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1.0ZET:
OSTEOBLAST HUCRE KULTURLERININ SES DALGALARI iLE MEKANIK
UYARIMI
Berivan CECEN
Dokuz Eyliil Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Biyomekanik Anabilim Dali
35340 Inciralty/Izmir

Bu calismada gelistirilen kemik doku yap1 iskeleti lizerindeki osteoblast hiicrelerinin ses
dalgas1 ile mekanik uyarim karsisinda in vivo ortamdaki c¢ogaliminin arastirilmasi
amaglanmigtir. Mekanik uyarimm tam olarak osteoblast hiicresine olan etkileri in vivo
ortamda bilinmese de hiicreler iizerindeki gerilme etkisi olduguna inanilmaktadir. Bir
mekanik uyarim ¢esidi olan ses dalgalar1 ile uyarim karsisinda osteoblast hiicrelerin kemik
doku yap1 iskeleti lizerinde optimal kosullarda ¢ogaldigi diisliniilmektedir. Bu c¢alismada
kemik iliginden alinan mezansimal hiicreler kiiltiir ortaminda farklilastirilarak kimyasal olarak
iretilen Poly-I-laktik asit (PLLA) ve kollajen yap1 iskeletine ekilmistir. Osteoblast kemik
hiicrelerine farkhilasma elde edildikten sonra ii¢ giin siireyle 30 mW/cm? siddetinde yirmi
dakika boyunca hiicreler ultrason (US) ¢evirici aygit ile uyarilmistir. Yap1 iskeleti tizerinde
osteoblast kemik hiicresinin gozenekler i¢indeki yerlesiminin arastirilmasi taramali elektron
mikroskobunda (SEM) incelenmistir.

Anahtar Sézciikler: Ses Dalgasi, Mekanik Uyarim, Kemik Doku Yap1 iskeleti



2.SUMMARY:
Berivan CECEN

Dokuz Eyliil Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Biyomekanik Anabilim Dali
35340 Inciralty/izmir
MECHANICAL STIMULATION OF OSTEOBLAST CELL CULTURES USING
SONIC WAVES

In this study, the increase in osteoblast cells developed on scaffold in vivo under
mechanical stimulation caused by sonic waves is investigated. Although the effects of
mechanical stimulation on osteoblast cell in vivo are not exactly known, it is believed to have
stress effect on cells. It is thought that osteoblast cells increase on scaffold under optimum
conditions under stimulation caused by sonic waves, which is a type of mechanical
stimulation. In this study, mesenchymal cells taken from bone marrow were differentiated in
culture environment and planted onto chemically produced Poly-I-lactic acid (PLLA) and
collagen scaffold. Osteoblast bone cells, after obtaining the differentiation, were stimulated
using ultrasonic (US) converter device for three days under 30 mW/cm?® magnitudes during
twenty minutes. Allocation of osteoblast bone cell in pores on scaffold structure skeleton was
investigated using scanning electron microscope (SEM).

Keywords: Sonic waves, Mechanical stimulation, Scaffold



3.GIRIS ve AMAC:

In vivo da bir¢ok hiicre, 6zellikle kemik hiicreleri mekanik uyarima cevap vermektedir
(1). Mekanik uyarim, osteoblast mekanizmasini etkileyen onemli faktorlerden biridir (2,3,4).
19. ylizyilin sonlarina dogru Julius Wolff’dan beri mekanik yiiklenmeye cevap olarak kemik
modellenmesi ¢alisilmaktadir (5). Bu konudaki giincel arastirma metotlar1, osteoblastlarin
metabolik olarak mekanik uyarmmlarla reaksiyona girme kabiliyetine dayanir. Uzerinde
osteoblast kiiltiirleri tasiyan ve kontrol edilmis bir akiskan akimma maruz birakilan elastik
membranlar mekanik uyarim uygulama big¢imlerinin en yaygm olanlaridir (6,7). Mekanik
uyarimin hiicrelere olan etkisi bir¢ok deneysel yontem ile arastirilmaktadir; fakat hicbir aygit
¢esitli uyarimlarda ve yiiklerde hiicrenin mekanik i¢ yiizeyindeki mikro hareketleri tam olarak
taklit edememektedir (8).

