlarda yapilan arastirmalar, kok
hiicreler ve kemik iligi stroma hiicreleri 6nem kazanmustir [10]. Yiiksek ¢ogalma ve
farklilasma kapasitesi olan kok hiicreler, embriyonik kok hiicreler ya da erigkinden
elde edilmis kok hiicreler olabilir. Giintimiizde doku miihendisligi var olan defektleri
onarmak i¢in kemik iyilesmesine katkida bulunabilecek kemik iligi kokenli,

manyetik isaretli mezenkimal kok hiicrelerini nano teknolojiler 1518inda tasarlayarak



gelistirmektedir. Kemik iligi kdkenli mezenkimal kok hiicreler, kemik iyilesmesine
olumlu katki yapabilecek bir¢ok faktorii barindirmaktadir.

Plastik cerrahide kalvaryal defektlerin doku iskeleleri ile onarilmas1 yoniinde
birgok timit veren yeni ¢alismalar yapilmaktadir [11, 12]. Dogumdan 6nceki gelisim
stirecleri, dogumdan sonraki iskelet tamiri ve yenilenme kapasitesinin hizlandirilmasi
icin model olmustur [1].

Doku miihendisligi; temel olarak yapay bazi malzemeler ve hiicresel
bilesenlerden yararlanarak, hasar gormiis dokunun yerine yenisini koymay1 amaglar.
Bu anlamda: yapay aglar (matriksler), in vitro kosullarda elde edilen hiicreler ve
sistemik veya yerel diizenleyici farmakolojik ajanlar bu alanin asal bilesenleridir.

Altin, eski donemlerden beri hem iletken olmast hem de dokuya uyumlu
olmasindan dolayr tip bilimlerinde tedavi yonetimi ic¢in yardimci ara¢ olarak
kullanilmaktadir. Miihendislikteki gelismeler var olan pek ¢ok maddeyi nanometre
seviyesine indirmekte ve Ozellikleri kaybolmadan nano seviyede maddelerin
uygulamalarda  kullanimina olanak saglamaktadir. Giinliimiizde manyetik
nanopartikiiller rutin olarak hedef organlar (akciger ve karaciger) ve lenf nodiilleri
icin kontrast ajan olarak kullanilmaktadir. Yeni gelismeler molekiiler goriintiileme ve
hiicre izleme iizerine odaklanmistir. Uygulamalara getirdikleri kolayliklar ve
kazandirdiklar1  Ozellikler  sebebiyle = biyomedikal  alanlarda  manyetik
nanopartikiillerin kullanimlar1 hizla yayginlagmaktadir.

Nanopartikiiller kataliz, manyetizma ve elektronik gibi pek ¢ok alanda sahip
olduklar1  dikkat c¢ekici Ozelliklerinden dolayr c¢alisilmistir.  Endiistriyel
uygulamalarda; manyetik motor kapaklari, banka ceklerindeki manyetik miihiirler,
manyetik kayit ortami, manyetik rezonans fark ortami gibi ve biyomedikal
uygulamalarda; kanser tedavisinde kullanilan terdpatik ajanlar gibi bir¢ok alanda
kullanimlar1 genis yer kaplamaktadir

Bu projede manyetik yiiklii altin kapli nanopartikiillerin yiiklendigi kemik
iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerinin jelatin esasli doku iskelesine
yerlestirilerek manyetik alan etkisinde kalvaryal kemik defektlerin onarilmasinda
manyetik isaretli mezenkimal kok hiicrelerin kemik iyilesmesine yaptig1 etkinin

arastirilmasi amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KALVARYAL DEFEKT

Kalvaryum frontal, parietal kemikler, oksipital ve temporal kemigin
olusturdugu, beyin dokusunu gevreleyen tas benzeri bir yapidir. I¢c ve dis tabula
olmak iizere iki kortikal tabaka ve bunlarin arasinda yer alan kemik iligi araligindan
(diploe) olusur [1, 2, 8].

Kalvaryal defektler konjenital anomalilerde rastlandigi gibi, travma ve
malignensiler gibi baska sebeplerle hayatin ilerlemis yillarinda da olusabilir.
Kalvarium kemikleri membrandzdiir ve epifiz alanlari yoktur [1, 8]. Bu durum
osse0z rejenerasyon i¢in iyi bir Ozelliktir. Kranium, 3-4 yaslarinda gelismenin
%80'ine erisirken 7-8 yaslarinda %100’e ulasir [2]. Daha sonraki yillarda sadece
kalinliginda artis meydana gelir. Iskelet sisteminin diger kemiklerinde oldugu gibi

kalvaryal kemiklerde de siirekli bir dongii siireci yasanmaktadir [1].

2.2. KEMIiK DOKUSU

Kemik biyomekanik ve mekanik 6zelliklerinin sayesinde destek materyali
olarak is goriir. Kemik, embriyolojik olarak mezenkimal hiicrelerden enkondral ya da
membrandz kemiklesme yolu ile olusan bir dokudur. Kemikler iskelet sistemini
olusturup hareketi saglamakta kaslarla birlikte calisir, viicudu yapilandirir, hayati
organlari ¢evreleyip korur, kan hiicrelerinin iiretildigi kemik iligini icerir ve kalsiyum
deposu olarak gorev alir. Kemik; bir cati igerisinde bircok hiicreden olusup,
metabolik ve biyolojik yonden dinamik bir dokudur. Bu 6zelligi degerlendirildiginde,
bliylime ve iyilesmesi ¢cok sayida biyokimyasal, biyomekanik, hiicresel, hormonal ve
patolojik olayin zincirleme reaksiyonu gibi diisiiniilebilir. Kemik ayni zamanda
kendisini yapisal olarak onarabilen, mineral depolama 6zelligi sayesinde hiicre dis1

stvi dengesinin korunmasinda etkili olan bir yapiya sahiptir [13, 14].



Kemigi i¢ten ve distan saran iki adet zar vardir. Bu zarlar periosteum ve
endosteumdur. Periosteum, kaba, vaskiiler, konnektif bag doku tabakasidir ve eklem
yiizeyleri hari¢ tiim kemigi distan g¢evreler. Periosteumun kemigin beslenmesinde,
gelisiminde ve tamirinde 6nemli rolleri vardir. Yapisinda temel olarak kollajen ve
elastik lifler bulunur. “Sharpey lifleri” adi verilen kollajen uzantilar ile kemige
yapigmaktadir. Periosteum ¢ok damar igeren, iki tabakali bir zardir. Kalin dis tabaka
“fibroz tabaka” olarak da isimlendirilir ve diizensiz, yogun konnektif dokudan
olusur. Daha ince ve zayif olan i¢ tabaka ise “osteojenik tabaka” olarak adlandirilir
ve gevsek bag dokusu seklinde ve hiicreden zengindir. Her bir tabakanin ayri
fonksiyonu vardir. Dis kat dolasimda rol alan damarlar1 ve lenfatikleri igerir. I¢
tabakada bulunan hiicreler ise kemik hasarinda osteoblast haline doniiserek yeni
kemik olusumunu saglar. Kemik onariminda var olan bu hiicreler normal kosullarda
aktif degillerdir. Endosteum tabakasi, kemik iligi kavitesini ve kompakt kemigin
kanal sistemlerini déseyen ince bir retikiiler bag dokusudur. Periosteumdan incedir
ve tek tabaka osteojenik hiicre icerir. Bu tabakanin osteoprogenitor hiicreler yaninda,
hemopoetik hiicrelere de farklilasma 6zelligi vardir [13, 14].

Kemik dokusu yapim, yikim ve onarimda gorevli hiicreler vardir [15].

Kemik Hiicreleri

e Osteoblastlar

e Osteoklastlar

e Osteositler,

e Osteoprogenitdr hiicreler

e Kemik iligi hematopoetik hiicreler

Osteoblastlar, matiirdiir ve metabolik olarak aktiftir. Kemik organik
matriksinin yapimindan sorumludur. Bu hiicreler, kiibik ya da algak prizmatik
olabilir. Biiyiik niikleuslar1 vardir ve sitoplazmalar1 koyu bazofiliktir. Osteoid doku
ve tip I kollajeni, glikoproteinleri, proteoglikanlar1 ve osteokalsin, osteonektin,
osteopontin, osteoprotegerin gibi bazi proteinleri salgilar. Bunlarin yaninda kemik
rejenerasyonunda 6nemli rol aldiklar1 diisiiniilen, BMP (bone morphogenic protein),
TGF-B, IGF-I, IGF-11, IL-1, PDGF gibi sinyal proteinlerini salgilar. Kemik yapim

aktivitesi sonlanmaya basladiginda, osteoblastlarin bir kismi olusturduklart matriks



icinde hapsolarak osteositlere doniislirken, diger kismi periost ve endosteal ortiicii
yiizey hiicrelerine doniisiirler [16-18].

Osteoklastlar biiylik ve ¢ok cekirdekli hiicrelerdir. Bunlarin gorevi kemik
yikimi gergeklestirerek kemik dokuda yeni bosluklar olusturmaktir. Genellikle kemik
yiizeyinde bu hiicrelerin agmis olduklari bosluklara Howship lakiinleri veya erime
bolgeleri denir. Osteoklastlar hormonal ve hiicresel mekanizmalarin kontroliinde, 4
ile 40 arasinda c¢ekirdekleri olan ve kemik rezorpsiyonunda gorevli hiicrelerdir.
Kemik yiizeylerine tutunmus olrak bulunan “cutting cones” seklinde isimlendirilen
gruplardaki bu hiicrelerin fonksiyonu; icerdikleri kollajenaz ve diger proteolitik
enzimleri salgilamak, kemigin inorganik ve organik matriksini ve kalsifiye kartilaji
¢ozmektir. Osteoklastlar, kemik iliginde var olan makrofaj dnciilerinden kdken alan
monositlerin flizyonuyla olusur. Interlokin—1, -3, -6 ve -11, TNF-a ve TGF-a’nin
osteoklast olusumunu etkiledigi diistiniilmektedir. Osteoklastlar hormonlara karsi da
¢ok duyarlidirlar. Parathormon, kalsitonin ve osteoklast stimule edici faktor baglayan
reseptorleri vardir. Ornegin paratiroid hormonu hiicrede RNA sentezini arttirirken,
kalsitonun hormonu bunun tersi etki yapmaktadir. Kemik yikimi, kemigin
sekillenmesinde onemli role sahiptir. Osteoklastlar osteoblastlarla birlikte mekanik
streslere bagl olarak kemigin yeniden sekillenmesini saglarlar. Kemikte depolanmis
kalsiyumun doniisiimiinii saglar. Osteoklastlarin say1 ve etkinlikleri hormonal
denetim altinda olup paratiroid ve tiroksin hormonlari etkisiyle yiikselir, kalsitonin
ve Ostrojen hormonlart etkisiyle algalir. Bu olay osteoklast ve osteoblastlarin
senkronize ¢aligsmasi neticesinde gézlenmektedir [15].

Osteositler kemigin olgun hiicreleridir. Dokuda matriksle ¢evrelenmis
durumdadirlar. Osteoblastlarin transformasyonu ile olusan hiicrelerdir. Kemik
dokusu yapisinin korunmasinda gorevlidirler. Isik mikroskopunda yildiz seklinde
uzantilar1 olan ve halkasal olarak siralanmis sekilde goriintirler. Her bir osteositten
cikan sitoplazmik wuzantilar diger osteositlere ulasarak ag seklinde bir yapi
olustururlar. Osteositlerde osteoblastlar gibi matriksin kollajen tip I liflerini ve
glikozaminoglikanlarimi {tretirler. Baz1 arastiricilara gore osteositik osteolizis ile de
kemik doku yikimi yapilmakta olup kalsiyum iyonlar1 serbestlestirilerek kana
verilmektedir. Lakiinlerde bulunan kanalikiiller vasitasiyla kan damarlarina ve diger

lakiinlere baglanirlar. Lokal ¢evre faktdrlerinden etkilenirler ve kemige etki eden



kuvvetler sebebiyle siklik adenosin monofosfat (CAMP), osteokalsin ve IGF
salgilarlar. Bu faktorler salgilandiktan sonra, onciil osteoblastlarin sayisi artarak
kemikte remodeling olusur ve kemik apozisyonu goriiliir. Ayrica osteositler
ekstraselliiler kalsiyum ve fosfor konsantrasyonun regulasyonunda 6nemli gorev
alirlar. Osteositlerin 6liimiiniin devaminda matriks rezorpsiyonu olusur [15].
Osteoprogenitor hiicreler siklikla istirahat halindedir veya uygun uyarilma ile
osteoblastlara farklilasarak kemik matriksinin sentezlenmesini saglarlar. Bu hiicreler
normal bliylime esnasinda ve yetiskinde kemigin sekil degistirdigi durumlarda
aktiflesirler. Bunlar kemik ylizeylerini saran periosteumun i¢ yiizeyinde,
endosteumun altinda ve Volkmann kanallar1 ile Havers kanallari i¢ini ddseyen
endosteumda bulunurlar. Osteoprogenitor hiicreler istiharat halinde yassi, genellikle
soluk boyanan niikleusa sahiptir ve sitoplazmalar1 asidofilik bazen bazofilik boyanir.
Cekirdekleri yass1t ve oval sekillidir. Graniillii endoplazmik retikulumlari, serbest
ribozomlart ve kiiglik golgileri bulunmaktadir. Osteoprogenitor hiicreler mitozla
cogalan, mezensimden gelisen, kemik yapici1 oncii hiicreler olup, osteoblastlara veya
diisiik oksijen konsantrasyonunda kondrojenik hiicrelere doniisebilirler. Kemik
biiylimesinde ve kirik tamirinde aktif hale gegerek boliiniir ve osteoblast hiicrelerine

dontisiirler [15].

2.3. KEMiK MORFOLOJiSi

Kemik morfolojik olarak nonlameller, kortikal ve kanselloz kemik olarak tice
ayrilir.

Nonlameller kemik  embriyonik  donemde, kirik iyilesmesinde,
hiperparatiroidizm ve Paget hastalig1 gibi patololojik siireglerde olusur. Gelisigiizel
dizili kollajen lifler ve osteoblastlar ile doseli diizensiz vaskiiler bosluklardan
meydana gelir. Daha sonraki donemde yeniden yapilanma ile kortikal veya kansell6z
kemige doniisiir.

Kortikal kemik, kompakt veya lameller kemik olarak isimlendirilir.
Nonlameller kemikten yeniden yapilanma sonucu meydana gelir. Yass1 kemiklerin i¢
ve dis tabakalarinda, uzun kemiklerin dis yiiziinde var olan kemiktir. Kortikal

kemigin temel yapist “Havers sistemi” olarak da adlandirilan osteondur. Osteon



vertikal uzaniml vaskiiler kanallar1 (Havers kanallari) saran silindirik sekilli vaskiiler
kemikten olusur. Horizontal dizilimli kanallar (Volkman kanallar1) komsu osteonlari
birbirine baglar [19]. Volkman kanallar1 sayesinde, Havers kanallar1 kemik iligi ve
periosteumla baglant1 halindedir. Sert bir matrikse sahip olan kemik dokusunda
diffiizyon gergeklesemediginden kanal ve kanalikiillerle kemigin disindan igine her
yerinde baglant1 saglanir ve bu sekilde metabolizma i¢in gerekli maddeler damar ve
kanalikiillerle hiicrelere taginir. Kortikal kemigin mekanik giicii osteonlarin siki
dizilimiyle gergeklesir [15].

Kanselloz kemik (trabekiiler kemik) kortikal kemik ylizleri arasinda, bal
petegi gorliniimlii, bosluklarinda hematopoetik dokular1 iceren, 1 mm kalinliginda
trabekiillerden meydana gelir. Kortikal kemige gore daha zayif yapida olmasina
ragmen, Ozellikle femur basinda ve vertebralarda, trabekiillerin kortekse dik
yerlesimi sayesinde dis kuvvetlere karsi yapisal olarak direnme giicii olusur.
Kansell6z kemigin i¢ endosteal yiizeyinde siirekli yeniden yapilanma meydana gelir.

Kemik matriksin organik ve inorganik elemanlart vardir. Kemigin
organizmadaki gerekli islevlerini tam olarak yerine getirebilmesi, ancak dokudaki
organik ve inorganik matriks elemanlarinin uyumlu birlikteligiyle saglanir. Kemik
agirhiginin yaklasik %20’si sudur. Hacminin ise ¢ogunu kollajen olustururken, kuru
kemik agirligimin %60-70’ini inorganik kalsiyum fosfat, %30-35’ini ise organik
fibroz protein ve kollajen olusturur. Kemik iligiyle kiyaslandiginda, kemikteki hiicre
say1st ¢ok azdir [19].

Osteoid, osteoblastlar tarafindan salgilanan mineralize olmamis bir kemik
organik matriksidir. %90’ tip I kollajen; %10’unu ise nonkollajendz proteinler
(glikoproteinler, proteoglikanlar), peptitler, karbohidratlar ve lipidler olusturur.
Nonkollajendz proteinlerin biiyiime faktorlerinin saliniminda, hiicrelerin organik
matrikse tutunmalarinda ve organik matriksin kalsifikasyonunda goérev aldiklar
diistiniilmektedir. Olgunlagsmis kemik dokusunda lifler paralel ve porlar birakacak
sekilde siralanmis olup, aralarinda hidroksiapatit kristalleri bulunmaktadir [15].

Kemik inorganik elemanlar1 kalsiyum, fosfat, sitrat, magnezyum, sodyum
gibi maddelerden meydana gelir. Ayrica viicuttaki kalsiyumun %99’u, fosforun
%851, magnezyum ve sodyumun %40-60’1 iskelet sisteminde bulunmaktdir.

Kalsiyum ve fosfat hidroksiapatit kristallerini olusturur ve kemik kollajenlerinin



arasinda amorf madde ile birlikte igice organize olarak kemikte yerlesmislerdir.
Hidroksiapatit kristalleri osteoid mineralizasyonunda bulunarak, kollajenlerle beraber
kemik sertligini ve dayanikliligini saglamakta dnemli bir gérev almaktadirlar [19].

Kemigin yapisinda bulunan kollajen, mineraller ve hiicreler stabil olmayip
devamli olarak yenilenirler. Yenilenme kemige etki eden kuvvetlerle iligkili olup,
basing altindaki kemikte rezorpsiyon, gerilim kuvvetleri altinda ise apozisyon seklinde
goriiliir. Olen hiicreler yerine yenisi ile degisirken, kollajen ve mineraller siirekli olarak
rezorbe edilip, tekrar yeniden yapilirlar [19]. “Remodelling” seklinde tanimlanan,
rezorbsiyon ve depozisyon hizlari arasindaki dengenin sabit olmast ile kemigin sekli ve
hacmi neredeyse degismeden kalir. Rezorpsiyon depozisyon kadar hizh
gelismediginde kemigin kirillganlig: yiikselir (Paget hastaligi). Yeniden yapilanmadaki
(remodelling) denge rezorbsiyon lehine bozulursa osteoporoz goriiliir [15].

Kemik metabolizmas1 hormonlar ve lokal faktorlerin etkisi altindadir.
Bunlardan parathormon, kalsitonin ve vitamin D en onemli temel hormonlardir.
Osteoblastlar kalsiyum reseptorleri igeren tek kemik hiicreleridir. Osteoblastlari
paratiroid hormon bu sebeble etkilemekdedir. Parathormon kemikte kalsiyum igeren
bosluklara kalsiyumun gecisini hizlandirarak ekstraselliiler kalsiyum seviyesinin
diizenlenmesinde gorevlidir. Vitamin D ise intestinal ve renal kalsiyum baglayici
proteinleri etkileyerek aktif kalsiyum transportunun daha kolay meydana gelmesini
saglar. Kalsitonin ise kalsiyumun plazma seviyesindeki akut artisina cevap olarak
tiroid bezinin parafolikiiler hiicrelerinden salgilanir ve kalsiyuma bagli hiicresel

metabolik aktiviteyi inhibe eder [15, 19].