Mikro hareket doku farklilasmasini belirlemede 6nemli bir etkendir. Mekanik uyarimlar
kemik hiicreleri tarafindan algilanabilen, kayma gerilmeleri gibi, gerilmelere neden olurlar
(9,10,11). Calismalar dinamik yiiklemeler karsisinda dokusal cevaplarm sadece emilmeyi
engellemedigi ayn1 zamanda gerilme ile orantili olarak kemik formasyonunu da arttirdigini
gOstermistir. Yapilan g¢alismalarda kemik doku yapi iskeletinin mekanik 6zelliklerinin,
biyolojik 6zellikler kadar 6nemli oldugu vurgulanmaktadir (12). Mekanik yiiklenme ile kemik
formasyonu arasindaki iligkinin osteoblast fonksiyonlar1 ile alakali oldugu bilinmektedir
(13,14). Mekanik gerilim kemik yapisim1 ve fonksiyonlar1 diizenlemede temel fizyolojik
faktorlerden biridir (15,16). Kemik dokusunun mekanik ¢evreye uyumlulugu, mekanik
gerilmeye cevap olarak kemik hiicrelerinin modellenmesine ve tekrardan modellenmesine
baglidir (17). In vitro ortamda kemik mekanik yiiklemelere maruz kaldigi siirece bu
yiiklemeye cevap olarak tekrardan modellenmeye devam eder. Ayrica, kemik hiicreleri uzama
ve kayma gerilmeleri gibi mekanik 6zelliklerine gore degiskenlik gosterir (18). Yani kemigin
yeniden modellenmesi dokuya yanit siiresince uygulanan Kuvvete gore incelenebilir (19).
Arastirmalar mekanik uyarimin kemik hiicrelerinin ¢ogalimini sagladigimi ortaya koymus ve
mekanik yiiklemeye cevap olarak kemik hiicrelerinin sayisinin artmasi ile matris sentezinin de
kemik kiitlesini arttirdigin1 gostermistir (17).

Nagatomi ve ark. (20) yaptiklar1 in vitro ¢aligmalarda osteoblast hiicrelerinin siklik
basingta ondokuz giin boyunca ardigik olarak uyarimi sonucu kollajen sentezinin ve
depolanmasmin tetiklendigini gostermislerdir. Dolayisiyla, osteoblast formasyonunun artigina

paralel olarak kemik formasyonu gerceklesmektedir. Kortikal kemikte yeniden modellenme



islemi, cogunlukla, osteoklastlarin harvens kanallarma ag¢tig1 osteoblastlar tarafindan
doldurulan osteonel tiinellerinden meydana gelmektedir (21). Bu kanallar 100-200 pm
genigliginde ve 10 mm uzunlugundadir. Konsellous kemikte ise 60—70 pum derinliginde
trabekiiler ylizey boyunca aginma yaratan osteoklastlar tarafindan gergeklesmektedir.

Osteoblastlar tarafindan yapilan bu kemik formasyonu o6zellikle tip-1 kollajen ve
osteopontin, osteokalsin, osteonektin gibi kollajendz olmayan proteinlerin serbest kalmasi ve
sentezi gibi iglemleri igerir (20). Kirik kallusunda ki hiicreler ultrason ile gonderilen mekanik
enerjiye cevap vermektedir (12) ve diisiikk yogunluktaki ultrason enerjisinin in vivo da kemik
doku iizerinde olumlu etkisi vardir (13).

Kirik iyilesmesi dort sathadan olusmaktadir; I-hasara cevap, ll-intramemrandz
ossifikasyon, Ill-kikirdak formasyonu, IV- kemik kopriisiiniin olusumu igin endokondral
(kikirdak ici) ossifikasyon. Bu dort satha histolojik olarak farkli 6zellikteyken, kemotaksis ve
ekstraselliiller matrisin sentezi gibi hiicre ¢ogalimimi ve farklilagsmasini iceren hiicresel
olaylarda ortaklik gosterirler (22).

Mekanik bir dalga olarak US, elastik materyal 6zellikleri agisindan elektromanyetik
dalgalara oranla daha etkili bir dalgadir (23). Kirik iyilesimindeki uygulamalarinda termal ve
tahrip edici 6zellikler géstermemesinden dolayr diisiik siddette kullanilmaktadir. Kolay bir
yontem olmasi yaninda integrinlerin membran 6zelliklerini arttirdigi, aktin iskelet yapisini
yeniden diizenledigi gosterilmistir. Hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligmalar da; diisiik siddette
uygulanan ultrasona kemik cevap vermekte ve endokondral ossifikasyon artirmaktadir (24).

Kaspar ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada gingival fibroblasts, mandibular
osteoblasts ve monocytes hiicreleri IMHz de 1:4 kesikli pulslar ile ve 45kHz de siirekli halde
uyarim yapmis ve fibroblast ve osteoblastlarda hiicre ¢ogalmasi gézlemlemislerdir. Ultrason
uyarimi  kirik  iyilesmesinde, kemik-defekt iyilesmesinde ve trabekiiler kemik
rejenerasyonunda etkilidir (14,25). Ultrason osteoblast g¢ogalimini uyarabilmekte (26)
osteoblast ve osteoklast hiicre sayisini diizenleyebilmektedir (27). Calismalar US uyarimimin
osteoblast farklilagmasini arttirdigini osteoklastogenizi inhibe ettigini ortaya ¢ikarmustir (23).
Reher ve ark. (28) in vitro ortamda ultrason ile yaptiklar1 uyarim sonucunda kemik hiicreleri
tarafindan sentezlenen nitrik asit ve prostaglandin oranlarinda artis oldugunu saptamislardir.
Yang ve ark. (23) osteoblast hiicrelerine 125 mW/cm?® siddette, onbir giin boyunca onar
dakikalik uyarim yapmuslar ve Alkalin (ALP) fosfatazda Onemli oranda artis

gbzlemlemislerdir.



Ortopedi alaninda kullanilan biyomateryaller, biyouyumluluk ve biyomekanik kriterleri
acisindan Onemli bir yer tutmaktadir (29). Osteoblast kemik hiicreleri mekanik uyarim
karsisinda hassaslik gosterirler, dolayisiyla, kemik-implant i¢ yilizeyi goz oniine alindiginda
s06z konusu ylizeyde hiicrelerin mekanik uyarima karsi artis oranlar1 gozlemlenebilmektedir.
Kemik doku yapi iskeletinin mekanik Ozellikleri hangi materyalden yapildigina oldukga
baglidir (30). Ayrica mikro ve makro doku yerlesimi ve porozite mekanik ozellikleri etkileyen
diger faktorlerdir. Yani, kemik doku yap1 iskeletinin biyobozulabilen, mikro-poroz ve nano
yapismin olmasit mekanik ozelliklerini etkilemektedir. Bir ¢ok in vivo c¢aligmalar kemik
dokusunun modellenmesi ve yeniden modellenmesinde, kirik iyilesmesinde, biyomateryal ve
kemik etkilesiminde mekanik duyarliligin 6nemli oldugunu gostermektedir (31,32,33,34,35).

Yapilan implant malzemelerin biyokarakteristigi kimyasal kompozisyonuna, yiizey
dokusuna, porozitesine ve sekline olduk¢a bagimlidir. Biyolojik sistemlerin birbiriyle olan
etkilesimini, hiicreler arasi tutunmayir ve adhezyonu sagladigi, dolayisiyla da, hiicre
morfolojisine 6nemli etkileri oldugu i¢in gesitli biyomateryaller gelistirilmektedir (36). Doku
miihendisliginde metal, biyoaktif seramik ve biyobozulabilen polimer gibi biyolojik ve
sentetik tabanli materyaller kemik-doku yapilanmasinda kemik doku yap1 iskeleti olarak
kullanilmaktadir (37,38). Biyomateyallerde yiizey 6zellikleri; hiicre adhezyonu, ¢ogalimi gibi
hiicre etkilesimlerinde biiyiik bir rol oynamaktadir. Birgok sentetik polimerlerin yiizey
karakteristiginin hidrofobik olmasi biyouyumlulugu ters yonde etkilemektedir. Bu yiizden
yap1 iskelet iiretiminde hiicre ¢oglimini arttiran por boyutu, porozitesi ve yiizey hidrofilitesi
onemli bir rol oynamaktadir (38).