2.4, KEMIKTE GELIiSiM VE BUYUME

Kemik olusumu ile beraber kemigin biliylime ve gelisimi embriyonik
donemde baslar ve geng eriskin doneme kadar devam eder. intramembranéz ve
enkondral olmak tizere 2 tir kemiklesme sekli vardir [19]. Bunlardan
intramembrandz kemiklesme bag dokusu yardimiyla, enkondral kemiklesme ise
kikirdak dokunun katilimiyla meydana gelmektedir. Kemiklesme hangi sekilde

olursa olsun, ilk olusan kemik dokusuna birincil kemik adi verilir ve olgunlasmamis



kemiktir. Birincil kemik asil kemik olmayip yerini olgun lamelli kemik dokuya
birakacaktir.

Intramembranéz kemiklesme, mezensimal bag dokusunda meydana gelen
kemik sekillenmesidir. Iskelet sistemindeki kafatasi, sternum, pelvis gibi yassi
kemiklerde, yiiz kemiklerinde, mandibulanin processus coronoideus ve simfisis
disindaki bolgelerinde, kisa ve uzun kemiklerin kompakt kisimlarinda gozlenir.
Mezensim hiicreleri 6nce hizli boliinme seklinde cogalir ve osteoprogenitor hiicreye
farklilasirlar, daha sonra da osteoblastlara doniiserek kemik matriksi olustururlar. Bol
kilcal damarlarin bu dokuda var oldugu goézlenir ve bu damarlar osteoid dokuya
kalsiyum ve fosfor iyonlarmi ve beslenme icin gerekli diger maddeleri tasir.
Kalsiyum ve fosfor iyonlari, osteoblastlar tarafinda salgilanan alkalen fosfataz
araciligiyla kalsiyum fosfat molekiillerine doniiserek kalsifikasyonu saglarlar.
Meydana gelen dokuya kemik trabekiilleri denir. Trabekiiller iginde kalan
osteoblastlarda daha sonra aktivitesi azalmis osteositlere doniisiir. Sekillenen
trabekdillerin yilizeyinde osteoprogenitor hiicrelerden farklilasan osteoblastlar tek sira
halinde siralanirlar ve kemik lamelleri meydana getirirler. Bu olayin tekrar tekrar
yapilmasi sonucu birincil kemik trabekiillerinin yiizeylerinde ve kenarlarinda lamelli
ikincil kemik dokusu meydana gelir. Trabekiiller kalinlasir ve uzarlar. Bu sirada
osteoklastlar tarafindan kemiklerin i¢ ytizlerinde rezorbsiyon yapilirken, osteoblastlar
da bir taraftan kemik trabekiillerin yiizeyinde yeni kemik lamelleri yaparak eklerler.
Boylece birincil kemik dokusu iceren trabekiiller tamamen ortadan kalkar, ikincil
kemik yapisindaki trabekiiller ortamda kalir. Komsu trabekiiller birbirleriyle
kaynasarak spongiyoz kemigi meydana getirir. Bu kemiklerin i¢ ve dis yiizlerinde
intramembrandz yolla tekrar bir miktar kompakt kemik yapilarak eklenir ve
kemiklesme sona erer. Trabekiillerin aralarinda kalan mezensim dokusundan da
kemik iligi olusturulur [19].

Enkondral kemiklesme uzun ve kisa kemiklerde gozlenir. Kemiklesme
hiyalin kikirdaktan ufak bir modelle baslar ve kemik dokusu olusumuyla sona erer.
Modelde diyafiz kikirdagin1 orten perikondriyumun i¢ katinda bulunan mezenkim
hiicreleri osteoprogenitdr hiicrelere farklilasir ve onlar da osteoblastlara doniistir.
Osteoblastlar da {ist iiste yerlesen kemik lameller olusturur. Boylece yeni kemigin

periosteumu ile kikirdak dokusu arasinda silindir bigimde bir kemik manget olusur.



Kemik manget, bariyer yaparak kondrositlerin beslenmesine engel olur. Olusan
iskemi, kondrositlerin o6nce hipertrofiye olmalarina, ardindan diyafizin orta
kismindan baslayarak tahrip olup, 6lmelerine sebeb olur [20, 21]. Kikirdak modelin
ortasinda birbiriyle baglantili bos kaviteler meydana gelir (kemik iligi kavitesi).
Periosteumdaki osteoklastlar kemik mangette yer yer delikler agarak foramen
nutrisyumlart olustururlar. Periosteumdaki kan damarlari bu deliklerden girerek,
osteoprogenitér ve hematopoetik hiicreleri tasirlar. Damarlarla ortama tasinan
kalsiyum ve fosfor iyonlari, alkalen fosfataz tarafindan birlestirilek kikirdak matrikse
coker ve bunun sonucunda diyafizde bir kemiklesme merkezi meydana gelir.
Diyafizde olusan bosluklara kan damarlar1 ile gelen mezensim hiicrelerinden
farklilasarak olusan osteoblastlar, kalsifiye kikirdak matriksi {izerinde tek sira
yerleserek kemik dokusu yapmaya baslarlar. Boylece santralinde kalsifiye kikirdak,
yiizeyleri ise kemik dokusundan olusan kemik trabekiilleri meydana gelir. Kemik
trabekdilleri ile kan damarlarinin aralarinda kalan bosluklarda kemik iligi sekillenir.
Bu arada kikirdak modelin epifizleri ile diyafizi arasinda bulunan kondrositler mitoz
ile ¢ogalip alt alta siralanan gruplar olustururlar. Boylece kikirdak modelin boyu
stirekli olarak uzar. Ayrica kemik manset de kalinlasir ve epifizlere dogru yonelir.
Kondrositlerin bulundugu bdlgeyi disaridan ¢evreler. Kemiklesme merkezinde
gozlendigi gibi ilk olarak kikirdak matriks, sonrasinda da ilk sekillenenlerin devami
halinde kemik trabekiilleri gelisir. Enkondral kemiklesme epifizlere ulasinca,
epifizlerin i¢ kisminda ikincil kemiklesme merkezleri gozlenir. Eski ve yeni
kemiklesme bolgeleri arasinda bulunan kikirdak bir disk kalir ki buna epifiz plagi adi
verilir. Kemiklesme sonlanana kadar epifiz plaklarindaki kikirdak hiicreleri diyafiz
yoniine dogru mitoz ile ¢ogalarak siirekli kikirdak dokusu yapar, bu olusan kikirdak
dokusu da devamli olarak yeni kemik dokusunu olusturur. Sonug¢ olarak kemikler
belli bir yasa gelene kadar uzamaya devam eder. En sonunda epifiz plaklariin

kemiklesmesiyle kemigin uzamasi sonlanir [19].
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2.5. KEMIK IYILESMESI

Organizmada hasar goren dokular esas olarak fibroz skar ile onarilir. Bunun
viicuttaki tek istisnasi kemik dokusudur. Bu dokuda olusan hasar uygun sartlar
sahipse, yeni bir kemik dokusu olusarak bolge tamamen normal hale gelmektedir
[20, 22].

Birincil kirik iyilesmesi, rijit internal fiksasyonu yapildiktan sonra olusur ve
belirli bir dis kallus olusmaz ve sadece i¢ kallus dokusuyla olusan temas iyilesmesidir.
Kirik kapali yontemle tedavi edilirse, ikincil kirik iyilesmesi gozlenir ve evrelere
boliinebilir [23]. Histolojik olarak yapilan siniflamalarda genel olarak ayni bulgular
kabul edilip benzer evrelemeler yapilmistir. Genel olarak 3 evrede incelenir: erken
inflamatuar donem, onarim donemi, yeniden yapilanma doénemi (remodeling) [20].
Evreleri birbirinden zaman olarak kesin sinirlarla ayirmak zordur ve her evre daima
kendinden bir 6nceki veya bir sonraki evre iginde bulunabilir [21-23].

Doku travmalarinda gozlendigi gibi, kiriklarda da dokunun ilk cevabi
“inflamasyon” yani “yang1”dir. Bu donem ilk 3—4 giinliik siireyi icerir. Bu evrede var
olan hematom ve hiicre 6liimii enflamasyonu baglatir. Kirigin etrafina toplanan kan
ve lenf sivisina kirik hematomu adi verilir. Hematom kirik uglarini bir arada tutan bir
basing uygular. Kirtk hematomu i¢inde bulunan trombositler ve ortamdaki diger
hiicreler tarafindan epidermal biiyiime faktérii (EGF), fibroblast biiylime faktorii
(FGF), trombositten tiretilmis biiyiime faktorii (PDGF), doniistiircli biiyiime faktortii-
beta (TGF-B), kemikten tiiretilmis biiyiime faktorii (BDGF), interlokin—1 (IL-1) gibi
proteinler ortama salgilanir [22, 23].

Erken donemde vazokonstriiksiyon olusur ve sonrasinda vazodilatasyon takip
eder. Salinan prostoglandinlerin de yardimiyla bolgeye akut yangi hiicreleri
(notrofiller, monositler, lenfositler) gelir. Kirik uglarinda bozulan dolagima bagl
olarak kemik dokuda daha fazla olmak {izere nekroz alanmi olusur. Ortama gelen
notrofiller ve makrofajlar hasarli dokunun ortadan kaldirilmasinda gorev alirlar.
Kirik bolgesindeki hematom 48 saat icinde organize olur ve fibrinden bir yap1 haline
doniistir. Notrofiller ve makrofajlarin yardimu ile fibrin matriks olusur. Fibrin matriks
icindeki Oncii hiicreler, lokal biyolojik faktorlerle degisik dokulari olusturmak icin

farklilasarak gorev tstlenirler [21, 22].
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Onarim evresi, kirtk olusumundan sonraki saatlerde baslasa da tipik halini
meydana getirmesi 7-12 giin siirer. Bu evrede nekrotik dokular rezorbe edilir ve
fibroblastlarin bolgede olugmasiyla onarim evresi baglar. Onarim déneminde var olan
hiicreler mezansimal kokenli, c¢ok yonlii gelisim giiclinii i¢inde barindiran
(pluripotent) hiicrelerdir. Osteoklastlar nekrotik kemik dokusunu kaldirirken
osteoblastlara farklilagan hiicreler 6ncelikle kemige yakin bolgelerde gézlemlenir. Bu
evrede lokal faktorlerin etkisiyle hassaslasan 6ncii hiicreler, yeni damar, fibroblast,
destek hiicreleri ve diger hiicreleri olusturmak tiizere farklilasmaya ve organize
olmaya baslar. Bu 0nii hiicreler graniilasyon dokusundan, periosteumun osteojenik
olan i¢ tabakasindan ve endosteumdan koken alan pluripotent hiicrelerdir. Bu
asamada kimyasal, elektriksel ve mekanik uyarilar s6z konusudur [23].
Prostoglandinlerin etkisi ile yeni osteoklastlarin olusumu ve mevcut osteoklastlarin
aktivitesinde artig gozlenirken; fibroblastlarin kollajen, kondroblastlarin kollajen ve
glikozaminoglikan, osteoblastlarin ise osteoidi ortama salgiladiklar1 gozlenir.
Fibroblastlar, vaskiiler olusuma yardim etmek {izere stromaya yerlesmeye baslar.
Vaskiiler olusum arttikca, kollajen matriks olusumu artar. lyilesen kemigin gerilmeye
kars1 dayanikliligi, kapsadigi kollajen icerigiyle yakindan iliskilidir [23]. Bu esnada
osteoid sekresyonu takiben mineralizasyonun bagladigi gozlenir. Kirik hatti bolgesi
ve ¢evresinde yumusak kallus meydana gelir. Ilk 4-6 haftalik siire icinde gelisen bu
kallusun harekete karsi direnci zayiftir. Bu nedenle kirik tespitin saglam olmasi
oldukga 6nemlidir [21].

Kirik iyilesmesinin ilk evrelerinde periosteal damarlar, ge¢ evrelerde ise
besleyici (nutrisyen) damarlar kilcal damar tomurcuklarinin olusmasina yardimci
olur. Sonugta kallus ossifiye olur ve kirik yiizleri arasinda nonlameller kemik
kopriisi. meydana gelir. Eger stabil immobilizasyon yapilmazsa kallus
ossifikasyonunun olusmasinda yetersizlik olur ve hareketli fibréz birlesme
gelisebilir. Periosteumun yaralanmasi ya da kemikten uzaklastirilmas: kirik
iyilesmesini yavaglatir [23]. Kemik iyilesmesi en uzun faz olan ve uzun yillar
stirebilen yeniden yapilanma evresi ile sonlanir. Bu fazda kemik orijinal giic, sekil ve
yapisini kazanir. Aksiyal yiiklenme ile gii¢lii ama diizensiz olan sert kallusun normal
veya normale yakin giicteki diizenli lameller kemige doniistimii bu fazda gerceklesir.

Wolf kanuna gore kemigin fonksiyonel durumundaki degisiklik, kemik dokuda
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yapisal degisikliklere neden olmaktadir. Bu kanun giiniimiizde de kemigin yeniden
sekillenmesinde temel bir kural olarak kabul edilmektedir. Mekanik strese maruz
kalan kemigin dis biikey yiizii pozitif, i¢ biikey ylizii ise negatif elektrikle
yiiklendiginden, osteoklastik aktivitenin hakim oldugu dis biikey yiizde geri emilim
ve osteoblastik aktivitenin egemen oldugu i¢ biikey yilizde ise yeni kemik yapimi
olmaktadir [22, 23].

Kemik iyilesmesinde etkili faktorler lokal ve sistemik faktorler olarak iki
alanda incelenir. Lokal faktorler; yliksek enerjili travma, kirik uglarmin ucuca
gelmemesi, yetersiz immobilizasyon ve kanlanma, eslik eden yumusak doku
yaralanmasi, enfeksiyon ile kanser gibi yerel patolojiler ve denervasyon olarak
sayilabilir. Sistemik faktorler icinde ise ileri yas, sigara, sistemik hastaliklar ve
enfeksiyonlar, beslenme bozukluklari, hormonal bozukluklar, vitamin eksiklikleri (A,
C, D, B6, K), baz1 ilaglar (nonsteroid antiinflamatuar ilaglar, steroid, sitotoksik

ilaglar) ve radyoterapi sayilabilir [20-23].

2.6. KAYIPLI KEMIK YARALANMALARINDA ONARIM
MATERYALLERI

Gilintimiizde iskelet sistemindeki kemik deformitelerinin rekonstriiksiyonunu
gerektiren travma, kemik enfeksiyonlari, konjenital anomaliler, kas iskelet sistemi
tiimor cerrahileri, revizyon artroplasti cerrahiler ve spinal cerrahiler esnasinda olusan
kemik defektlerini onarmak amaciyla sentetik veya dogal kaynakli olan birgok ¢esit
malzeme kullanilmaktadir. Greft uygulamalarinda nakledilen materyaller
immiinolojik 6zelliklerine gore su sekilde siniflandirilmaktadir [24-26].

Kemik grefti olarak otogreftler ve allogreftler kullanilir. Kemik yerine
gecebilecek veya kemik olusumunu uyarabilecek maddeler arasinda ise seramikler
(dogal ve sentetik), demineralize kemik matriksi, BMP (kemik morfojenik protein),
otolog kemik iligi, biiylime faktorleri ve kompozit greftler kullanilabilir [25-27].

Kemik doku miihendisliginin amaci, kemik defektlerinde kemik iyilesmesi

icin yanit olusturmaktir. Klinik basariya, olusan kemigin yeniden sekillenme sonucu
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orjinal kemik dokusu ile yapisal olarak biitlinlesmesi (integration) ve olusan kemigin
islevler esnasinda yeterli mekanik dayanikliliga sahip olmast ile karar verilir [26].

Osteointegrasyon: Greftin arada fibroz doku gelismeden alic1 kemik yiizeyine
kimyasal ve yapisal olarak tutunabilmesidir.

Osteokondiiksiyon: Alict kemikten vaskiiler ve perivaskiiler yapilarin grefte
invazyonu i¢in greftin iskele gorevi lstlenerek yiizeyinde yeni kemik olusumunu
saglayabilmesidir.

Osteoindiiksiyon: Pliiripotent hiicrelerin ortamda osteoblastik fenotipe
farklilagmalarin1 uyarabilmektir.

Osteogenezis: Greft materyali biinyesinde bulunan hiicresel elemanlarin,
transplantasyon sonrasi hayatta kalarak, transplante edilen alanda yeni kemik
olusumunu yapabilmesidir.

Yeni kemik dokusu yapiminin meydana gelebilmesi i¢in Oncelikle yeterli
sayida "osteojenik progenitor hiicreler" ortamda bulunmalidir. Kullanilan greft
materyalleri osteointegrasyon, osteogenezis, osteokondiiktif veya osteoindiiktif
ozelliklerin birine veya birden fazlasina sahiptirler. Bu 6zelliklerin bazilar1 sentetik
materyallerde ve saflastirilmis biiyiime faktorlerinde de bulunmaktadir. Doku
miihendisliginde, mevcut maddelerin kombinasyonlar1 veya yeni materyaller ile kirik
lyilesmesi i¢in en uygun ortamm ve greftleme metotlarinin gelistirilmesi
hedeflenmistir. Bu sayede greftleme tekniklerindeki maliyetin azaltilmas1 ve tedavide
yeni daha iyi bagarilarin elde edilmesi amaglanmaktadir [26-28].

Ayni bireyde bir alandan bagska bir alana nakledilen grefte otogreft denir.
Otolog ya da otojen greft olarak da adlandirilir. Tek yumurta ikizleri arasinda yapilan
doku nakillerinde, nakledilen doku izogreft olarak isimlendirilir. Allogreft ya da
allojenik greft ayni tiirden fakat genetik olarak farkli iki canli arasinda yapilan doku
naklidir. Xenogreft ise, bir tiirden farkli bir tiire aktarilan doku naklidir.

Otolog Kemik Greftleri: Otolog greftler; kanselloz, damarli (vaskiilarize)
olmayan kortikal, damarli kortikal ve kemik iligi seklinde yapilabilir. Farkli
derecelerde osteojenik, osteokondiiktif ve osteoindiiktif 6zelliklere sahiptir.

Otolog kanselloz kemik greftleri spinal flizyon, kemik defektlerinin
onarilmas1 ve kirik tedavisinde halen kemik iyilesmesini saglayan en etkili greft

materyali olarak kabul edilir. Otojen kanselloz kemik i¢inde osteojenik kemik ve
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kemik iligi hiicreleri, osteokondiiktif kollajen ve mineral matriksi, matriks proteinleri
ve osteoindiiktif matriks proteinleri nakledilir. Otojen kemik grefti uygulamalari
sirasinda  yiizylize kalman sorunlar nedeniyle alternatif greft materyalleri
gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. Kemik greftinin yerini alabilecek ideal malzemeler;
biyo-uyumlu, biyo-¢oziiniir, osteokondiiktif, osteoindiiktif, yapisal olarak kemige
benzer, kullanimi kolay ve ekonomik olmalidir [26, 28].

Kortikal kemik greftleri, otojen kansellz kemik greftlerine nazaran biyolojik
uyum agisindan daha az basarilidir. Kortikal kemigin porozitesinin az olmasi
sebebiyle damarsal yapilarin greft i¢ine dogru invazyonu giic ve yavastir. Kortikal
kemik, trabekiiler kemige gore daha az sayida osteoblastik progenitor hiicre igerir.
Kortikal kemikteki hiicreler, oksijen diflizyonu ve besin aktarimmin az olmasi
nedeniyle nakledilmeye kansell6z kemige nazaran daha az uygundurlar [29].

Kemik grefti cerrahi esnasinda defekt alana yerlestirildiginde; kanama,
inflamasyon, dokunun revaskiilarizasyonu ve greftin lokal doku ile yer degistirmesi
ve yeniden yapilanmasi (remodelasyonu) sira ile meydana gelir. Basarili bir greft
inkorporasyonu; nakledilen dokunun orijinal doku kadar iyi saglam ve dayanikli
olmasi ile fonksiyon ve mekanik biitlinliiliglinli greft inkorporasyonu sirasinda ve
sonrasinda siirdiirmesi seklinde tanimlanabilir [29].

Kemik iliginin osteojenik greft gibi tek basma kullanimi yapilabilir.
Aspirasyon sonrast elde edilen kemik iligi; osteoblastik progenitorler, sitokinler,
diger kemik iligi kokenli hiicreler ve revaskiilarizasyonu hizli olan emilebilir
biyolojik fibrin matriksten olusur.

Allogreftler; gozenekli yapilart icinde progenitor ve endotelyal hiicrelerin
tutundugu bir¢ok kimyasal alan barindirirlar. Ayn1 zamanda, ortamda osteoklastlar
tarafindan yikilan ve serbest kalan kemik matrikste var olan biiylime faktorlerini de
icerirler. Allogreft kemikte, osteoindiiktif 6zelligi ile 6nemli kabul edilen kemik
morfojenik proteinleri de bulunur. Demineralizasyon, allogreft kemik matriksindeki
biiyiime faktdrlerinin salinimini arttirarak kemik iyilesmesinin uyarilmasinda 6nemli
goreve sahiptir [28, 29].

Demineralize kemik matriksi (DKM), osteokondiiktif ve farkli seviyelerde

osteoindiiktif bir materyal olarak kemik defektlerini onarmak i¢in kullanilir. DKM
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tekrar damarlanmasi hizl bir sekilde gergeklesir ve ayn1 zamanda otolog kemik iligi
icin 1yi bir tagtyicidir [26].

Kemik morfojenik proteinleri, kollajen olmayan diisilk molekiil agirlikli
glikoproteinlerdir. Bu protein ailesi ¢ok sayida biiyiime ve farklilagsma faktoriint
icinde barindiran TGF-B (transforme edici biiyiime faktorii-B) grubuna dahil olup
dimerik molekiillerden olugsmaktadir. BMP adi ile anilan BMP-2'den BMP-18'e kadar
toplam on yedi {liyesi insan viicudunda tespit edilmis olmasina ragmen osteojenik
proteinler, kikirdak kaynakli morfojenik proteinler ya da biiyiime ve farklilasma
faktorleri gibi cesitli isimlerle anilan otuzdan fazla molekiil bu aile iginde
sayllmaktadir. Ayrica hepsi birlikte TGF-B grubunun {igte birinden fazlasim
olusturmaktadirlar. Kemik morfojenik proteinleri, tiim kemik proteinlerinin ancak
%0,1’ini agirlik olarak olustururlar [28].

Icinde kemik morfojenik proteinlerini barmdiran DKM immiinojeniktir.
Ancak saf olarak elde edilen BMP, immiinojenik ve tiirlere 0zgii degildir.
Rekombinant gen teknolojisi kullanilarak kemik morfojenik proteinleri tek tek
tretilmistir.  Klinik kullanimda ise BMP karisimlari  saflastirilmis  kemik
ekstrelerinden saglanmaktadir. Calisilmakta olan rekombinant BMP'ler; rh-OP-1
(osteojenik protein 1), rh-BMP-2 ve rh-BMP-7'dir.

Kemigin ekstraselliiler matriksinden elde edilen biiylime faktorleri gibi
(DKM, BMP) kan dolagiminda bulunan diger biiyiime faktorlerinin de kirik
iyilesmesinde etkisi vardir. TGF-B, kemik metabolizmasinda en ¢ok arastirilan
biiylime faktoriidiir. BMP'leri olusturan molekiil ailesinin hepsini kapsar. Trombosit
kaynakli biiylime faktoriiniin (PDGF), tavsanlarin tibialarina yapilan osteotomilerde
arastrilmis ve kirik iyilesmesini uyardig: tespit edilmistir. Cerrahi esnasinda otolog
biiyiime faktorleri, "cell saver" cihazi kullanilarak toplanan kan pihtisindan santrifiij
sonrasi elde edilirler. Elde edilen bu madde 6zellikle TGF-8 ve PDGF'den oldukc¢a
zengindir. Kirik iyilesmesinde etkili diger faktorlerden temel fibroblast biiyiime
faktoriiniin de (bFGF) klinikte kullanim1 vardir [30].

Gen tedavisi ile ex vivo veya in vivo olarak elde edilen niikleik asit
materyallerinin (DNA veya RNA) hiicre igine transferi yapilmaktadir. Konjenital
veya edinsel hastaliklarin tedavisinde gen tedavisinde aragtirmalar devam etmektedir.

Gen tedavisinin, ekzojen kaynakli osteoindiiktif kemik morfojenik proteinlerinin
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bolus olarak ortama verilmesine gore farkli avantajlar1 vardir [31]. Hiicresel tasiyici
ile modifiye edilmis genetik materyalin kullanilmasi, osteokondiiktif matrikse gore
zamanlama ve konsantrasyon olarak daha fizyolojiktir. Kemik iyilesmesinde etkili
baz1 genler, ¢esitli vektorlerin yardimiyla iyi sonuclarla transfer edilmistir. (TGF-B1,
LMP-1 ve BMP-2) Viggeswarapu ve ark. LIM mineralizasyon protein-1'i adenoviral
vektor araciligiyla transfer etmistir [32]. Bu gen tedavisi sayesinde sistemik veya
lokal kemik yapimi arttirillarak kirik iyilesmesini daha iyi olacagi tahmin

edilmektedir [26, 29, 33, 34].

2.7. KEMiK STROMAL HUCRELER

Kok hiicreler, farkli hiicrelere doniisebilen ve doniistiigli hiicre
fonksiyonlarina sahip baskalasim gegirmemis hiicrelerdir [35].

Birgok calisma kemik iligi stroma hiicreleri “multipotent yetiskin progenitor
hiicreler” (MAPCs), “kemik iligi stroma kok hiicreleri” (BMSCs) ve “mezodermal
progenitor hiicreler” (MPCs) “mezansimal kok hiicreler” (MSC’ler) gibi isimlerle
tanimlanmaktadir.  Birgok  c¢alismalarda  ¢esitli ~ dokulara  doniisebildigini
gostermektedir. Sanchez-Ramos kemik 1iligi stroma hiicrelerinin ndronlara
dontigebildigini; Ferrari ve ark. ise iskelet kas dokusunun onariminda gorev
alabildigini gostermistir [36, 37].

Bir¢ok doku ve organda var olan kok hiicrelerin glinlimiizdeki gelismelerle
hiicre biyolojisi ¢ok daha iyi anlasilmaktadir. In vitro Kkiiltiir metotlarindaki
ilerlemeler oOnceleri imkansiz olarak kabul edilen degisik hiicre tiplerinin
cogaltilmasint rutin bir uygulama haline getirmistir. MSC’ler dogum sonrasinda
kemik iliginin hematopoetik olmayan stromasinda bulunur. Son yaymlar kemik iligi
stroma hiicrelerinin osteoblast, kondrosit, myoblast, adipozit, kardiyomyozit,
hepatosit ve noral hiicrelere farklilasabildigini gostermektedir [7]. MSC’ler kemik
iligi, periost, trabekiiler kemik, sinovium, adipoz doku, iskelet kaslari, dis pulpasi ve
periodonsiyumdan izole edilerek ¢ogaltilmistir. Bu hiicreler kemik, yag, kikirdak ve

kas dokulart gibi konnektif doku hiicrelerine doniisebilmektedir. Kok hiicreler ihtiyag
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halinde kan-kemik iligi bariyerinden gegerek viicut dolagima katilirlar ve ihtiyag olan
dokuya giderek tamir olayina katilirlar [35].

Kemik iligi stromal dokusu retikiiler hiicreler, adipoz hiicreleri, osteojenik
hiicreler, diiz kas hiicreleri, endotelyal hiicreler ve makrofajlar gibi heterojen bir
hiicre popiilasyonlarindan meydana gelmistir. Bir sekilde yaralanma olursa stromal
dokuda bulunan kok hiicrelerin katilimiyla onarim yapilmaktadir. Kemik iligi
stromast disinda MSC’ler periost, yag dokusu ve deriden de izole edilebilmektedir.
MSC’ler kikirdak, kemik, kas ve yag dokusu gibi cesitli bag dokusu hiicrelerine
doniisebilen multipotent hiicrelerdir. MSC’lerin in vivo ve in vitro olarak
osteoblastlara doniisebildigi bir¢ok yayinda belirtilmistir [9]. Literatiirde MSC’ler
icinde ender de olsa sadece mezodermal degil, ayrica endodermal dokulara
doniisebilen pluripotent hiicrelerin de bulundugu rapor edilmistir [7]. izole
edilmesinin kolay olusu ve genis baskalasim potansiyeli ile MSC’ler klinikte
kullanim yo6niinden diger kok hiicrelerle degerlendirildiginde ¢cok daha avantajlidir.
Yetiskin MSC’lerin ¢ok yonlii doniisiim potansiyelinin yaninda allojenik transfer
sonrasi immiin reaksiyonun ¢ok az olmast MSC’nin hiicre terapi uygulamalarinda
doku onarim ve rejenerasyon amagli kullanim icin ideal hiicre tipi olmasin
saglamaktadir. Sistemik hastaliklar tedavisinde ve lokal doku defektlerinin
onarimimda MSC’lerin faydali olabilecegi birkag ¢alismada gosterilmistir [9]. In vivo
olarak c¢ok az sayida hiicre izole edilebildigi i¢in MSC’lerin in vivo uygulama
yapilmadan once otolog serum desteginde in vitro olarak ¢ogaltilmasi gerekmektedir.
Baz1 kosullarda kemik iliginden izole edilen MSC’ler kemik ve kikirdak dokuya
dontisebilirler. Kemik dokusunda hem farklilasmamis hem de farkhilasmis
osteoprogenitdr hiicrelerin var oldugu gosterilmistir. Kemik kirildiginda kemik iligi,
kemik iligi kavitesi disina agilmakta ve bol miktarda kanama sonucu hematom
olusmakta ve sonugta tamir potansiyeli yiiksek bir doku meydana gelmektedir. In
vivo olarak eklem kikirdagi hasarlanirsa tamir i¢in ¢ok kisith kapasiteye sahiptir.
Kikirdakta kondrosit progenitor hiicrelerin var olup olmadig: halen kesinlesmemistir
[9]. Kikirdak yaralanmalarinda kok hiicreler onarim isleminde gorev almaktadir,
fakat sayilar1 ve diizenleyici faktorler sinirlidir. Bu onarimda calisan hiicrelerin
cevredeki kas, kemik ve diger kikirdaksiz dokulardan ortama go¢ ettigi

diistintilmektedir [35].
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Kirik iyilesmesi giinlimiizde bile ¢oziilememis kisimlart var olan bir¢ok
karmagik biyolojik olayin sonucu gergeklesmektedir. Bu olaylardan birisini de kemik
indiiksiyonu ve kondiiksiyonu i¢in hiicre i¢i ile hiicre dis1 sinyal sistemi
gerceklestirmektdir. Kemik kirniginda birinci giin hematom olusur, mezensimal
hiicreler olay yerine go¢ ederler ve kemik iligindeki MSC’lerde osteojenik
farklilasma baglar. Intramembrandz kemiklesme igin preosteoblastlar ve
osteoblastlarin degisim ve baskalasimi ile birlikte anjiyogenez {iciincii giin baslar. 7
ve 10. giinler arasinda intramembrandz kemiklesmede hiicre proliferasyonu zirve
noktasina varmig, kikirdak olusumu ve enkondral kemiklesme gozlenmeye
baslamistir. 14. Giinde hiicre proliferasyonu kesilir fakat osteoblastik aktivite
siirmektedir. Yumusak kallusta mineralizasyon, kikirdakta rezorbsiyon olusurken
yeni kemigin olusumu 21. giine kadar devam etmektedir. Bu safha kemiklesmenin
oldugu en aktif zaman araligidir. 21. giinde kemik remodelizasyonu baslar ve
lameller kemik meydana gelir. Serebral yaralanma, miyokardiyal iskemi/infarkt, kas
distrofileri ve kemik kiriklar1 ile ilgili konularda yapilan hayvan deneyleri ile
MSC’lerin intravendz enjeksiyonu veya lokal uygulamalarinda yaralanma bolgesine
ulasarak ihtiya¢ olan hiicre tipine farklilastigi gosterilmistir. MSC’nin osteosit ve
kondrosite doniisebildigini ispat etmis laboratuar calismalari 1s18inda doku tamiri
konusunda bir ¢ok in vivo ¢alisma yapilmaktadir. Degisik cins bir¢ok hayvanda
kritik biiytlikliikte olusturulan kemik defektlerinin onariminin degerlendirilmesinde
MSC kullanilmigtir. Mezensimal dokulardaki bir genetik bozukluk sonucu olusan
osteogenezis imperfektali radyasyona maruz birakilmig farelere saglikli kemik
iliginden elde edilmis stromal hiicreler asilandiginda nakledilen hiicrelerden
fonksiyonel kemik ve kikirdak formasyonu gelistigi tespit edilmistir. Benzer olarak
osteogenezis imperfektali ¢ocuklara kemik iligi hiicreleri asilandiginda yan etki
goriilmedigi gibi lic ay sonra osteoblast sayisinda belirgin artis, yeni lameller kemik
olusumunda ve tiim viicut mineral igeriginde ylikselme saglanmistir. Bunlara ek
olarak kirik sikliginda azalma olup viicut biiylime oran1 artmistir [9, 35].

Shirley ve ark. yaptiklar1 deneyde florasan ile isaretli kok hiicreleri sistemik
olarak tavsanlara vermisler, isaretli bu hiicrelerin kemik kiriginin tamirinde rol
aldiklarim1 tespit etmislerdir. Bu ¢alisma, onarimda faaliyet gosteren bazi

osteoblastlarin kemik kirigindan uzak bolgelerdeki kemik iligi veya diger dokulardan
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kan dolasimina katilarak kirik bolgesine gelen kok hiicrelerden kaynaklandigini
ispatlamaktadir.

Tiimor, travma ve deformitelere bagli olusan kemik defektleri maksillofasiyal
cerrahlar i¢in 6nemli bir sorun olarak karsilarina ¢ikmaktadir. Biiyiik ve kompleks
morfolojideki defektlerin onariminda bu patolojiler klinik zorluklara neden
olmaktadir. Otojen greftler altin standartta olarak kabul edilse de yetersiz kemik
hacmi, donér saha komplikasyonlar1 ve olusturduklar1 deformiteler ile cerrahi
sonrasinda sebeb olduklar1 rahatsizliklar nedeniyle kullanimlar1 kisithidir. Doku
mihendisligi; bilimsel prensipler 1s18inda biyomateryaller, hiicreler ve faktorleri
birlikte veya ayr1 ayr1 kullanarak yasayan dokularin tasarimi, yapimi, modifikasyonu
ve gelisimini saglamaktadir. Osteogenezisi artirmak icin hiicreler verici sahada
herhangi bir soruna sebeb olmadan tanimlanmis bir¢ok otolog kaynaktan elde
edilebilmektedir. Alinan kisith sayidaki hiicreler doku miihendisligi yontemleri ile
cok bilylik sayilara kadar c¢ogaltilabilmektedir. Son zamanlarda kraniofasiyal
rejenerasyonda mezensimal kok hiicre kullanilarak bircok hayvan ¢alismasi

yapilmaktadir [35].

2.8. MANYETIZMA VE MANYETIiK NANOPARTIKULLER

Nanopartikiiller kataliz, manyetizma ve elektronik gibi bir¢ok alanda var olan
dikkat ¢ekici 6zelliklerinden dolay1 ¢ok kez ¢alisilmistir. Endiistriyel uygulamalarda;
manyetik motor kapaklari, banka g¢eklerindeki manyetik miihiirler, manyetik kayit
ortami, manyetik rezonans fark ortami gibi ve biyomedikal uygulamalarda; kanser
tedavisinde kullanilan terOpatik ajanlar gibi bir¢cok alanda kullanimlar biiylik yer
kaplamaktadir [38].

Her wuygulama alan1 farkli o6zellikler gerektirmektedir. Biyomedikal
uygulamalarinda  oda  sicakliginda  siiperparamanyetik ~ Ozellik  gosteren
nanopartikiiller tercih sebebidir. Dahas1 biyolojik uygulamalarda, tibbi teshis ve
tedavide kullanilacak manyetik partikiillerin su, nétr pH’ da ve fizyolojik tuz
kosullarinda kararli olmasi zorunludur.

Biyomedikal kullanimlarda boyu 100 nm’ den kii¢clik partikiilleri

uygulamanin en Onemli avantajlari; ligantlarin yiizeye kolaylikla tutturulmasim
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saglayacak yiiksek etkinlikteki yiizey alanlari, yiiksek kararlilikta diisiik ¢okme
hizlar1 ve gelismis dokusal difiizyon gostermeleridir. Cok yiiksek manyetik 6zellige
sahip nikel ve kobalt gibi maddeler, oksitlenme zaaflar1 ve toksisiteye neden olmalari
nedeniyle biyolojik uygulamalarda ¢ok ilgi ¢cekmezler [38].

Sonug olarak, kullanima getirdikleri kolayliklar ve kazandirdiklar1 6zellikler
sebebiyle biyomedikal alaninda kullanimlar1 arastirilan ve hizla yayginlagan
manyetik nanopartikiillerin kullanildig1 tibbi konular sunlardir; in-vivo teshis amacl
manyetik rezonans goriintiileme, in-vivo tedavi amaclh kontrollii ila¢ uygulamalari,
hipertemi, gen tedavisinde tasiyict vektor, yonlendirme ve tetikleme ajani olarak
kullanimlari, in-vitro teshis ve tedarik amacli c¢esitli biyolojik molekiillerin
izolasyonu ve saflastirilmasi.

Gilinlimiizde manyetik nanopartikiiller rutin olarak hedef organlar (akciger ve
karaciger) ve lenf nodiilleri i¢in kontrast ajan olarak goriintiilemede kullanilmaktadir.
Yeni gelismeler molekiiler goriintileme ve hiicre izleme {izerine fokuslanmistir.
Nanopartikiillerin yiizeyine islevsellik kazandirilmasi zor bir ¢alismadir. Diger bir
zorluk ise kan dolasim sisteminde uzun siire nanopartikiillerin gizli dolasmasi ve
iliskili ligantlarin tiimor hiicrelerinde spesifik internalizasyonudur [38].