Ostekalsin ekspresyonunda ve ALP aktivitesinde osteoblast aktivitesi indikator olarak
gorev yapmaktadir. Tip I kollajen gibi ekstraseliiler matris molekiilleri osteoblast cogalimimda
ve farklilasmasinda temel rol oynamaktadir (15). Kemik doku yapi iskelet uygunlugu
gbzenekli yapi elverisliligine, hiicre ile sentetik materyal arasindaki etkilesimi arttiran yiizey
modifikasyonuna bagmmhidir (39,40). Yapilan nano diizeydeki ¢alismalar yapi iskeletlerinin
kemik doku yapilanmasinda tip I kollajenin morfolojik yapisini ¢ok rahat taklit edebilecegini
gostermistir. Ayrica 3-boyutlu bu nano iskeletlerin hiicre ¢ogalimini tetikledigi bilinmektedir
(41). Sonu¢ olarak US uyariminin hiicre g¢ogalimini, kollajen/nonkollajen protein NCP
tiretimini, kemik yapilanmasini ve anjiogenesiz oranini arttirdigi sonucuna varmiglardir (41).
Liu ve ark. (39) hiicre tutunumunun membran karakteristigine gore degistigini, partikiillii

membranlarda porozlu ve yogun membranlara oranla hiicre tutunmasinin daha fazla oldugunu



gostermislerdir. Yaptiklar1 partikiillii PLLA membranin iyi bir substrat gorevi de gorebildigini
saptamiglardir. Yiizey yapisinin degisimi ile polimer kristalizasyonuda farklilik
gostermektedir. Cok net olmamakla birlikte, kristalizasyon bozunum oranimni azaltmaktadir.
Mikro yapmin tasarimi biyolojik ve biyomekanik yapmin yani sira rejenerasyonu da
etkilemektedir (43).

Gozenekli mikro yapinin geometrisi, rejenerasyon islemi sirasinda ve sonrasmda,
biyobozulabilen iskelet yapinin mekanik fonksiyonlarmin kontrolii i¢in anahtar bir faktordiir.
Ug boyutlu yapr iskeleti, therapeutic hiicreleri serbest birakmada, hasarli bdlgeleri saptamada
ve doku onariminda bir ara¢ olarak kullanilabilir (44). Kemik doku miihendisligi, Oncii
hiicrelerin farklilasmasini optimize ederek ve ii¢ boyutlu yap1 iskeleti lizerinde ekstraseliiler
matris (ECM) fonksiyonunu gelistirerek hiicre-materyal yapimmi fonksiyonel olarak
saglamaktir (45). Iskelet iizerine ekili hiicrelerin {irettigi dogal matrisin, yeni doku yapisi
olusana kadar, ekstraseliiler matris gorevi gormesi kemik doku yap1 iskelet tasariminin baslica
amaclarindan biridir. Hiicre popiilasyonu ve matris yap1 iskeleti, hiicre kiiltiiriini
desteklemede ve implantasyonun dokuya esdeger olmasinda, doku miihendisligindeki 6nemli
yaklasimlardandir (45).

Ideal bir kemik doku yapr iskeleti hiicre ile uyumlu olmali, hiicreler homojen dagilmali
ve matris sentezine izin vermelidir (46). Osteoblast hiicrelerinin farkli substrat kullanimina
bagimli gelisiminde adezyon biiyiik bir rol oynamaktadir (36). MG—63 hiicreleri {lizerinde
yapilan bir ¢alismaya gore yilizey morfolojisinin hiicre adhezyonunda ve biiylimesinde dnemli
bir faktor oldugu gosterilmistir (39). Kemik doku yapi iskeleti iiretiminde de substratin hiicre
adezyonu, farklilasmasi ve ¢ogaliminda onemli oldugu diisiiniilmektedir. Nicel yaklagimlar
adhezyonun doku-biyomateryal arasindaki iligkiyi, hiicre morfolojisini ve biyomekanik
ozellikleri etkiledigini géstermistir (36).
4.GENEL BILGILER:

4.1 Kemik ve Yapisi:

Kemik ekstraseliiler matris, lif ile birlikte hiicrelerden olusan bir yapidir. Bu
ekstraseliiler matris iki fazdan olusmaktadir (47). Kollajen ve glikosaminglikanlardan olusan
osteoidler yani organik faz, kalsiyum fosfattan olusan mineral yani inorganik faz. Lif yap1 ise
kollajenden olusmaktadir. Cogunlugu tip I, az miktarda da tip III ve Tip VI den olusan
kollajen, kemigin ana bilesenini olusturur. Kemigin %67’sini inorganik bilesenler (kalsiyum,

potasyum, sodyum, magnezyum, karbonat ve fosfat), %33’iinii ise organik bilesenler



olusturmaktadir (48). Farklilasmamis hiicreler olan osteoprogenitor hiicreler, kemik
bicimlenmesini saglayan osteoblastlar, kemik yikimmi saglayan osteoklastlar ve hiicre
korunumunu saglayan osteositler kemigi olusturan hiicrelerdir (47). Osteoblast ve osteositler
fibroblast ve mezansimal hiicrelerin 6nciisii, osteoklastlar ise monosit veya fagosit gibi kan
hiicrelerinin onciistidiir.