Manyetizma, elektrik yiiklerinin hareketinden olusmaktadir. Biitlin
materyallerin manyetik 06zelligi vardir ancak cogunun etkisi ¢ok kiigliktiir. Bir
atomun elektronlari, spin yada spin ve orbital hareketleri nedeniyle manyetik bir
moment kazanir. Kendi ¢evresinde doniis hareketi yapan yiikli bir kiirecige benzer
davranis1 atom ¢ekirdegi ve etrafindaki dolagsma hareketi yapan elektronlarin
yapmasi manyetik 6zellik kazanmasina neden olur [39]. Yoriingede donen bir
elektronun uygulanan manyetik alana cevabi maddenin spin konfigiirasyonu ile
belirlenmektedir. Her birimin manyetik momenti elektron spinlerinin, elektronlar arasi
stiper degisken etkilesimlere bagl olarak kendiliginden dizilimleri sonucunda ortaya
cikar [40]. Boylece manyetik dipollerin yonlenmesiyle miknatislanma meydana gelir.
Manyetik alan arttikca dipollerin yonlenme derecesi fazlalagir ve harika siralanima
ulaginca doygunluk miknatisligi saglanir. Manyetik partikiiller 1’den 100 nm boyuna
kadar degisen skalada metal ve metal oksitlerden meydana gelmektedir. Bu metal ve

metal oksitler Ni, Co, Fe, Fe3O,4 ve Fe,O3’den olusmaktadir [38].
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Manyetik nanopartikiillerin sentezinde medikal gézlem kullanimlari i¢in ¢ok
sayida kimyasal metot kullanilmaktadir:

e Mikroemiilsiyon

e Sol-Jel Sentezi

e Sonokimyasal Reaksiyon

¢ Hidrotermal Reaksiyon

e Prekiirsorlerin Hidrolizis ve Termolizisi

e Akis Injeksiyon Sentezi

o Elektrospray Sentezi

Stiperparamanyetik nanopartikiillerin iiretimi kolloidal yapilar1 sebebiyle
karmagik bir siirectir. Ilk temel sorun monodispers olarak manyetik taneciklerin
uygun boyutta olusumu i¢in deney sartlarinin belirlenmesidir. Ikinci dnemli nokta ise
ultrasanrifikasyon, biiylikliik ayirma kromotografisi, manyetik filtrasyon ya da akis
alan1 egimi gibi karmagik bir saflagtirma prosediiri olmadan {iretilebildigi
tekrarlanabilir bir uygulamanin sec¢imidir. Bu yontemler yakin aralikta boyut
dagilim1 ve homojen kompozisyonda partikiillerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir.
Ancak manyetit tiretimi i¢in en sik kullanilan metot demir tuzlarinin kimyasal ikili
¢oktiirme yontemidir [38].

Manyetit (Fe3O4) nanopartikiillerin yiiksek manyetik momente sahip olmalart,
toksik olmamalar1 ve kolay sentezlenebilmeleri gibi avantajlar1 sebebiyle manyetik
demir oksit nanopartikiilleri biyotip alaninda ¢ok tercih edilen bir malzeme haline
gelmistir. Manyetik nanopartikiillerin en 6nemli avantaji ortamda manyetik alan
kullanimiyla kolaylikla ayristirilabilmeleridir. Bu 6zelliklerine ek olarak fiziksel
ortamlarda kararliligin1 korumas1 ve biyomedikal uygulamalarda kullanilmak {izere
yilizeyine biyolojik bir molekiil eklenebilmesi i¢in polisitiren, polietilen glikol,
polivinil alkol ve kitosan gibi degisik dogal ve sentetik polimerler ile
islevsellestirilerek kompozit yapilari olusturulmaktadir [38].

Giliniimiizde manyetik partikiillere yeni fonksiyonlar kazandirmak, inert bir
yapt olusturmak, manyetik ¢ekirdegin oksidasyonunu engeliyerek manyetik
ozelligini kaybetmeyecek inert bir dis kabuk olusturmak i¢in yeni denemeler i¢ine

girilmistir. Bunun sonucunda altin, giimiis gibi metalik malzemelerle kapli manyetik
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nanopartikiiller ortaya ¢ikmistir [41]. 1lk olarak 2001 yilinda Cui ve arkadaslar1 bu
yeni kompozit partikiilleri olusturmuslardir [42].

Altin hem insan hem hayvan uygulamalar1 i¢in biyouyumlu olmasi, toksik
olmamasi, kimyasal kararli olmasi ve ylizey plasmon 6zelligi sebebiyle UV -goriiniir
bolgede bir absorpsiyon bandi vermesi gibi 6zellikleri nedeniyle en ¢ok kullanilan
kabuk malzemesi olmaktadir. Ayrica enzim, protein, DNA gibi biyolojik molekiiller
kovalent olarak altin yiizeyine su anki bulunan malzemelere nazaran daha giiglii
baglanabilmektedir. DNA ya da antikor gibi biyolojik molekiiller manyetik-altin
nanopartikiillere dogrudan baglanamazlar. Geleneksel baglanma yontemleri ikiye
ayrilir. Birincisi biyotinlenmis DNA kullanarak avidinle aktiflestirilmis manyetik-Au
nanopartikiillerine baglanma gergeklestirilmistir. Diger yontem ise altinin tiyole olan
ilgisi kullanilarak tiyol modifiye edilmis DNA gibi biyolojik molekiillerin
kullanilmasidir. Ikinci yontemde digerine gore daha az zaman ve emek harcanarak
sonuca ulasilmaktadir. Sonug olarak altin kabugunun biyolojik uygulamalara uygun
olmasi, gosterdigi optik Ozellii, manyetik cekirdek partikiiliin manyetik 6zelligi
nedeniyle hem altinin hem de manyetitin 6zelliklerinin birlikte kullanilabilecegi ¢ok

islevselli partikiiller ortaya ¢ikmistir [38, 41, 43].

2.9. MANYETIK NANOPARTIKULLERIN ALTINLA KAPLANMA
METODLARI VE BUNLARIN UYGULAMA ALANLARI

Altin kapli manyetik nanopartikiil elde edilmesi manyetik c¢ekirdek ve altin
kabuk olmak tizere iki ana prosesten meydana gelmektedir. Altin kapli manyetik
nanopartikiill sentez yontemleri iki sekilde yapilmaktadir. Bunlardan birincisi
manyetit partikiilleri ve bunun cevresini kaplayacak altin1 iceren sabit reaktorler
seklindeki ters micel yontemidir. Ters micel metodunda verim diisiik, iiretim zordur.
Ikinci metod ise hem magnetite nanopartikiillerin hem de kaplama isleminin sulu
fazda gerceklestirilmesidir. Demir tuzlarinin alkalin bir ortamda ikili ¢oktiirtilmesiyle
elde edilen manyetit nanopartikiillerinin kloraurik asit ile indirgenerek altin
kaplamanin yapilmasidir. Bu su fazli yontemde basit, hizli bir sekilde iiretilen

partikiiller su icinde dagitilabilmektedir. Bu metodda partikiil boyu, altin kabuk
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kalinlig1 ¢cok zor degerlendirilmektedir. Ayrica altin ile kaplanmis partikiiller ile
kaplanmamis manyetit nanopartikiiller ayn1 6rnek icinde var olup birbirinden
ayristirilmasi sorun olusturmaktadir [38, 41].

Uciincii bir metodda ise manyetit sentezi ve altin kaplamanin organik fazda
yapilmasidir. Demir (III) oleatin 1s1l bozulmasiyla meydana gelen manyetit
nanopartikiillere kaplayici bir ajan varliginda altin asetatin indirgenmesiyle kaplama
olusturulmaktadir. Organik yontemde partikiil boyu ve altin kabuk kalinlig1 kontrol
edilebilirken manyetik 6zellikleri zayif olup sulu ¢6zelti fazina gegtiklerinde ¢okme
gostermektedirler. Ek olarak islemde uygullanan coziicliler ¢evre dostu olmayip
biiyiik 6lgekte sentez de problem olusturmaktadir.

Partikiil boyutunu kontrol edip bulundugu sulu ortamda kararliligin1 saglamak
icin manyetik 6zellikteki ¢ekirdegin organik fazda altin kaplama isleminin sulu bir
diizenekte yapildigi sentez metodu gelistirilmistir. Bu metodda partikiil boyutu ¢ok
iyi kontrol edilirken tamamen kaplama islemi bir seviyede basarilmis olup
kararliliginin saglanmasi biitiiniiyle kesfedilememistir.

Manyetit nanopartikiil ylizeyini ¢epecevre kaplamayacak sekilde altin
nanopartikiillerin baglandig: altin-manyetit kompozitleri yapilmistir. Bu kompozitler,
protein ayirma, optik goriintiileme ya da kataliz gibi tam kaplama gerektirmeyen
uygulamalar i¢in kullanighh malzemelerdir. Bu tarz kompozitler amin ya da tiyol
gruplar1 gibi islevsel molekiilleri bulunduran manyetit nanopartikiil yiizeyine altin
nanopartikiillerin kovalent ya da gama 1smlart uyarilmasiyla baglanarak
hazirlanmaktadir. Bu metodla kompozit yapilarin kararliligini olusturabilecek
seviyede manyetit yiizeyine baglanan altin nanopartikiilii kontrol edememektedir.
Komple altin nanopartikiil ile kaplanmamis kompozitler manyetit cekirdegin
bozulmasi ya da okside olmasi sebebiyle ¢ok sinirli ¢cevrelerde kullanilabilmektedir.
Ogzellikle partikiillerin bir araya gelip aglemerasyon olusturdugu kan damarlarinin
tikanmasi gibi istenmeyen durumlarin olustugu in vivo uygulamalarda partikiil
aglemerasyon kararlilig1 ¢ok 6nemli bir konudur. Demir oksit kararliligini etkileyen
partikiil boyu, yiizey fonksiyonalitesi, pH ve iyonik gili¢ gibi parametreler oldugu
bilinmekte olup, Au-Fe3O4 kompozitler i¢in aglemerasyon kararliliginin neler oldugu

heniiz tam olarak bilinmemektedir [38, 41].
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Mandal ve grubu, migel ¢oOzeltisinde 13 nm boyutundaki Fe3zO4
nanopartikiillerini {iretip kararliligini korumak ve okside olmasini engellemek
amaciyla altin, glimiis gibi metallerle kaplamislardir. FesO4 nanopartikiillerini toksik
olmayan glukoz indirgeme ajan1 ile kaplayarak (Fe3Os)cekirdek-(AU)kabuk Ve
(Fe3Oa)cekirdek-(AQ)kabuk yapisinda partikiiller olusturmuslardir. Cesitli yontemlerle
karakterize ederek manyetik oOzellikleri degerlendirilmistir. Uretilen partikiillerin
MRI ve DNA sensorii gibi uygulamalarda kullanilabilecegini belirtmislerdir [44].

Cui ve arkadaslari, altin kapli manyetik nanopartikiilleri tireterek IgG ve IgM
antibadilerini partikiiliin yiizeyinde immobilize etmiglerdir. Kan i¢indeki HBV
antijenini gostermek i¢in bunlar1 kati faz substrat olarak kullanmiglardir. Yapilan
arastirmalar neticesinde bunlar1 immunolojik ve affinite esasl tayinler i¢in yeni bir
substrat olabileceklerini belirtmislerdir [42].

Wang ve arkadaslari, yetiskin bir siganin omiriliginden sinir kok hiicrelerini
eld etmisler ve elde edilen sinir kdk hiicresine altin kapli manyetik nanopartikiilleri
yikleyerek  manyetik rezonans  goriintilemede kontrast artirici  olarak
kullanilabilirligini ¢alismislardir. 20 hiicreyi bu partikiiller ile isaretledikten sonra
sicanlarin  omiriligine yerlestirerek 48 saat ve bir ay sonra MRI ile
goriintiilemiglerdir. Yaptiklar1 arastirmalar neticesinde altin  kapli manyetik
nanopartikiillerin giiclii kontrast artiric1 6zellikleri oldugunu ve nakledilen hiicrelerin
uzun siireli in vivo izlenmesi i¢in glizel MRI isaretleri olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir [45].

Jeong ve arkadaglari, maghemit (Fe,O3) nanopartikiillerini sentezleyip altin
tuzunu hiroksilamin ile indirgeyerek cevresinde altin kabuk olusturmuslardir. Altin
kapli bu manyetik partikiillerin yiizeyine karboksil iceren alkil tiyol grubu olan
merkaptohekzadekaniok asit (MHA) baglayarak pozitif yiiklii hekza-argin esteraz
(Arge-esterase) enzimi ile isaretlemislerdir. Esteraz enzimi takilmis bu altin kapl
manyetik partikiilleri ile p-nitrofenol butirat olan renkli substratinin kopma
(dissociation) hiz1 izlenerek enzimatik aktivitesini degerlendirmislerdir. Yiizeyinde
enzim immobilize partikiiller substrat g¢ozeltisiyle etkilestirilip UV-goriiniir alan
spektrumu ile p-nitrofenol butirat {riiniinin kopma hiz1 izlenmistir. Enzim
immobilize partikiiller manyetik etki yardimiyla ayrilip tekrar yeni bir substrat

cozeltisi ile etkilestirilerek tekrar tekrar bu partikiillerin kullanilabilirligi
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arastirilmistir. Yapilan bu ¢aligmalar neticesinde her bir manyetik ayirmadan sonra
enzim immobilize edilmis altin kapli manyetik nanopartikiillerin hicbir enzim
aktivitesinde azalma olmadan tekrar tekrar kullanilabildigini rapor etmislerdir [46].

Goon ve arkadaslar1 50-150 nm araliginda manyetit-altin kompozitleri
tiretmiglerdir. ~ Manyetit nanopartikiilleri ikili ¢oktiirme metoduyla hazirlayip
manyetit nanopartikiillerin yiizeyini biyouyumlu polietilenimin ile kaplayarak 2 nm
boyutundaki altin nanopartikiillerin bu yilizeye baglanmasimi gerceklestirmislerdir.
Partikiilerin  aglemerasyona kars1 kararliligini  PEI ile saglarken altin
nanopartikiillerin manyetit yiizeyine baglanmasiyla manyetit ¢ekirdegin kimyasal
saldirilarina karsi koruyucu bir tabaka meydana getirmislerdir [47].

Pham ve arkadaslari 15-40 nm boyutundaki altin kapli manyetik
nanopartikiilleri sitrat indirgeme ajani kullanarak iiretmislerdir. Manyetit ¢ekirdegi
Fe?* ve Fe®* tuzlarinm kuvvetli bir alkalin ¢dzeltisi ile ikili ¢oktiiriilmesi sonucu
meydana getirerek bu manyetit ¢ekirdegi sitrat ile stabilize edip altin tuzunu ilave
ederek kaplama gergeklestirmislerdir. Elde edilen altin kapli manyetik
nanopartikiiliin ylizey plasmon resonans peak Ol¢limii 528 nm olarak rapor
etmislerdir. Urettikleri bu partikiilleri IgG proteininin biyolojik ayirma isleminde
kullanmiglardir. Bu uygulama ile 400 ng/ml konsantrasyonunda %35 en yiiksek
verimde IgG ayrimi saglamiglardir [48].

Liu ve arkadaslari, hiicre ayirma gibi biyomedikal uygulamalar i¢in polyol
prosesi ile es boyutlu altin kapli manyetik nanokristalleri tiretmislerdir. FezOs-Au
nanokristallerinin yilizeyi karboksil gruplanyla islevsellestirlmis ve {izerine
karbodimid aktivasyonu ile FITC’li streptavidin immobilize etmislerdir. Hazirlanan
bu nanokristeller, hiicre karisgimlar iginde biyotinli anti CD** antibadisi baglanmus
hiicrelere yiiksek segicilik ve verimde baglanarak hiicrelerin ayrilmasi basarilmistir.
Bu sekilde sican dalagindan izole edilmis CD* T lenfositlerine fiiretilen bu
partikiillerin baglanabilirligi kontrol edilmistir. Yapilan ¢aligmalar neticesinde bu
partikiillerin biitiin dalak hiicrelerinden CD*" T lenfositlere yiiksek segicilikte
baglandigini tespit etmislerdir. Boylece bu nanokristallerin, hiicre ayirma islemleri
i¢cin kullanighh malzemeler olabilecegi ek olarak c¢esitli hastaliklarin tanisi, izlenmesi
ve tedavisini kapsayan biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecek malzemeler

oldugu belirtilmistir [49].
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Pita ve arkadaslari, kobalt ferrit nanopartikiillerini ireterek, altin tuzunun
tekrarlamali indirgenmesiyle es boyutlu suda dagilabilir 21-29 nm araliginda altin
kapli manyetik nanopartikiilleri meydana getirmisserdir. Tiyol modifiye edilmis
peptit niikleik asit oligomerleri ile bu partikiilleri islevsel hale getirip ¢ozeltideki
hedef DNA molekiilii ile hibridizasyonunu Rodamin 6G floresan isareti ile
degerlendirmislerdir. Tek niikleotit mutasyonu da arastirilarak uzun siiren DNA
genotipleme uygulamalart i¢in biyosensér c¢alismalarinda bu partikiillerin
kullanilabilecegi bildirmislerdir [50].

Seino ve arkadaslart kompozit altin-demir oksit nanopartikiilleri
sonokimyasal bir metodla iiretip bunlar1 polietilenimin (PEI) gibi suda ¢oziinen
katyonik polimerle modifiye etmislerdir. Altin kapli manyetik nanopartikiiller PBS
gibi biyolojik sistemlerde kullanilan tamponlar i¢inde biiyiik topaklanmalar meydana
getirirler. Bu sebebten o6tiirii asidik soliisyon i¢inde kompozit bu nanopartikiillerin
dagilimmi PEI modifikasyonuyla gelistirmislerdir. PEI sayesinde partikiillerin
biyolojik tampon iginde topaklanmasini azaltarak elde edilen partikiiller 6zellikle
siilfiir iceren amino asitlerle etkilesime girerek disaridan bir manyetik alan
uygulanmasi ile ¢ozelti i¢inden toplanabildigini gostermislerdir. Bu esnada da
partikiiller PEI sayesinde pozitif yiik yiiklenmislerdir. Boylece elde edilen bu
kompozit nanopartikiiller PEI ile modifiye oldugunda hem Au-S bag1 yapabildigini
hem de tampon ¢o6zeltiler iginde iyi dagilim gosterdigini rapor etmislerdir [51].

Polietilenimin (PEI) gibi suda ¢6ziinen hem amino hem imin gruplarma sahip
olan katyonik polimerlerle de elektrostatik olarak manyetik-altin nanopartikiilleri
kaplanabilmektedir. Sun ve arkadaslari, PEI modifiye edilmis Fe3O4-Au
nanopartikiilleri iireterek bunlarla memeli hiicrelerinin genomik DNA’nin yiiksek
verim ve saflikta ekstraksiyonu ve DNA’nin serbest birakilmasini basarmislardir [43].

Manyetik altin kapli nanopartikiiller in vivo gen ve ilag salimi
uygulamalarinda tasiyict olarak da tercih edilmektedirler. Jafari ve arkadaglari, ters
micel yontemiyle elde ettikleri manyetik-altin nanopartikiilleri ilag salimi ve MRI
icin biyouyumlu poligliserol ile kaplamislardir. Manyetik 6zellikleri incelenerek
MTT ile hiicreye toksik olmadigimi ve biyomedikal uygulamalar i¢in uygun bir

tastyict olabilecekleri belirtilmistir [52].
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Silva ve arkadaslari, 9nm boyunda demir oksit nanopartikiilleri
mikroemiilsiyon metodu ile {iretip indirgeme ajani olarak glikozu tercih etmislerdir
ve altin ile kaplamay1 gerceklestirmiglerdir. Yeni bir altin ¢ekirdek olusumundan
sakiip altin kabugun olusumunu kontrol ederek cesitli metodlarla karakterize edip
kaplama sonucunda manyetik 6zelliginde azalma oldugunu gostermislerdir [53].

Stiperparamanyetik demir nanopartikiilleri (SPION), hiicre isaretleme ve
ayirma, manyetik rezonans goriintiileme (MRI), ila¢ salim1 ve manyetik hypertermia
gibi biyomedikal alanlarda ¢ok kullanilmaktadir. Bu partikiilleri altin ile kaplayarak
ve biyolojik molekiiller ile fonksiyonel hale getirerek biyomedikal kullanimlarda
cesitli firsatlar olusmaktadir. Suda dagilan altin kapli demir oksit nanopartikiilleri
genellikle manyetik ¢ekirdek yiizeyinde Au®* iyonlarinin hidroksilamin ya da sitrat
ile tekrarli indirgenmesiyle sentezlenmektedir. Lu ve arkadaslar1 sitratla Au®*
iyonlarint manyetik nanopartikiil cekirdekleri yiizeyinde indirgeyerek altin ile
kaplamay1 olusturmuslardir. Bu partikiillerin manyetik 6zelliklerini inceleyerek saf
altin nanopartikiillerde herhangi bir manyetik 6zellik gbézlenmezken, altin kaph
manyetik partikiillerinde siliperparamanyetik 06zellik gozlendigini belirterek bu
partikiillerin manyetik ayirma ve saflagtirma gerektiren biyomedikal calismalarda

kullanilabilecegini bildirmislerdir [38, 54].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismadaki cerrahi islemler, Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 ve
Aragtirma laboratuarinda yapilmistir. Bu c¢alismada kullanilan jelatin sponge
(GelSpon-P ®) doku iskeleleri Kirikkale Universitesi Plastik, Rekontriiktif ve Estetik
Cerrahi A.D.nda hazirlanmistir. Calismada kullanilan rat kemik iligi kokenli
mezensimal kok hiicreleri Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Bankasi laboratuarinda
izole edilip Kirikkale Universitesi Biyoloji Béliimiinde Hiicre Kiiltiirii laboratuarinda
cogaltilmigtir ve cerrahi esnasinda doku iskelesine kok hiicreler emdirilip implante
edilmistir. Calismanin histomorfometrik degerlendirmeleri Hacettepe Universitesi
Histoloji Anabilim Dali’nda, mikroCT incelemeleri Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali’nda, gergeklestirilmistir. Caligmada alinan kan
ornekleri Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda
incelemeye tabii tutulmustur.

Calisma igin Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan
2011/51-5 karar numarast ile etik kurul onay1 alinmistir.

Caligmada 250-300 g agirliginda, toplam 37 adet erkek Wistar-Albino rat
kullanilmistir. Denekler veteriner hekim idaresindeki Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 {nitesinden temin edilmistir. Calismada ayni ¢evresel ortamda
yetistirilmis, ratlar kullanilmigtir. Deney dncesi 20-21 °C sicaklikta 12 saat aydimlik,
12 saat karanlik ritmine tabi tutulup siganlarin anestezi uygulamasindan 2 saat

oncesine kadar gidaya serbest erisimleri saglanmastir.

3.1. DENEY GRUPLARI

Scafold grubunda toplam 7 adet, Scafold + Manyetik yiiklii altin kaph
nanopartikiil grubunda toplam 12 adet, diger gruplarin her birinde toplam 6 adet
olmak {izere negatif kontrol grubu dahil toplam bes grup olusturulmustur. Tiim

deneklerde 6 mm’lik kranial defekt olusturulduktan sonra gruba spesifik islemler
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yapilmistir. Dordiincii haftada Scafold + Manyetik yiiklii altin kapli nanopartikiil
grubundan 6 adet, diger her bir gruptan 3 adet rat sakrifiye edilip incelemeye
alinmistir. 16. Haftada Scafold grubundan 4 adet, Scafold + Manyetik yiiklii altin
kapli nanopartikiil grubundan 6 adet, diger her bir gruptan 3 adet olmak {izere ratlar
sakrifiye edilip gerekli histolojik, biyokimyasal ve radyolojik incelemeye tabii
tutulmustur.

Negatif Kontrol Grubu: Toplam 6 adet rat kontrol grubuna dahildir. Bu
grupta 6 mm’lik kranial defekt olusturulduktan sonra defekt onarimai i¢in ek bir islem
yapilmadan sekonder iyilesmeye birakilmistir, gruptaki ratlarin 3 adeti 4. Haftada
geri kalan 3 adeti ise 16 haftada sakrifiye edilerek incelemeye tabii tutulmustur.

Otogreft Grubu: Bu grupta toplam 6 adet rat kullanildi. Standart olusturulan
kranial defekt sonrasi, olusan defekt ¢ikartilan kemik pargasi ile tekrar onarilip 4.
Haftada 3 adet ve 16. Haftada 3 adet olmak {izere sakrifiye edilip gerekli incelemeler
yapildi.

Scafold Grubu: Bu grupta toplam 7 adet rat kullanildi. Standart kranial
defekt olusturulduktan sonra, kranial defekt icerisine 6 mm capta hazirlanan jelatin
sponge (GelSpon-P ®) doku iskelesi yerlestirilerek 4. Haftada 3 adet, 16. Haftada 4
adet olmak iizere sakrifiye edilip incelemeye tabii tutuldu.

Scafold + Kemik iligi Kokenli Mezensimal Kok Hiicre Grubu: Bu grupta
toplam 6 adet rat kullanildi. Daha 6nce rat femurundan izole edilip ¢cogaltilan kemik
iligi kokenli mezensimal kok hiicreleri cerrahi esnasinda, 6 mm c¢apta hazirlanan
jelatin sponge (GelSpon-P ®) doku iskelesine, mikropipet ile 50 mikrolitresinde
1.000.000 hiicre olan medium emdirilerek yerlestirildi ve daha sonra standart olarak
olusturulmus olan karinal defekt igerisine bu scafold yerlestirildi. Onarim sonrasi 4.
Haftada 3 adet ve 16. Haftada 3 adet olmak {izere ratlar sakrifiye edildikten sonra
gerekli incelemeler yapildi.

Scafold + Manyetik yiiklii altin kaph nanopartikiil grubu: Bu grupta
toplam 12 adet rat kullanildi. Daha 6nce rat femurundan izole edilip ¢ogaltilan kemik
iligi kokenli mezensimal kok hiicrelerine Doku Miihendisligi Boliimii’nde iiretilmis
olan altin kapli manyetik yiiklii nanopartikiiller Hiicre Kiiltlirii laboratuarinda
yiiklendi. Cerrahi esnasinda, 6 mm c¢apta hazirlanan jelatin sponge (GelSpon-P ®)
doku iskelesine mikropipet ile 50 mikrolitresinde 1.000.000 manyetik yiikli
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mezengimal kok hiicre olan medium emdirildi. Daha sonra standart olarak
olusturulmus olan kraniel defekt icerisine bu scafold yerlestirildi. Onarim sonrasi
kraniel defekt iizerine denk gelen cilde manyetik etki gosteren miknatis deney
stiresince sutiire edilerek orda kalmasi saglandi. Postoperatif 4. Haftada 6 ve 16.

Haftada 6 olmak {izere tiim ratlar sakrifiye edildi ve incelemeye tabii tutuldu.

3.2. KALVARYAL DEFEKT OLUSTURULMASI

Intraperitoneal ketamin (Ketalar®, 500mg 10ml flakon Pfizer; 90 mg/kg) ve
ksilazin (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Almanya; 10 mg/kg) ile genel anestezi
uygulandiktan sonra, kraniyumun dorsal kismi tras edilip lokal antiseptikler ile

temizlik saglanip ortiilmiistir (Resim 3.1).

Resim 3.1. Kraniyal defekt i¢in ameliyat bolgesi
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Sagital siitiirden uzak bir C insizyon ile kesi yapildiktan sonra deri, subkutan

doku ve periost kaldirilip parietal kemige ulagilmistir (Resim 3.2, 3.3).

Resim 3.3. Subkutan doku ve periostun flep seklinde kaldirilmasi
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Bu islemlerin ardindan 6mm ¢apli doner testere kullanilarak kalvaryal kemikte

6 mm ¢apinda standart boyutta kemik defekti olusturulmustur (Resim 3.4-3.7).

Resim 3.4. Kranial defekt olusturulmasinda kullanilan doner testere

Resim 3.5. Kemik defektinin olusturulmasi
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Resim 3.6. Kemik defektinin olusturulmasi

Resim 3.7. Standart Kalvaryal Defekt
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Kontrol grubunda 6 mm'lik kalvaryum defekti olusturulduktan sonra bu kisim
bos birakilmistir. Otogreft grubunda ise ayni yontemle kaldirilan 6 mm capli kemik
grefti yerine iade edilerek otogreft ile onarim gergeklestirilmistir. Scafold grubunda
kranial defekt igerisine 6 mm c¢apta hazirlanan jelatin sponge (GelSpon-P ®) doku
iskelesi yerlestirilerek onarim gergeklestirilmistir. Scafold + Kemik iligi kokenli
mezengimal kok hiicre grubunda daha once rat femurundan izole edilip ¢ogaltilan
kemik iligi kokenli mezensimal kok hiicreleri, cerrahi esnasinda, 6 mm c¢apta
hazirlanan jelatin sponge (GelSpon-P ®) doku iskelesine mikropipet ile 50
mikrolitresinde 1.000.000 hiicre olan medium emdirilerek yerlestirildi ve daha sonra
standart olarak olusturulmus olan karinal defekt icerisine bu kok hiicre emdirilmis
scafold yerlestirilerek onarim gergeklestirilmistir. Scafold + Manyetik yiikli altin
kapli nanopartikiil grubunda daha 6nce rat femurundan izole edilip ¢cogaltilan kemik
iligi kokenli mezensimal kok hiicrelerine Doku Miihendisligi Boliimii’nde iiretilmis
olan manyetik yiiklii altin kapli nanopartikiiller Hiicre Kiiltlirii laboratuarinda
yiiklendi. Cerrahi esnasinda, 6 mm ¢apta hazirlanan jelatin sponge (GelSpon-P ®)
doku iskelesine mikropipet ile 50 mikrolitresinde 1.000.000 manyetik yiikli
mezengimal kok hiicre olan medium emdirildi. Daha sonra standart olarak
olusturulmus olan karinal defekt icerisine bu manyetik yiikli kok hiicre emdirilmis
scafold yerlestirilerek onarim gergeklestirilmistir. Ayrica bu grupta onarim sonrasi
kranial defekt {lizerine denk gelen cilde manyetik etki gdsteren 2 mm kalinliginda 1

cm ¢aptaki miknatis sutiire edildi ve deney siiresince uygulandi (Resim 3.8-3.11).
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Resim 3.8. Olusturulan defektin scafold ile kapatilmasi

Resim 3.9. Olusturulan defektin scafold ile kapatilmasi
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Resim 3.10. Kemik stromal hiicre yiiklenmis doku iskelesi

Resim 3.11. Manyetik yiiklii altin kapli nanopartikiillerin yiiklendigi kemik stromal
hiicreleri igeren scafoldla onarilmis kemik defekt ve diisiik

magnetizmaya tabii tutulmasi.
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Baslangigta kaldirilan sub-periosteal flepler tanimlandigi sekilde 4/0 ipek

(nonabsorbable siitiir) ile kapatilip isleme son verilmistir (Resim 12).

Resim 3.12. Kranial Defektin son hali

3.3. KEMIK iLiGi KOK HUCRELERININ iZOLASYONU

Genel anestezi altindaki erkek siganlarin femur ve tibiasi ¢ikartilmistir. Femur
ve tibia, %5 penisilin/streptomisin (Sigma, Almanya) bulunan DMEM-F12 Ham’s
(Sigma, Almanya) igerisinde (tasima ortami) hiicre kiiltiir laboratuvarina
getirilmigtir. Laminer akis kabini igerisinde femur ve tibia icerigi tasima ortami ile
yikanmistir. Hiicreler 1200 rpm de 5 dakikada 2 kez yikanmustir. 25 cm? lik Petri
kaplarma 1x10° hiicre/cm? yogunlukta hiicre, %20 FBS (Fetal Sigir Serumu) (Sigma,
Almanya), %1 penisilin/streptomisin/gentamisin ve 2 mM glutamin (Sigma,
Almanya) bulunan DMEM-F12 Ham’s igerisinde 37 °C de %5 CO; igeren inkiibator
igerisinde kiltiir edilmistir. Kiiltiir kabina 48 saat sonra yapismayan hiicreler
uzaklastirllmig ve taze kiiltiir ortam1 ilave edilmistir. Kiiltiir ortamlar1 3-4 giinliik
arayla degistirilmistir. %70-80 konfliient olan kiiltiir kabindaki hiicreler, %0,25
Tripsin/EDTA (Sigma, Almanya) kullanilarak kaldirilmistir. Trypan mavisi ile
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canlilik ve hiicre sayis1 hesaplanmistir. Daha sonra Hiicre Kiiltiirii laboratuarinda

hiicre kiiltiirlerine 30 milyon hiicreye ulasana kadar pasajlar yapilmaistir.

3.4. ALTIN KAPLI MANYETIT NANOPARTIKULLERIN URETIMi

Uretilen manyetit nanopartikiiller bulundugu ¢ézeltide demir oksit yiizeyinde
Au** iyonlarmin hidroksil amin, trisodyum sitrat gibi ¢esitli indirgeyici ajanlar ile
indirgenmesi yontemiyle altinla kaplanmistir. Bu sentez g¢alismasi i¢in Dr. Filiz
Sayar’ m Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Doktora tezinde calistig

reaksiyon kosullar1 ve optimize ettigi prosediir degerleri temel alinmigtir [38, 41].

3.4.1. Manyetit (Fe3O4) Nanopartikiil Sentezi

Tez c¢aligmasit boyunca manyetik nanopartikiillerin {iretiminde ¢alisma
grubumuzda bulunan Filiz Sayar’in Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi
Yiiksek Lisans tezi kapsaminda kullandig: yiiksek sicaklikta mekanik karistirma ile
gerceklestirilen ikili ¢oktiirme yontemi kullanilmistir  [41]. Bu yontemle farkli
boylarda partikiiller tiretmek igin belirtilen tezde optimize edilmis degerlere en yakin
ve uygun degerler kullanilarak bir¢ok kez sentez yapilmistir [38].

Manyetit nanopartikiillerin {iiretiminde kullanilan reaktif demir tuzlar
FeClI2.4H20 ve FeCl3.6H20 ve ¢oktiirme ajani olarak kullanilan NaOH Sigma
(ABD) ‘dan satin alma yoluyla temin edilmistir. Partikiillerin aglomerasyonunu
onlemek ve kararliligini saglamak i¢in sentez sonrasi yine Sigma (ABD)’dan temin
edilen kati toz halinde TMAOH kullanilmistir. Biitiin deneylerde ultra saf su

kullanilmistir.
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3.4.1.1. Yiiksek sicaklikta mekanik karistirmal ikili ¢oktiirme yontemi

ile manyetit iiretimi

Sekil 3.1. Manyetit sentezi i¢in deney diizenegi.

(1) Vana, (2) Termogift, (3) Demir Cozeltisi ve NaOH Cozeltisi i¢in besleme agzi, (4) Reaktor, (5)
Mekanik Karistirici (6) Geri Sogutucu, (7) Su banyosu ve (8) Elektrikli Isitici.

Manyetik nanopartikiiller Filiz Sayar’m Hacettepe Universitesi Kimya
Miihendisligi Yiiksek Lisans tezinde optimize ettigi degerlere en yakin ve uygun
degerler (karistirma hizi hari¢) secilerek Fe(Il) ve Fe(Ill) iyonlarin NaOH gibi
alkali ortamda ¢oktiiriilmesiyle iiretilmistir.

Sekil 3.1.’de sematik olarak verilen deney diizeneginde nanopartikiillerin
tretimi i¢in izlenen yontem sOyledir: Dort boyunlu bir reaktdrde geri sogutucu
altinda, mekanik karistirici ve su banyosu kullanilarak, N atmosferinde, 80°C’deki
160 ml deionize su i¢gine yiiksek karigtirma hizinda 120 ml 1.25 M Fe** ve Fe** tuz
cozeltisi ile 120 ml 5SM NaOH c¢ozeltisi ilave edilmistir. Reaksiyonun hemen basinda
siyah bir ¢okelek olusumu gozlenmistir. Bu ¢ozelti 80°C’de 2 saat ¢ok yliksek
karigtirma hizinda kanstirlmistir. Manyetik ayirict (MCB 1200 Biomagnetic
Processing Platform, Sigris, Ingiltere) yardimiyla manyetik olan partikiiller ile
olmayan partikiiller birbirinden ayrildiktan sonra birka¢ defa su ile yikama islemi
uygulanmistir. 0.1 M’lik tetrametilamonyum hidroksit (TMAOH, Sigma, ABD)
cozeltisi ile stabilize edilerek 0.01 M’lik HNOg3 ile bir kere yikanmustir. 0.01 M’Iik
HNO; ¢ozeltisinde dagitilan nanopartikiiller 80-90°C’de ¢ozelti rengi kahverengi
olana kadar karistirilmigtir. Bu sekilde okside olan Fe3O,4 nanopartikiilleri 0.1 M’lik
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TMAOH c¢ozeltisi i¢inde siispanse edilip pH 11 olana kadar su ile yikanmistir.
Tetrametil amonyum ile stabilize edilmis okside Fe3O4 nanopartikiilleri

hazirlanmstir.

3.4.1.2. Kullanilan Maddeler

Altin kapli manyetit nanopartikiillerin {iretiminde indirgeyici ajan olarak
kullailan tri-sodyum sitrat Analar (Ingiltere)‘dan satin alma yoluyla temin edilmistir.
Altin tuzu gold (1) chloride trihydrate (HAuCl4.3H,0) Sigma-Aldrich (ABD)’dan
satin alma yoluyla temin edilmistir. Altin kapli olan ve olmayan partikiilleri ayirma
amaciyla kullanilan Okzalat ¢ozeltisi i¢in gerekli olan okzalik asit Merk (Almanya)
‘dan ve di-amonyum okzalat Merk (Almanya) ‘dan hidroklorik asit (HCl) Merk
(Almanya) ‘dan satin alma yoluyla temin edilmistir. Biitin deneylerde ultra saf su
kullanilmustir [38].

3.4.2. Sitrat  indirgeme Ajamyla  Altin Kaph Manyetik

Nanopartikiillerin Sentezi

Tez kapsaminda sentezlenen bu manyetik nanopartikiillerin altinla
kaplanmasinda  indirgeyici ajan  olarak trisodyum = sitrat  kullanilmistir.
Cekirdek/kabuk (Fe3Os/Au) yapisindaki nanopartikiillerin sentezi, ilk olarak
manyetik Ozellik gosteren manyetit (Fe3O,) nanopartikiillerin iiretimi daha sonra
bunlarin altin ile kaplanmasi olmak iizere iki asamada gergeklestirilmistir. 1.2 ml
tetrametil amonyum ile stabilize edilmis okside Fe3O, nanopartikiilleri 100 ml
deionize su i¢inde siispanse edilip, 0.7 ml 0.155 mM’lik trisodyum sitrat ¢ozeltisi
ilave edilerek sitrat iyonlariin OH" iyonlar1 ile degismesi i¢in 15 dakika sonike
edilmistir. Daha sonra ¢ozelti yiiksek karistirma hizinda kaynama noktasina kadar
isitilmastir. Cozelti ilk kaynama noktasina ulastiginda etrafini altinla kaplamak i¢in
Au*" iyonlarmm FesO4 nanopartikiillerinin etrafinda indirgenmesi igin 5 ml 12
mM’lik tetrakloraurat (HAuCls.3H,0) ¢ozeltisi eklenerek 15 dakika kaynama

noktasinda (96 °C) karistirilmistir. Bu siire sonunda ¢6zelti oda sicakligina gelinceye

41



kadar yiiksek hizda karistirmaya devam edilmistir. Baslangigta acik sar1 olan ¢ozelti
rengi kahverengi ve koyu renge donerek en son parlak kirmizi kahve olmustur. Elde
edilen nanopartikiiller 15000 rpm’de santrifiijlenerek miknatis yardimiyla manyetik
olan nanopartikiiller ile manyetik olmayanlar birbirinden ayrilmistir. Bu sekilde
manyetik 6zellik gostermeyen c¢ekirdeginde manyetit nanopartikiili igermeyen
sadece kiiresel altin nanopartikiiller uzaklastirilmistir. Bu islem birka¢ defa
tekrarlanmistir. Daha sonra altin ile kaplanmamis manyetit nanopartikiilleri altin
kapli olanlardan ayirmak i¢in her ikisi de manyetik 6zellik gostermesi nedeniyle
manyetik ayirma yapilamamistir. Literatiirde altin ile kaplanmamis manyetit
nanopartikiilleri ayirmak i¢in 1 M HCI ¢ozeltisi ile yikanip birkag kez de su ile
yikama islemi ile gergeklestirilmistir [42]. Ancak Liu ve arkadaslari altin kaph
manyetik nanopartikiillerin 2 M ve tlizeri HCI ¢ozeltisi iginde stabilitesini
incelemiglerdir. Yapilan ¢alisma sonucu hem manyetit nanopartikiillerin hem de altin
kapli manyetik nanopartikiillerin derisik asit ¢ozeltisi i¢inde hemen ¢dziindiigiinii
belirtmislerdir [49]. Bu nedenle altin kapli olmayan manyetit nanopartikiilleri kapl
olanlardan ayirmak i¢in karistm 0.02 M’lik okzalat ¢ozeltisinde 1 saat mekanik
karistirllmistir.  Okzalat ¢ozeltisi icersinde sadece manyetit nanopartikiillerin
¢oziindiigi literatiirde belirtilmistir [49]. Tekrar su ile santrifiijleme islemi yapilarak
siipernatant kisminda ¢oziinmiis manyetit nanopartikiillerin olmas1 nedeniyle ¢oken
kisimda altin kapli manyetik nanopartikiiller miknatis yardimiyla ortamdan
uzaklastirilmistir [38].