Kemik hiicreleri iki tip doku iretirler; diizenli yonlenmis lameller (sekonder) yapi1 ve
rastgele yonlenmis primer yapi (48). Primer kemik (olgunlagsmamis kemik); gelisigiizel
kollajen ipliklerden olusmus olup lameller yapiya oranla az mineral igeriklidir. Birbiriyle
agizlasan kemik trabekiillerinden olusmustur. Trabekiillerin aralarinda, igleri kemik iligi ile
dolu labirent gibi diizensiz siingerimsi bosluklar vardir.

Sekonder kemik (olgunlasmis kemik, kortikal kemik); kemik lamellerinden olusmus
lamelli bir yapidir (Sekil-1) (47). Diizgiin big¢imde kollajen iplikler komsu lameldekiler ile
capraz yonde ve spiraller bi¢iminde yerlesmistir. Sekonder kemikte, kemik lamelleri duran
damar kanallar1 etrafinda i¢ i¢e yerlesmis silindirik birimler olugturmaktadir (48). Bu yapiya
havers sistemi veya osteon denir. Kemiklerin yeniden modellenme islemi havers kanallarinin
(osteon) olusumuna baghdir. iki adimda gerceklesen bu sekillenme isleminde ilk adimda
kemik yikimini saglayan osteoklastlar kiiclik kanallar acar, ikinci adimda ise kan damarlar1 ve
osteoblastlar a¢ilan bu kanallara hiicum eder. Sekonder kemikte havers kanali ve volkman
kanali olmak tizere iki tiirlii damar kanal1 vardir. Havers kanali, havers sisteminin merkezinde
uzunlamasina yer alan birbirleri ile baglant1 kanallardir. Dikey veya egri yonde seyreden
kanallar ise volkman kanallaridir. Havers kanallari, volkmann kanallar1 araciligiyla da siirekli
iligki kurarlar. Volkman kanallar1 kemigin periosteumdan ve endosteumuna kadar uzanir
(Sekil-2a, Sekil-2b).

Sekonder kemikten yapilmis kalin duvarli bosluga mediillar bosluk (ilik boslugu) denir
(48). Ince bir kompakt kemik tabakasiyla kaplanmis siingerimsi kemik epifizleri, uzun
kemiklerin siskin u¢ kisimlarini olusturur. Kemiklere bu uzunlugu veren kisimlara ise diyafiz
ad1 verilir. Kompakt kemikten olusur, sadece kemik iligine bakan yiizeylerde c¢ok az
stingerimsi kemik bulunur. Kemigin dis ylizeyini periosteum adi verilen ylizey olusturur.
Bircok lameller kemigin yigilimi ile bu dis yiizeyde ince kortikal tabakay: sekillendirir.
Kemigin i¢ yiizeyinde ise endosteum yiizey vardir (Sekil-2b). Genelde iki veya ii¢ lameller
tabakadan olugmaktadir. Endosteum, ince spikiil formda olup primer osteonlardan olusan

konsellous (spongioz, siingerimsi) kemigi olusturur.



Sekil-1 Siingerimsi ve kortikal kemik
(http://depts.washington.edu/bonebio/ASBMRed/cells.html).

Havers sistemi
(Osteon)

Kollajen
fiberler A

Kan damanr

Volkman kanah

Havers sistemi

Sekil-2a Havers ve Volkman kanallar1 (http://med.ege.edu.tr/~altug/images/kemikdokusu.ppt)


http://depts.washington.edu/bonebio/ASBMRed/cells.html
http://med.ege.edu.tr/~altug/images/kemikdokusu.ppt

Siingerimsi kemigin
trabekiiler yapisi

Havers sistemi

(Osteon)

Sekil-2b Kemigin igyapis1 (http://ocw.mit.edu/OcwWeb/Health-Sciences-and-
Technology/HST-523JSpring-2004/CourseHome/index.htm)