Dr. Filiz Sayar’n Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dalinda yaptigi doktora tezinde kullandigi yukarida
anlatilan regetedeki trisodyum sitrat, tetrakloraurat miktari, kullanilan nanopartikiil
miktar1 ve bunlara ek olarak farli boydaki partikiiller kullanilarak bunlarin altin
kabuk olusumuna etkileri ayrica incelenmistir. Trisodyum sitrat miktar1 0.155, 0.310,
0.078 mM olarak; tetrakloraurat miktar1 12, 24 mM olarak; altinla kaplanacak
manyetit partikiil miktar1 0.5, 1, 0.25 ml (100 pg/ml) olarak; 55, 155, 90 nm
boyutlarindaki manyetit nanopartikiiller kullanilmis ve altin kabuk olusumuna etkisi

aragtirilmistir [38].
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3.4.3. Altin Kaph Manyetik (Fe;Os/Au) Nanopartikiillerin Katyonik
Hale Getirilmesi

Sentezlenen altin kapli manyetik nanopartikiiller hiicre ile etkilesebilmesi igin
katyonik ozellik gostermesi gerekmektedir. Bu amagcla partikiillerin altin ylizeyine
pozitif 6zellik kazandirmak amaciyla, ‘kendiliginden yerlesen tek tabakalar’ (‘self-
assembyling monolayers’ — ‘SAMSs’) olusturacak kabiliyete sahip molekiiller
baglanmistir. Bunun igin bir uglarinda altin ile etkilesecek tiyol (SH) diger uglarinda
amino gurubu (NH2) bulunan molekiil olarak 2-aminoethantiyol secilmistir. Bu
molekiillerin “-SH” gruplartyla altin yiizeylere tek tabaka olusturacak sekilde
yerlesmeleri diger uglarindaki “-NH;” gruplari nedeniyle pozitif yiik saglamalar
ongorilmistir [38].

Niidome ve arkadaglart amin-modifiye edilmis 100 nm boyutundaki altin
nanopartikiilleri plazmid DNA ile etkilestirip kiiltlire edilmis kemik stromal
hiicrelerinde transfeksiyon etkinligini incelemislerdir. HAuCl4 ‘iin sodyum bor
hidriir (NaBH4) ile indirgenmesi ve 2-aminoethantiyol ilavesi sonucu ile katyonik
altin  nanopartikiiller = hazirlamiglar.  Sentez  regetelerinde =~ Au/NaBH4/2-
aminoethantiyol oran1 56:0.1:85 (mol/mol/mol) olarak rapor edilmistir. Partikiillerin
yiikiiniin zeta potansiyeli +36.2 mV olarak belirlemislerdir. Partikiillerin plazmid ile
kompleks olusturdugunda negatif bir potansiyel yiik olusturdugunu (-33.2 mV) rapor
etmislerdir [55]. Sonrasinda Zhang ve arkadaglar1 ayn1 regeteyi uygulayarak katyonik
altin nanopartikiilleri tiretmislerdir. Sentezlenen partikiillerin boyutu 10-48 nm arasi
degismekte olup zeta potansiyel ile yiikii +31.8 mV degerinde oldugu rapor
edilmistir [56]. Bu iki arastirma gurubu referans alinarak sentezlenen altin kapli
manyetik nanopartikiilleri 10 mM ve 1M aras1 de8isen 2-aminoethantiyol’ iin farkl
konsantrasyonlarinda muamele edip yiik degisimleri sonuglar boliimiinde rapor
edilmistir. Transfeksiyon amaglh kullanilacak potansiyel yiik degeri literatiire en
uygun olan katyonik altin kapli manyetik nanopartikiiller su sekilde sentezlenmistir:

Sentezlenen 100 ml altin kapli manyetik nanopartikiil ¢o6zeltisi ¢oken
partikiilleri tek bir tiipte toplaylp yogunlastirmak amaciyla 13000 rpm de siirekli
santrifiijlenmis ve iist faz siirekli atilip dipteki partikiiller alinarak 100 pg/ml
konsantrasyonuna sahip Iml stok c¢ozelti haline getirilmistir. 2-aminoethantiyol

¢ozeltisinin konsantrasyonu 20 mM ile 1M arast denenmis olup en iyi pozitif yiik
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veren konsantrasyon hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilmistir. En iyi sonug 400 pl
213 mM 2-aminoethantiyol ¢ozeltisi kullaniminda bulunmustur. Yukarida verilen
partikiil konsantrasyonuna sahip ¢ozeltiye 400 ul 213 mM 2-aminoethantiyol
¢oOzeltisini ekleyip oda sicakliginda 2 saat karanlikta karistirilmistir. 2 saatin sonunda
miknatisla partikiiller tiipiin yaninda tutulmus ve baglanmayan 2-aminoethantiyol
molekiillerini uzaklastirmak amaciyla partikiil harici sivi alinmig ve bu iglem birkag
kez tekrarlanmistir. Hazirlanan altin kapli manyetik yiikli, yiizeylerinde 2-
aminoethantiyol ile SAMs olusturulmus nanopartikiillerin Zeta Potansiyel ile yiikleri
tayin edilmistir ve sonucglar boliimiinde belirtilmigtir. Ayni partikiillerin boyut ve

UV/vis absorbsiyon spektrumu 6lgiimleri de sonuglar boliimiinde verilmistir [38].

3.4.4. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Hazirlanan manyetit ve altin kapli manyetik nanopartikiillerinin boy ve boy
dagilmlarin1 belirlemek igin Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, ingiltere) cihazi
kullanilmistir. Cihaz 6l¢iim yontemi olarak Dinamik Isik Sagilmas: (DLS)
kullanmaktadir. Dinamik 151k sagilmasi, mikro saniyenin onda biri ile mili saniye
zaman araliginda, ornek cozeltinin kiigiik bir kismindan sagilan 15181n zamanla
degisiminin Sl¢iilmesidir. Sentez sonrasi yikanip, santrifiijlenen partikiiller ultra saf
su kullanilarak seyreltilmis ve yaklasik 2 ml hacimli 6rnek ¢ozeltisi polistiren kiivet
icersine konulmustur [38].

Ayni cihaz, partikiilerin zeta potensiyallerini de vermektedir. Partikiil
yiizeyinden belli bir uzaklikta bulunan iyonlar hareket eden partikiil ile birlikte
stiriklenmemektedir. Bu uzakliga kayma diizlemi denilmekte ve bu aralikta 6lciilen
elektrik  potensiyeli zeta potansiyeli olarak tanimlanmaktadir.  Cihaz
mikroelektroforez teknigini kullanarak zeta potensiyeli dlgmektedir. Bu teknik bir
elektrik alani i¢indeki yiiklii partikiiliin hizinin Glgiilmesi esasina dayanmaktadir
[41]. Altin kapli manyetik partikiillerin ve katyonik altin kapli manyetik partikiillerin
yiiklerini belirlemek amaciyla zeta potansiyelleri 6l¢iilmiistiir.

Nanopartikiillerinin ~ kimyasal  yapist  Fourier Transform Infrared

Spektrofotometresi  (FTIR, Schimadzu, DR 8101, Japonya) kullanilarak
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belirlenmistir. Sentezlenmis olan partikiiller etiivde kurutulduktan sonra potasyum
bromiir (KBr) ile (agirlik¢a %1 olacak sekilde) karigtirilarak disk haline getirilmis ve
FTIR spekturumlar1 oda sicakliginda ¢ekilmistir.

Uretilen manyetit (Fe304) partikiillerin ve altin  kapli manyetit
nanopartikiillerin (Fe304/Au) karakterizasyonu ve kristal yapisinin belirlenebilmesi
icin X-151m1 kirmim difraktometresi (Rigaku D/MAX-2200 Ultima+/PC, Japonya)
kullanilmistir. Cu (bakir) kaynakli X 1smi tiipiine sahip cihaz ile “40kWx40mA”
giictinde, 15-100° araligindaki 26 agisinda partikiil spektrumlari ¢ekilmistir.

Nanopartikiillerin manyetik 6zelliklerinin bulunmasinda bir Titresimli
Manyetometre (Vibrating Sample Magnetometer, Fieldial Mark Il Varian, Almanya)
cihaz1 kullanilmistir. Etiivde kurutulmus olan 6rneklerin 0 — 20000 ve -20000 — 0
oersted (Oe) manyetik alandaki miknatislik degerleri, oda sicakliginda Sl¢lilmiistiir.
Manyetik alan i¢indeki partikiillerin manyetik 6zellikleri birim kiitle bagina manyetik
moment (emu) seklinde ifade edilmistir. Bu o6lglim tekniginde kurutulmus olan
Ornege sabit frekansta manyetik alan uygulanmaktadir. Eger 6rnek manyetik 6zellige
sahipse bir miknatis gibi davranir ve gegici bir manyetik akis nedeniyle iletken
cubugun icinde potansiyel farki olusur. Titresimli manyetometre bu potansiyel farki
Olgerek 6rnegin manyetik 6zelligini belirlemektedir [38].

Nanopartikiillerin manyetik o6zellikleri bir de Elektron Spin Rezonans
spektrometresi (ESR, Varian E-L X Band spectrometer, Almanya) kullanilarak
belirlenmistir. Vakum etiivii igerisinde kurutulmus olan 6rneklerin 1000-5000 G’luk
bir manyetik alanda oda sicakliginda ESR spektrumlar1 ¢ekilmistir. Ornek kavitesi
homojen, degeri dogrusal olarak degistirilebilen bir dis manyetik alan olusturan
elektromiknatisin kutuplar1 arasina konulmustur. ESR spektrumlari mikrodalga
frekans1 9.3 GHz ‘de sabit tutulup manyetik alan degistirilerek sogurma egrisinin
birinci tiirevi olarak ¢izdirilmistir.

Hiicre kiiltiirii asamalarinda kullanilacak olan manyetit ve altin kapli manyetit
nanopartikiillerin fiziksel yapisini, biiytikliiklerini goriintiilemek ve manyetik 6zellik
gosterip  gOstermedigini  anlamak amaciyla atomik kuvvet mikroskobu
(NanoMagnetic Instruments Ltd, Tiirkiye) kullamilmustir. Ornek, stok cdzeltiden
(yaklasik 100 pg/ml) 50 pl (manyetit icin) ve 10 pl (altin kapli manyetit icin)

alinarak ultrasonik banyoda 10 dk bekletilmistir. Daha sonra mika {izerine
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damlatilarak azot atmosferinde kurutulmustur. Mika {izerindeki 6rneklerin ol¢limi
manyetik 6zellik tasiyan kobalt kapli tipler kullanilarak MFM de yapilmistir. AFM
cihazinin yazilimi kullanilarak, XY eksenine goOre nanopartikiilerin boyutlari

hesaplanmistir [38].

3.5. WST METODU iLE SITOTOKSISITENIN BELIRLENMESI

Mezenkimal kok hiicreleri 48 well platelere her bir kuyucuga 10000 hiicre
diisecek sekilde ekim yapildi. Farkli miktarlarda (2,5, 5, 10, 20 ve 40 pg/ml) altin
kapli partikiil manyetik ilave edildi. 48 well plate li¢ farkli boliime ayrilarak ilk
boliime partikiil ilave edilmedi sadece medium eklendi. Ikinci boliime manyetik alan
15 dak. siire ile uygulandi ve tiglincii boliime sadece partikiil ilave edildi. 24 saat
sonunda her kuyucuga 15 pl WST-1 ¢ozeltisi ilave edilir. 37 °C’de 4 saat
inkiibasyondan sonra hiicre yasayabilirliginin tespiti i¢in 48kuyucuklu platelerin
absorbans yogunluk degerleri ELISA plate okuyucuda 420-480 nm’de okunur.
Yasayan hiicreler sar1 renk olustururken, 6lii hiicrelerde renk olusumu gozlenmez.
Kontrol grubu absorbans degerleri 100%o0larak kabul edilerek farkli konsantrasyonda

ki partikiillerin %canlilik degerleri hesaplanmigtir.

3.5.1. Hiicre icersine Floresein ile isaretli nanopartikiillerin aktarilmasi

Yukarida belrtildigi gibi hazirlanan mezenkimal kok hiicrelere floresein
baglanmis nanopartikiillerin hiicre icersine girip girmedigi, arastirilmasidir. Bunun
icinde yine yukarida belitildigi gibi 48 wellerde hiicreler hazirlanmigtir. Daha
sonrada 1mg/ml patikiiller 1uM floresein ¢ozeltisi igiersinde 1 saat karistirict ile
karistirtlmistir. Ardindan Partikiiller santrifiij ve miknatis (Resim 3.13) ile ortamdan
ayrildiktan sonra 0.15 M NaCl igersinde hiicrele uygulanmistir. Uygulandiktan 15
dakika sonra wellere 500 mikrolite serum igeren besi yeri ilave edilmistir. 4 saat
inkiibasyonun sonunda besi yeri wellerden alinarak PBS ile 3 kez hiicreler
yikanmistir. Son olarak da floresan inverted mikroskopta hiicreler FITC filitresi ile

incelenmistir.
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Resim 3.13. Yiizeyi islenmis miknatis

3.5.2. ikili boyama metodu ile Nekrozun belirlenmesi

Mezenkimal kok hiicreleri 48 well platelere her bir kuyucuga 10000 hiicre
diisecek sekilde ekim yapildi. Farkli miktarlarda (2,5, 5, 10, 20 ve 40 pg/ml) altin
kapli manyetik partikiil ilave edildi. 48 well plate ii¢ farkli boliime ayrilarak ilk
boliime partikiil ilave edilmedi sadece medium eklendi. Ikinci bliime manyetik alan
15 dak. stire ile uygulandi ve {i¢iincii boliime sadece partikiil ilave edildi. 48 saat
karbondioksitli etiivde 37 oC’ de 5%’lik karbondioksitli ortamda inkiibe edildi. Siire
sonunda well tabanindan kalkmis hiicreleri falkona toplanan hiicreler santrifiij edilir.
Stipernatan1 atilip ve iizerlerine ikili boyama soliisyonu (RNAse (2ul/ml), hoechst
33342(2ul/ml), propidium iodide (2ul/ml) 106 hiicreye 100ul soliisyon konuldu ve
20 dak etiivde inkiibe edildi. Lam {izerine damlatildiktan sonra lamelle kapatilir ve
floresan mikroskopta DAPI filitresi kullanilarak normal hiicreler ve FITC (480-520
nm dalga boyunda) nekroza ugramis hiicrelerin degerlendirilmesi yapilmistir. Well
tabanina yapisik hiicreler enzimle kaldirilmadan ayni islemlere tabii tutularak
incelenmistir. Degerlendirme Floresan mikroskopta (Leica DMI70, Almanya) 10
farkli alan (yaklasik 1000 hiicre) sayilarak ortalamasi alinmigtir ve nekrotik indeks
yiizde (%) olarak ifade edilmistir. Degerlendirmede normal nekrotik olamayan

hiicreler c¢ekirdekleri sonlik mavi, ¢ekirdekte DNA dagilmamis, hiicrede vezikiiller
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olusmamis olarak goriilmektedir. Kiiltiir kabinda ylizeye tutunan hiicreler
kaldirilmadan yukarida belirtilen floresan boyama soliisyonu 100 pl/well hiicrelere
uygulanarak da inceleme yapildi. 1Ikili boyama sonucunda normal hiicrelerin
cekirdekleri Hoechst 33342 floresan boyasi ile boyanmustir. Ikili boyamada
kullanilan diger boya propodium iyodid (PI) ise nekroza ugramis hiicreleri gostermek
amaci ile kullanilmistir. PI floresan boyasi normal de canli ve hiicre zarlarinda hasar
olmayan hiicrelere giremez ve bu hiicreler PI ile boyanmazlar. Fakat hiicre nekroza
ugradiginda veya hiicre zar1 hasar gordiigiinde hiicre igersine girer ve c¢ekirdegi
kirmiziya boyar. Floresan 151k (FITC veya kirmizi floresan 1s1k) altinda bakildiginda

nekroza ugrayan hiicrelerin hiicrelerin ¢ekirdekleri kirmizi renkte goriiliir.

3.6. MIKNATISLARIN HAZIRLANMASI

Kalinligi 2mm PVC kaplamali biikiilebilir 6zellikte magnet plakadan 1 cm.
capinda yuvarlak sekilli pul magnet “elde vurma zimba” ve “geki¢” yardimiyla

hazirlandi (Resim 3.14).

Resim 3.14. Magnetlerin hazirlanmasi
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Daha sonra bu elde edilmis olan 1cm.lik ¢aptaki pul magnet pargalarina “biz “
denilen igne gecirilecek yeri delmek i¢in kullanilan, agag¢ sapli, ucu sivri, ¢elikten

yapilmis alet ile kenarlarina tam 8 adet delik acildi1 (Resim 3.15).

Resim 3.15. Hazirlanan magnetlere uygun deliklerin agilmast.

Hazirlanmis 1 cm capta 2 mm. kalinlikta pul tarzindaki magnetlerin giicii
LakeShore marka 3-Channel Gaussmeter 460 model 46895 seri no’lu cihaz ile
olgiildii. Miknatislar temas yilizeyinde 500 gauss, 1,5 cm kagit kalinliginda 200 gauss
giiciinde olgiildii (Resim 3.16).

Resim 3.16. Miknatislarin giiciinii 6l¢en Gaussmeter
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3.7. DOKU iSKELELERININ HAZIRLANMASI

Scafold olarak gelatin sponge secildi (GelSpon-P ®). Defekte yerlestirilecek
doku iskeleleri; dermatom bigagi ile 3 mm. kalinlikta split edilen jelatin kopiik

plakadan 6mm. ¢apinda punch biyopsi bigagi yardimiyla hazirland1 (Resim 3.17).

Resim 3.17. Scafoldun hazirlanmasi

3.8. RATLARDAN ORNEKLERIN ALINMASI

Intraperitoneal ketamin (Ketalar®, 500mg 10ml flakon Pfizer; 90 mg/kg) ve
ksilazin (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Almanya; 10 mg/kg) ile genel anestezi
uygulandi. Transtorasik perkiitan enjektdr yardimiyla ratlardan intrakardiyak Scc.
kan alindi. Ratlara karbondioksit gazi ile 6tenazi uygulandi. Sakrifikasyon sonrasi

histolojik inceleme i¢in kemik drnekleri alindi.
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Daha sonra cilt flebi diseke edilerek cranium ve servikal bolge ortaya kondu.

Kraniumdaki temporal kaslar bilateral kaldirildi (Resim 3.18).

Resim 3.18. Ornek alinma islemi goriintiisii

Ayni sekilde oksibital bolgede oksibital kemige insersiyo yapan kaslar ve
ligamanlar serbestlestirilerek foremen magnum ortaya kondu. Tel kesme makasi
yardimiyla foremen magnumdan bagslayarak bilateral temporal ve frontal kemik
kesildi ve histolojik ©rnek alindi. Daha sonra histolojik ornekler formaldehit

solusyonuna yerlestirildi (Resim 3.19).

Resim 3.19. Ornegin iistten goriintiisii
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3.9. RADYOLOJIK DEGERLENDIRME

Deney gruplarindaki ratlarin 4. Haftadaki ve 16. Haftadaki genel anestezi
altinda gerceklestirilen sakrifikasyonlar1 sonrasi, kraniyal defektleri Hacettepe
tiniversitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dalinda SkyScan marka 1174 model
MicroCT’de ¢ekilerek kemik iyilesmesi degerlendirilmistir.

Formolda 5 giin 6rnekler bekletildikten sonra mikro CT ¢ekimleri yapildi.
Ornekler cihaza yerlestirildikten sonra;

¢ Resolution : 21 mikrometre

e Rotation step 0,50

e Averaging (frames) : 2

o Update flat-field before scanning, segenegi isaretleniyor.

o Partial width : 100%

(Cekim ayarlari ile goriintiileme yapildi.

Ham tomografi goriintiileri NRecon (Skyscan, Belcika) yazilimi ile
tomografik kesitlere dontistiirildii. Image J isimli agik kaynakli bir goriintii isleme
yazilimi i¢in yazilmig olan bir plugin yardimu ile her bir kesitteki kemik boslugunu
kaplayan dairesel bir alan ¢izildi. Her bir kesitteki alan interpole edilerek hacimsel
olarak kemik bosluguna kiiresel analiz hacmi yerlestirilmis oldu. Bu kiiresel hacim
icinde kalan ve belli bir yogunluga ulasmis olan remineralizasyon kisimlarinin

hacimleri hesaplandi.

3.10. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Deney gruplarindaki ratlarin 4. Haftadaki ve 16. Haftadaki genel anestezi
altinda gerceklestirilen sakrifikasyonlar1 sonrasi, Kkraniyal defektleri Hacettepe
tiniversitesi T1p Fakiiltesi histoloji Anabilim Dalinda incelenmistir.

Kalvariyal kemik oOrnekleri %10’luk tamponlanmis noétral formalin
cozeltisinde tespit edildikten sonra 1 ve 4 aylik Ornekler mikrotomografiye
gonderildi. Mikrotomografi sonras1 6rnekler De Castro ¢ozeltisinde (kloral hidrat,

nitrik asit, distile su) kontrollii olarak dekalsifiye edildi ve sabit vakumlu otomatik
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doku takip cihazi ile izlenerek parafine gomiildii. Her bloktan bes mikrometre
kalinliginda yirmi kesit alinarak ardisik olarak her kesit hematoksilen eozin (HE)
veya Masson trikrom (MT) ile boyandi. MT ile kompakt kemigin kirmizi, osteoid ve
kikirdagin yesil, hiicre sitoplazmalarmin eflatun boyandig1 yiiksek kontrastl goriintiiler
elde edildi. Kalvariyal defekt alani, bilgisayar ve dijital kamera (Leica DFC 480,
Westlar Almanya) baglantili Leica DMR (Westlar Almanya) marka 151k
mikroskobunda goriintiilendikten sonra defekt alan1 en kiiglik biiyiitmede saklanip
Qwin plus marka (Leica, Westlar Almanya) goriintii analiz programi ile kantitatif
olarak degerlendirildi. Defektteki yeni kemik alani iki sekilde kantitatif olarak
hesaplands. ilk olarak yeni kemik alan1 MT ile boyali 10 kesitte total milimetre kare
olarak olgiilerek normalize edilen deger kaydedildi. ikinci olarak 6lciilen yeni kemik

alani total defekt alanina oranlanarak elde edilen oran yiizde olarak kaydedildi [57, 58]

3.11. BIYOKIMYASAL PARAMETRELERIN DEGERLENDIRILMESI

Deney gruplarindaki ratlarin 4. Haftadaki ve 16. Haftadaki genel anestezi
altinda gergeklestirilen sakrifikasyonlar1 sonrasi, alinan kan numuneleri santrifiij
edildikten sonra -80 °C saklamp Kirikkale iiniversitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali’'nda Rat Spesifik ALP kiti (Rat Bone alkaline phosphatase) BALP
ELISA Kit, (China) kullanilarak dl¢timler gerceklestirildi.

3.12. ISTATISTIKSEL ANALIZ.

Elde edilen veriler SPSS 17 istatistik programi kullanilarak analiz edildi.
Bagimsiz degiskenler gruplar, bagimli degiskenler histolojik, biyokimyasal ve
mikrotomografik ol¢iimlerdir. Verilerin normal dagilip dagilmadigi ve varyanslarin
homojenligi Shapiro-Wilk testiyle degerlendirildi. Tiim veriler parametrik olmayan
testlerle (¢oklu karsilastirma i¢in Kruskal Wallis, ikili karsilagtirma i¢in posthoc
Dunn testi) degerlendirildi. Spearman korelasyon testiyle biyokimyasal,
mikrotomografik ve histolojik verilerin korelasyonu degerlendirildi. Tiim veriler
ortanca, minimum ve maksimum degerleriyle temsil edildi. Fark, p 0.05’ten kiiciik

oldugunda anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Birinci ayda c¢oklu karsilastirmada deney ve kontrol gruplari arasinda
histolojik parametreler olan defekt igindeki yeni kemik orami (p=0.016) ve mm?
cinsinden yeni kemik alani (p=0.016) anlaml1 farkliliklar gdsterdi. Mikrotomografi
ve kan ALP degerleri bu donemde gruplar arasinda anlamli farklilik géstermedi. Bu
sonug, ilk ayda kritik boyuttaki defektin heniiz kemiklesmeye baslamasi nedeniyle
ad1 gecgen Olglimlerin anlamli degerlere ulagmadigi bigiminde yorumlandi. Buna gore
birinci ayda magnetik taneciklerle MKH uygulanan grup (sirasiyla p=0.001 ve
p=0.001) otogreft grubundaki (sirastyla p=0.034 ve p=0.034) yeni olusan kemik alani
ve total defekte orani defektin bos birakildigi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bi¢imde daha fazlaydi. Birinci ayda altin standart olarak kabul edilen
otogreft grubundaki yeni kemik alanit ve bu alanin total defekt alanina orani bos
skafold uygulanan gruba gore anlamli bi¢imde fazlaydi (sirasiyla p=0.022 ve
p=0.022) (Grafik 4.1, 4.2, Resim 4.1, 4.2).

Dordiincii ayda c¢oklu karsilastirmada deney ve kontrol gruplari arasinda
histolojik parametreler olan defekt igindeki yeni kemik orani (p=0.028) ve mm?2
cinsinden yeni kemik alani1 (p=0.015) ile birlikte mikrotomografik 6l¢iim degerleri
(p=0.010) anlaml farkliliklar gosterdi. Bu donemde mikrotomografi degerleriyle
histolojik yeni kemik alami Olgiimleri bazi gruplarda orta derecede korelasyon
(p=0.005) gosterdi. Dordiincii ayda otograft uygulanan gruptaki yeni kemik miktari
ve bunun defet alanina orani bos birakilan defekt grubu (sirasiyla p=0.003 ve
p=0.005); bos doku iskelesinin uygulandigi grup (sirasiyla p=0.004 ve p=0.005) ve
magnetik partikiillerle MKH uygulanan gruba gore (kemik miktart anlamli farkl
degil, kemik orani i¢in p=0.049) daha ¢oktu. Dordiincii ayda mikrotomografik olarak
defekt alaninda Olgiilen kemik hacmi otogreft grubunda, MKH ve magnetik
partikiille MKH uygulanan gruplara gore daha ¢oktu (sirasiyla p=0.001 ve p=0.006).
Diger yandan dordiincii ayda mikrotomografik olarak yeni kemik hacmi MKH
uygulanan grupta bos defekt grubuna gore anlamli olarak daha fazla olarak 6l¢iildii

(p=0.020) (Grafik 4.1, 4.2, Resim 4.1, 4.2). Buna gore dordiincii ayda MKH’ler
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kritik buyiikliikteki kalvariyal defektte iyilesme saglasa da, altin standart olan
otogreft uygulamasinin diger gruplara gore daha ileri kemiklesme sagladig1 sonucuna
varildi.

Doku iskelesi (skafold) uygulanan gruplarda biyomalzemeye hafif ila orta
derecede bir doku yaniti oldugu saptanmistir. Daha 6nce biyomalzemenin doku
uyumu baska caligmalarimizda kantitatif olarak degerlendirilip biyouyumlu olarak
saptandigindan, bu c¢alismada skorlanmamistir. Biyomalzeme ¢everesinde lenfosit,
makrofaj ve yer yer yabanci cisim dev hiicreleri izlenmekle birlikte nekroza
rastlanmamistir. Bu sonuglara gore incelenen tiim zaman dilimlerinde otograft
uygulanan gruplarda aktif kemik yapimi en ileri seviyededir. Birinci ayda daha
belirgin olmak {izere magnetik partikiillerle MKH uygulanan gruplarda aktif kemik
yapimi altin standart olan otogreft uygulamasma yakin diizeyde belirgin bigimde
artmistir (Resim 4.1, 4.2, Grafik 4.1, 4.2). Buna ragmen gruplarin higbirisinde
dordiincii ayda kritik biiyiikliikteki kalvariyal defekt tam olarak kemiklesmemistir.

Bu durum literatiir ile uyumludur.
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Kontrol 1 ay

Otogreftl ay

Bos doku
iskelesi 1 ay

Doku
iskelesi
MKH 1 ay

Doku
iskelesi
Mgn-MKH
1ay

Resim 4.1. Orneklerin 1. Ay Histolojik Incelemedeki Mikoskopik Gériintiileri

Yukaridaki sol kolon HE, sag kolon MT ile boyali 1 aylik kalvariyal defekt alaninin cevre kemikle
sinir yaptig1 alana ait mikrograflardir. B’de defektin bos birakildigi kontrol grubunda kavite
kenarindaki kikirdak olusumu izlenmektedir. Otogreft, doku iskelesi-MKH ve doku iskelesi-magnetik
partikiil MKH gruplarinda kavitenin kenarindaki yeni kemik olusumunun kontrole gére daha fazla
oldugu izlenmektedir. Doku iskelesi gruplarinda biyomalzeme uygulanan alanlar takip sirasinda
eridiklerinden yerlerinde bosluklar kalmistir. KK: Kompakt kemik, TK: Trabekiiler kemik, BD: Bag
dokusu, I: Doku iskelesi, O: Osteoid, Ki: Kikirdak, Be: Beyin, HE: Hematoksilen eozin, MT: Masson
trikrom.
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Kontrol 4 ay

Otogreft4 ay

Bos doku
iskelesi 4 ay

Doku
iskelesi
MKH 4 ay

Doku
iskelesi
Mgn-MKH
4 ay

Resim 4.2. Orneklerin 1. Ay Histolojik Incelemedeki Mikoskopik Gériintiileri

Yukaridaki sol kolon HE, sag kolon MT ile boyali 4 aylik kalvariyal defekt alanmna ait
mikrograflardir. Otogreft, doku sikelesi-MKH ve doku iskelesi-magnetik partikiil-MKH uygulanan
gruplarda kavitenin osteoide zemin olusturan diizenli siki bag dokusu ile dolmakta oldugu ve
kenardaki yeni kemik miktarinin kontrol ve bos doku iskelesi grubuna gore daha fazla oldugu
izlenmektedir. Higbir grupta kavite tiimiiyle kemiklesmemistir. Doku iskelesi gruplarinda
biyomalzeme uygulanan alanlar takip sirasinda eridiklerinden yerlerinde bosluklar kalmistir. KK:
Kompakt kemik, TK: Trabekiiler kemik, BD: Bag dokusu, I: Doku iskelesi, O: Osteoid, Ki: Kikirdak,
Be: Beyin, HE: Hematoksilen eozin, MT: Masson trikrom.
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Grafik 4.1 A, B, C, D: A ve B’de birinci ayda, C ve D’de dordiincii ayda deney ve
kontrol gruplarinda defekt alanindaki kemik orani ve kemik alanina ait

tanimsal istatistikler goriilmektedir.
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Grafik 4.2. A, B, C, D: A ve B’de birinci ayda, C ve D’de dordiincii ayda deney ve
kontrol gruplarinda defekt alanindaki mikrotomografik kemik hacmi ve

kan alkalen fosfataz degerlerine ait tanimsal istatistikler goriilmektedir.

61



5. SONUC

Yapilan caligmada tiim deneklerde anestezi esnasinda veya postoperatif
donemde kayip gozlenmemistir. Yara yeri enfeksiyonu, greft enfeksiyonu gézlenmedi.

Birinci ay sonuglarina bakildiginda yeni kemiklesme oranlari incelendiginde
en iyl kemiklesmenin otogreft grubunda gerceklestigi saptandi. Manyetik yiiklii altin
kapli nanopartikiil yliklenmis mezenkimal kok hiicre-scafold grubunun otogreft
uygulanan grubu yakin sekilde kemiklesme orani gosterdigi saptandi.

Histolojik olarak scafoldun organizmaya herhangi bir olumsuz etkisi olmadigi
saptandi. Dordiincii ay sonuglari incelendiginde otogreft grubunun en iyi kemiklesme
oranina sahip oldugu gozlendi. Manyetik yiiklii altin kapli nanopartikiil yiiklenmis
kemik stromal hiicre-scafold grubunda bos scafold grubuna nazaran daha iyi
kemiklesme oldugu fakat bu kemiklesmenin otogreft grubu kadar olumlu olmadigi
saptandi.

Alkalen fosfataz degerleri ve yeni kemik olusumu agisindan istatistiksel
olarak bir korelasyon saptansa da anlamli bir farklilik bulunamadi.

Calismanin sonuglarina bakildiginda birinci ayda ¢oklu karsilastirmada deney
ve kontrol gruplar1 arasinda histolojik parametreler olan defekt i¢cindeki yeni kemik
orani (p=0.016) ve mm?2 cinsinden yeni kemik alani (p=0.016) anlamli farkliliklar
gosterdi. Mikrotomografi ve kan ALP degerleri bu donemde gruplar arasinda anlamli
farklilik gostermedi. Bu sonug, ilk ayda kritik boyuttaki defektin heniiz
kemiklesmeye baslamasi nedeniyle adi gecen Olgiimlerin anlamli degerlere
ulagsmadig1 bi¢iminde yorumlandi. Buna gore birinci ayda magnetik taneciklerin
yiiklendigi MKH wuygulanan grup (sirastyla p=0.001 ve p=0.001) ve otogreft
grubundaki (sirasiyla p=0.034 ve p=0.034) yeni olusan kemik alan1 ve total defekte
orant defektin bos birakildigi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bicimde daha fazlayda.

Birinci ayda altin standart olarak kabul edilen otogreft grubundaki yeni kemik
alan1 ve bu alanin total defekt alanina oram1 bos skafold uygulanan gruba gore

anlaml1 bigimde fazlaydi (sirasiyla p=0.022 ve p=0.022).
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Dordiincli ayda ¢oklu karsilastirmada deney ve kontrol gruplari arasinda
histolojik parametreler olan defekt icindeki yeni kemik orani (p=0.028) ve mm?2
cinsinden yeni kemik alani (p=0.015) ile birlikte mikrotomografik 6l¢iim degerleri
(p=0.010) anlamli farkliliklar gosterdi. Bu donemde mikrotomografi degerleriyle
histolojik yeni kemik alani Olglimleri baz1 gruplarda orta derecede korelasyon
(p=0.005) gosterdi. Dordiincii ayda otogreft uygulanan gruptaki yeni kemik miktari
ve bunun defekt alanina orani, bos birakilan defekt grubu (sirasiyla p=0.003 ve
p=0.005); bos doku iskelesinin uygulandig1 grup (sirasiyla p=0.004 ve p=0.005) ve
magnetik partikiillerin yliklendigi MKH-doku iskelesi grubuna gore (kemik miktari
anlamli farkli degil, kemik orami i¢in p=0.049) daha ¢oktu. Dordiincii ayda
mikrotomografik olarak defekt alaninda Olciilen kemik hacmi otogreft grubunda,
MKH-doku iskelesi ve magnetik partikiillerin yiiklendigi MKH-doku iskelesi
uygulanan gruplara gore daha ¢oktu (sirasiyla p=0.001 ve p=0.006). Diger yandan
dordiincti ayda mikrotomografik olarak yeni kemik hacmi MKH-doku iskelesi
uygulanan grupta bos defekt grubuna gore anlamli olarak daha fazla olarak ol¢iildii
(p=0.020). Buna gore dordiincii ayda MKH’ler kritik biiyiikliikteki kalvariyal
defektte iyilesme saglasa da, altin standart olan otograft uygulamasmin diger
gruplara gore daha ileri kemiklesme sagladigi sonucuna varildi.

Doku iskelesi (skafold) uygulanan gruplarda biyomalzemeye hafif ila orta
derecede bir doku yaniti oldugu saptanmistir. Daha 6nce biyomalzemenin doku
uyumu baska caligmalarimizda kantitatif olarak degerlendirilip biyouyumlu olarak
saptandigindan, bu c¢alismada skorlanmamistir. Biyomalzeme ¢evresinde lenfosit,
makrofaj ve yer yer yabanci cisim dev hiicreleri izlenmekle birlikte nekroza
rastlanmamistir. Bu sonuglara gore incelenen tiim zaman dilimlerinde otograft
uygulanan gruplarda aktif kemik yapimi en ileri seviyededir.

Birinci ayda daha belirgin olmak ilizere magnetik partikiillerin yiiklendigi
MKH-doku iskelesi uygulanan gruplarda aktif kemik yapimi altin standart olan
otogreft uygulamasina yakin diizeyde belirgin bigimde artmistir. Buna ragmen
gruplarin higbirisinde dordiincii ayda kritik biiyiikliikteki kalvariyal defekt tam olarak
kemiklesmemistir. Bu durum literatiir ile uyumludur.

Manyetik yiiklii altin kapl nanopartikiil yliklenmis MKH’lerin otogreft kadar

etkinlik gdsterememesinin bir nedeni de scafold {izerine yerlestirilen MKH’lerin
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tamaminin etkinlik gosterememesinden kaynaklanabilir. Kemik iligi hiicreleri her ne
kadar uygun ortamda alinip ¢ogaltilip tastyiciya yliklense de sonug itibari ile yabanci
bir organizmada uyumluluk problemi gostermis olabilir. Histolojik incelemede
nanopartikiilli MKH grubunda bu savi destekler anlamli inflamatuvar belirtegler,
hiicreler tespit edilmemistir.

Kritik boyuttaki kalvaryal kemik defektlerinin onariminda altin kapl
manyetik yiikli nanopartikiillerin kullanimi {imit vaat etmektedir. Daha kapsamli
arastirmalarin yapilmasi kritik biyiikliikteki kraniyal defektlerin onariminda fayda
saglayacaktir.

Yapilan ¢alismada manyetik partkiillerin mekzenkimal kok hiicrelere farkl
miktarlardaki partikiiller 15 dak manyetik alan uygulanarak toksik etkileri
incelenmistir. Sonuglar tablo 5.1°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, partikiil
toksistesinde en onemli etkenlerden birinin partikiil miktar1 oldugu tesbit edilmistir.
Diger onemli etken ise manyetik alan uygulanmasi oldugu gozlenmistir. Manyetik
alan demir igerikli partikiillerin well tabanina ¢dkmesini saglayan bir kuvvet
olusturmaktadir. Buda partikiillerin well tabaninda yapisik olan hiicrelerin igersine
girmelerini  saglayict bir etki yapmaktadir. Manyetik alan uygulandiginda
uygulanmayan gruplara gore toksisitenin yaklasik olarak %8 oraninda arttigi
gozlenmistir. Manyetik alan uygulamadan partikiiller ayni siire ile hiicrelerle

etkilestirildiginde toksik degerlerin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Tablo 5.1. 15 dakika manyetik alan uygulanmig ve uygulanmamig manyetik
partikiillerin mezenkimal hiiclererine toksisitesini (%canlilik oranlar)

gosteren tablo.

E:Lttiakri::ug /mi) Kontrol ~ Manyetik alan uygulanmis  Manyetik alan Uygulanmamis
40 100 55.19+0.48 62.36+0.97
20 100 66.32+0.53 69.89+0.76
10 100 74.91+0.65 79.92+0.75
5 100 81.72+0.32 88.88+0.56
2.5 100 86.24+0.24 93.96+0.34

Yapilan calismada yukarida belirtildigi gibi isaretlenmis manyetik partikiiller

farkli slirelerde manyetik alan uygulanarak mezenkimal kok hiicrelerine hangi
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oranlarda girdigi floresan atagmanli mikroskopun hem floresan filitresi hemde
normal 151k filitresi ayn1 anda kullanilarak tesbit edilmistir. Elde edilen oranlar tablo
5.2°te ve floresan mikroskop fotograflar1 Sekil 5.1°de verilmistir. 48 gozli kiiltiir
kab1 3 gruba ayrildi. Farkl siirelerde (5, 10, 30dak.) siire ile 1 gruba manyetik alan
uygulanmadi, ikinci gruba manyetik alan uygulandi ve iiglincli gruba yonlendirilmis
manyetik alan uygulandi. Elde edilen sonuglara gore hiicre igiersine partikiillerin
girmesinde partikiil miktarinin, manyetik alan uygulamasinin ve 0Ozelliklede

yonlendirilmis manyetik alan uygulamasinin etkili oldugu saptanmastir.

Tablo 5.2. Floresan isaretli manyetik partikiillerin mezenkimal kok hiicre kiiltiiriinde

15dak. inkiibasyonda hiicre igersine girme %oranlari.

Partikul miktar1 (ug/ml) Manyetik alan uygulanmamis Manyetik alan uygulanmis
2.3 5+1 9+1

5 102 1743

10 2143 3843

20 34+4 65+2

40 46+4 82+4

Tabloya bakildiginda diisiik oranlarda partikiil uygulandiginda hiicre igersine
alimim oranlarinin da farkli oldugu goézlendi. Fakat partikiil miktar1 arttiginda hiicre
igersine girme oraninin arttig1 gézlendi. Manyetik alan uygulandiginda hiicre igersine

giren partikiillerin oraninin arttig1 gozlenmistir.

Sekil 5.1 Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerinin mikroskop fotograflari.

A) Floresan partikiillerle etkinlestirilmemis kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreleri 1sik
mikroskop fotograflar1 B) Floresan isaretli manyetik partikiillerin kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicrelerine girdigini gosteren fotograf
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MMHKMtikiillerle etkilestrilmis Kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicreleri. Yesil olanlar floresan isaretli partikiilleri igersine almis hiicreleri
gostermektedir. Fotograflar Floresan mikroskobun FITC filitresinde ¢ekildi. Bar
45um gostermektedir.

Nekroz bir diger hiicre 6liim sekli olup hiicreler disaridan gelen etkilerden
aldiklar1 hasar sonucu Oliime gitmektedir. Yapilan calismada ayni toksisite de
oldugu gibi biitiin basamaklar ayn1 olup sadece son basamakta hiicreler floresan
Ozellikte Hoesth 33342 ve propodium iyodite (PI) boyalar1 igeren ikili ¢alisma
solusyonu ile boyanmistir. Bu boyalarda hoesth canli hiicrelerin ¢ekirdeklerini
maviye, PI ise 6li veya hiicre zar1 hasar gormiis hiicrelerin ¢ekirdeklerinin kirmizi
renge boyamaktadir. Elde edilen sonuglar tablo 5.3’te ve floresan mikroskop
fotograflar1 sekil 5.2 de verilmistir. Tablo 5.3 e bakildiginda toksisteden elde edilen
sonuglara yakin sonuclar elde edilmistir. Tabloda 15 dak. manyetik alan uygulanmis
gruplarin sonuglar1 verilmistir. Nekrotik etkinin partikiil miktar1 ile orantili olarak
arttig1 tesbit edildi. Manyetik alan uygulamanin nekrotik etkinin yiiksek oranda
artmasina neden oldugu tesbit edildi (Sekil 5.2). M manyetik alan uygulanmamis
grupta Ozellikle nekrotik etkinin belli bolgelerde kiimelendigi gézlenmistir. Sonug
olarak manyetik alan uygulamanin partikiillerin hiicre igersine yiiksek oranda ve

daha fazla hiicreye girmesini sagladig1 soylenebilir.

Tablo 5.3. Manyetik partikiillerin 15 dak. inkiibasyondaki %nekrotik hiicre sayisini

gosteren tablo.

rrlzitti::izug /ml) Kontrol Manyetik alan uygulanms Manyetik alan Uygulanmamis
40 3 47+3 362
20 2 3545 28+3
10 4 26+2 20+3
5 2 1942 13£3
2.5 2 9+2 S5+1
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Sekil 5.2. ikili boyama ile muamele edilmis kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicrelerinin mikroskop fotograflari.
A) Partikiillerle etkilestirilmemis kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreleri 151k mikroskop

fotograflari, B) Partikiillerle etkinlestirilip manyetik alan uygulanmamis kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hiicrelerdeki nekroza ugramis hiicrelerin florasan mikroskop fotograflari

Kirmiz1 olan hiicre ¢ekirdekleri (Propodium ile boyanmis) 6lii veya hiicre zari
hasar gormis hiicreleri gostermektedir. Fotograflar Floresan mikroskobun 480-

520nm filtresinde ¢ekildi. Bar 45um gostermektedir.
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6. TARTISMA

Konjenital ve edinsel pek c¢ok nedene bagh olarak, plastik cerrahi
kliniklerinde karsilasilan kalvaryal defektlerin onarimi hem hasta hem de hekim i¢in
bliyliik 6nem tagimaktadir. Giincel yaklasimda bu tiir defektler en ¢ok otogreft
yontemi ile onarilmaktadir. Tiim greftleme islemlerinde oldugu gibi bu yontemde de
uzun ve kisa vade de cesitli sorunlar ortaya cikmakta ve tedavinin sonuglarim
olumsuz etkilemektedir. Yara enfeksiyonu, kanama, parestezi, bolgesel doku hasari,
hareket etmede kisitlilik, verici kemikte kirik ve kronik agri ve kotii kozmetik
sonuclar greftleme yontemlerinden sonra karsilasilabilir. Bu tiir sorunlar1 agmak i¢in
giiniimiizde doku miihendisligi var olan defektleri onarmak i¢in doku uyumlu
iyilesmeye pozitif etkileri olan faktorleri barindiran yapay doku iskelesi tasarlayacak
teknolojiler gelistirmekte, kok hiicreleri kullanmakta ve bunlarin farklilasmasi ve
calismasini arttiracak sinyalizasyonu gelistirmektedir. Bizde sinyalizasyon yerine
manyetik etki ile kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreleri bir bolgede
toplamay1 ve kok hiicrelerin osteogenik yolda calismalarint doku uyumlu klinikte
kullanilan “gelatine sponge” doku iskelesi kullanarak arastirmak istedik. Caligmanin
sonucunda kok hiicrelere gore manyetik etki altinda manyetik yiikli altin kapl
nanopartikiillerin yiiklendigi kok hiicrelerin daha iyi kemik iyilesmesini sagladiginm

gozlemledik.

Kemik stromal hiicresi, kemik iyilesmesine olumlu katki yapabilecek birgok
faktorii barindirmaktadir. Taub, P. Ve arkadaslarinin yaptiklart c¢alismada kritik
biiyiikliikteki kalvaryal defektin onariminda mezenkimal kok hiicre kullanilmis ve

defektin kapatilmasinda deneysel olarak basari elde edilmistir [10].

Altin eski donemlerden beri hem iletken olmast hem de dokuya uyumlu
olmasindan dolay1 tip bilimlerinde tedavi yOnetimi igin yardimci ara¢ olarak
kullanilmaktadir. Miihendislikteki gelismeler var olan pek ¢cok maddeyi nanometre

seviyesine indirmekte ve oOzellikleri kaybolmadan nano seviyede maddelerin
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uygulamalarda  kullanimina olanak saglamaktadir. Giiniimiizde manyetik
nanopartikiiller rutin olarak hedef organlar (akciger ve karaciger) ve lenf nodiilleri
i¢cin kontrast ajan olarak kullanilmaktadir. Yeni gelismeler molekiiler goriintiilleme ve
hiicre izleme iizerine odaklanmistir. Genellikle son ¢alismalarda in vitro olarak kok
hiicrelerin  akiimiilasyonunu sagladig1 gosterilmistir. Uygulamalara getirdikleri
kolayliklar ve kazandirdiklar1 6zellikler sebebiyle biyomedikal alanlarda manyetik

nanopartikiillerin kullanimlar1 hizla yayginlasmaktadir.

Kollejen doku uyumlu, fizyolojik olarak parcalanabilir ve diger
makromolekiiler ve hiicrelerle uygun etkilesim saglayabilen iyi bir tiriindiir. Kollejen
stingerler kolay uygulanabilir, su emer Ozellikte ¢ok amach {riinlerdir. Jelatin,
kollojenin irriversible hidrolizinden elde edilmektedir. Suda ¢oziiniirliigii azaltmak

ve kaliciligini arttirmak amaciyla 1siya maruz birakilmaktadir [70].

Bu c¢alismamizda manyetik etki altinda manyetik yiikli altin  kaph
nanopartikiil yiiklenmis kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin doku iskelesi
“gelatine sponge” kullanilarak Kritik biiyiiklikteki kalvaryum hasarlarinin onarimina

olan etkisi aragtirildu.

Li Leo Ma ve arkadaslar1 yaptiklart bir calismada (2009) altin kaph
nanopartikiillerin dis yiizeyindeki dekstran kaplamasi ile partikiillerin kiimelesmesini
saglamiglar ve inflamasyon bdolgesindeki makrofajlarin  dekstrani  baglayan
reseptorleriyle bu nanopartikiil kiimelerini fagosite ettigini gostermislerdir. Bizim
calismamizda da hareketli manyetik etki altinda nanopatikiillerin hareketlendirilmesi
ve hiicre igine nanoOpartiikiillerin mekanik olarak yiiklenmesi yapilmistir. Bu
uygulamada nanopartikiiller tekli yapidadir, Li Leo Ma ise altin kapli nanopartikiil
kiimelerini kullanmistir. Hiicre i¢indeki bu partikiil kiimelerinin, hiicrelerin manyetik
yonlenmesi ve kiimelenmesinde daha fazla etkisi olabilecegi ve doku

rejenerasyonunu kolaylastirabilecegi goz 6niinde bulundurulmalidir [59].

Bir bagka deyisle, bu nanopartikiill kiimeleri yutturulmus kok hiicreler
intravendz uygulama sonrasinda yaralanan bolgeye disaridan uygulanan manyetik

etki altinda, s6z konusu bolgeye ¢ekilebilir [59].
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Yi Yang ve calisma arkadaslari yaptiklart bir galigmada transgenik yesil
floresan proteini (t-GFP) tasiyan ratlardan izole edilen kemik iligi kokenli
mezankimal kok hiicreler ile kranial defektlerin onarimini, jelatin doku iskelesi ve
bos defekt ile karsilastirmistir. Sonuglar gostermistir ki yalnizca jelatin doku iskelesi
kullanilan grupta, bos defekt grubuna gore kemik iyilesmesi daha yiiksektir, ancak
jelatin doku iskelesine t-GFP tasiyan kok hiicrelerin eklendigi grupta kemik
iyilesmesi daha erken ve daha Kkaliteli olmustur. Bu grubun histomorfolojik
incelemelerinde defekt alani i¢indeki hiicrelerin hem yesil floresan protein ile isaretli
kok hiicrelerden hem de isaretsiz olan konak kok hiicrelerden olustugunu
gozlemlenmislerdir. Calismada mikroCT ve histolojik analizlerle ortaya koyulmustur
Ki in vitro ekzojen biiyiime faktorleri eklenmeksizin gogaltilan ve kritik boyutlu rat
kalvaria defektleri i¢ine jelatin doku iskelesi ile transplante edilen rat kemik iligi
kokenli mezankimal kok hiicreler, ortopedik mikro ¢evreye yanit vererek in vivo
osteojenik yola girmiglerdir. Bizim ¢alismamizda da kok hiicrelerin bos defekt ve
jelatin doku iskelesine gore daha iyi kemik iyilesmesi gosterdigini histolojik olarak
gozlemledik [69].

Kang-Hsuan Chiu ve c¢alisma arkadaslarinin yaptiklari bir caligmada
vardiklar1 sonuca gore, statik manyetik alanin osteoblastik maturasyonu etkileme
mekanizmalarindan birisi membran akiskanligin1 azaltmak ve membran alaninda
bliylime faktorlerinin proliferasyonu tesvik eden etkilerini azaltmaktir. Bu sekilde
statik manyetik alan tedavisine tabi tutulan osteoblastlarin ¢ogalmasi engellenerek,
ALPase faaliyetinde bir artig saptanmis ve daha fazla morfolojik olarak olgunlagmis
osteoblastlar gozlemlenmistir. Dolayisiyla yazarlara gore statik manyetik alanlar
ortopedik rehabilitasyon igin potansiyel klinik araclardir. Bizim ¢alismamizda da
manyetik nanoparikiillerin yiiklendigi kok hiicrelerde yiiklenmemis kok hiicrelere
nazaran daha iyi kemiklesme oldugu tespit edilmistir. Manyetik nanopartikiillerin
yiiklendigi kok hiicre grubunda biz manyetik etkiyi deney siiresince uyguladik, bu
manyetik etkinin de kemiklesmeyi artiran bir etkisi oldugunu diisiindiik. Ancak bu

bulgunun desteklenmesi i¢in bagka in vivo ¢aligmalara gereksinim vardir [60].
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Giincel literatiir arastirildiginda kemik iligi mezensimal hiicrelerinin kalvaryal
hasarlar dahil pek c¢ok hasarlanmada kullaniminin olumlu etkileri oldugu

goriilmektedir [61-63].

Bu bilgilere ragmen Costa-Pinto, A. ve arkadaslar1 deneysel kalvaryal hasar
modelinde scafold {izerine insan kemik iligi hiicreleri yiliklemis ve beklenenin aksine

kemik olusumunda azalma oldugunu bildirmislerdir [64].

J. Lalande ve arkadaglarinin (2011) yapmis oldugu c¢alismada, dekstran ve
polietilen glikol ile kaplanmis, 50-80 nm c¢apindaki manyetik nanopartikiillerin
stromal kok hiicrelerine yiiklenmesi sonrasinda in vitro yaptiklari gen ekspresyon
calismasi ile bu partikiillerin osteogenik farklilagmay1r ve metabolik aktiviteyi
etkilemedigini gdzlemlemislerdir. Ayrica, bu stromal hiicrelerin polisakkarit ve
poroz yapilt doku iskelesi kullanilarak in vivo implantasyonu sonrasi akibeti MRI
yardimiyla takip edilebilmistir. Bu c¢alisma, statik manyetik alanin, hiicrelere toksik
etki olusturmadan defekt alaninda hiicre yigilmalarinin (nanopartikiiller yardimiyla)
gozlemlenmesi ve hizli kemik iyilesmesinin gozlenmesi timit vaat etmektedir. Bizim
calismamizda ise nanopartikiillerin yiiklendigi kok hiicrelerin kemik iyilesmesine
olumlu etkileri in vivo (histolojik) olarak gbzlemlenmistir. J. Lalande ve calisma
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismadan esinlenerek, s6z konusu olumlu etkilerin in vivo

MRI ile gbzlemlenebilecegini ongdrmek miimkiindiir [68].

Takaaki Kobayashi ve arkadaslart 2008 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, 4
saatlik manyetik alan etkisi altinda manyetik isaretli MKH’lerin intraartikular
enjeksiyon sonrasi, patellanin i¢ yiizde olusturulmus olan defektte toplandiklarini

gostermislerdir [65].

Yine Takaaki Kobayashi ve arkadaslarmin 2009 yilinda yaptiklari bir
calismada, dejenere kikirdak parcalarmin in vitro rejenerasyonunda 6 saatlik
manyetik alan etkisi altinda yonlendirilen manyetik isaretli MKH’lerin kiiltiir
kabindaki dejenere kikirdaklara uygulanmasi ile histolojik olarak kikirdak
rejenerasyon bulgulart ve hiicrelerde tabakalanma gozlenmistir. Manyetik alan

uygulanmayan MKH’lerde ise hiicresel olusum gézlenmemistir [66].
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T. Sugioka ve arkadaslar1 2007 yilinda in vitro yaptiklari bir ¢alismada,
MKH-manyetik yiiklii antikor kompleksi iceren iki kiiltiire hiicre grubundan birine
24 saat manyetik alan uygulamis ve manyetik alan uygulanan grupta hiicrelerin %90
merkezde toplandigini diger grupta ise hiicrelerin yaygin dagildigini tespit
etmiglerdir. 4 haftalik ¢alismanin sonunda osteogenik matriks olusumu manyetik alan
uygulanan grupta siddetli oranda olurken manyetik alan uygulanmayanda zayif

oldugunu géstermislerdir [67].

Sonug olarak manyetik etki ile manyetik isaretli hiicrelerin akiimiilasyonu
miimkiin olabilmekte bu da hiicrelerin farklilasmasin1 ve islevlerini yerine
getirmesini arttirmaktadir. Biz de calismamizda bunun olumlu etkilerini gézlemledik.
Bu olumlu etkilerden, miknatisin giicli ve ekilen hiicre miktar1 arttirilarak otogreft

degerlerini yakalayabilecegi iddia edilebilir.

Bizim c¢alismamizda da manyetik yikli altin kapli nanopartikiillerin
yiikklendigi MKH’ler beklenilen kemiklesme oranini gostermese de bos scafold ve

kontrol grubuna gore daha anlamli bir yeni kemik olusumu gostermistir.

Kemik iyilesmesinin degerlendirilmesinde giizel bir model olan kalvarial
defekt onariminda, bizim kullandigimiz altin kapli manyetik yiiklii nanopartikiillerin
yiiklendigi kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler sinyalizasyon yerine
manyetik etki altinda kemik defekt bolgesinde basariyla tutulmustur. Hiicre
akiimiilasyonun etkisiyle hiicreler osteojenik yola girmisler ve kemik iyilesmesinde
konaga katki saglamiglardir. Bu katki kullanilan nanopartikiillerin 6zelliklerinin ve
manyetik etki giiciiniin degistirilmesi ile daha da fazla arttirilabilecektir. Ileride daha
1yl basarilara ulagsmak i¢in bu konunun daha kapsamli arastirmalar ile desteklenmesi

gerekmektedir.
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