4.1.1 Osteoprogenitor Hiicreler (Oncii Hiicreler):

Kemik dokuda, dogum sonrasinda mitoz bolinme yapabilecek, yapt ve islev
bakimindan geliskin, farklilasmamis hiicre topluluklar1 vardir (48). Bu hiicrelere
osteoprogenitor veya osteojenik hiicreler denir. Bunlar kemik hiicresi olma yoniinde
kosullanmis mezensim hiicrelerdir (Sekil-3, Sekil-4). Bu hiicreler kemiklerin normal
biiyiimesi sirasinda aktiftirler. Kemikte yaralanma ve kiriklarin iyilesme bdlgelerinde ve
kemigin yeniden diizenlenmesi sirasinda aktive edilerek mitozla boliinlip cogalirlar. Cogalan
bu hiicrelerin bir bolimii kemigi olusturan osteoblastlara doniisiir. Osteogenez (kemik
yapimi) durdugunda osteoblastlar da ostooprogenitor hiicrelere doniisebilir.

4.1.2 Osteoblastlar:

Kemik olusumundan sorumlu hiicrelerdir  (Sekil-3, Sekil-4) (48). Osteoblastlar
genellikle endoplasmik retikulum ile gevrelenmis ¢ekirdegi olan kiiboit hiicrelerdir (47).
Osteoprogenitor hiicrelerin farklilasmasi sonucu olusurlar. Kemik matrisini sentezlerler.
Yiiksek metabolik aktiviteye sahip hiicrelerdir. Histokimyasal olarak osteoblastlar alkalin
fosfataza duyarl hiicrelerdir. Bu da kemik matrisinde kalsiyum depolanmasini osteoblastlarin
diizenledigini gosterir. Bu hiicreler kemik matrisinin organik kismini yani kollajen fibrilleri,

protoglikanlari, glikozaminoglikan ve glikoproteinleri salgilar. Heniiz kire¢clesmemis olan bu


http://ocw.mit.edu/OcwWeb/Health-Sciences-and-Technology/HST-523JSpring-2004/CourseHome/index.htm
http://ocw.mit.edu/OcwWeb/Health-Sciences-and-Technology/HST-523JSpring-2004/CourseHome/index.htm

tiir organik maddeye osteoit denir. Osteoblastlar salgiladiklar1 osteosit i¢inde gomiilii kalir.
Yeni aktif kemik olusumu durdugunda, osteoblastlarin aktiviteleri 6nce yavaslar sonra durur.
Sekilleri yavas yavas degismeye baslar ve ig seklinde hiicrelere doniisiirler. Sonunda da
osteosit haline gecerler (48).

4.1.3 Osteoklastlar:

Osteoklast hiicreleri 100um ¢apinda, elli ¢ekirdekli, kemik iligi kokenli dev hiicrelerdir
(Sekil-3, Sekil-4) (47). Histokimyasal olarak yiiksek lizozim igeriginden anlagilacagi gibi asit
fosfataza duyarlidirlar. Kemik rezorbsiyonundan sorumludurlar. Kemigin yeniden bigimlenme
siiresince ¢Ozilinlip ¢evre dokularca emilmesinden sorumlu bu hiicreler, kalsiyumun kemik
dokusundan kana salinmasinda aktif rol oynar. Bu hiicrelerin mekanik olarak yikici ve hatta
yiiksek derecede fagositoz dzellige sahip olduklar1 bilinmektedir (48).

4.1.4 Osteositler:

Ana kemik hiicresidir ve osteoblasttan gelisirler. Kalsiyum tuzlarinin birikmesiyle
kireglesmis kemik matrisi iginde hapsolan osteoblastlara osteosit denir (Sekil-3, Sekil-4)
(48). Dolayisiyla osteositler, tamamen olusmus kemikte esas hiicrelerdir. Yassi sekilde bir
yapiya sahip bu hiicreler ince stoplazmik uzantilara sahiptirler. Osteositlerin, kemigin diger
hiicre tiplerine doniisebilme 6zelligi vardir. Kemik yikimi sirasinda osteoprogenitor hiicreler

bunlarda osteoblastlara doniisebilir.

Mezangsimal hiicre

Osteoklast Monosit ﬁ r qg\
G

Osteosit

Sekil-3 Kemik hiicreleri (http://www.roche.com/pages/facets/11/ostedefe.htm).
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Sekil-4 Kemik hiicreleri ve oncii hiicreler
(http://www.roche.com/pages/facets/11/ostedefe.htm)
4.2 Yapa Iskeleti:

Calismalarm biiylik bir kismi, biyolojik olarak parcalanabilen kemik doku yap1 iskeleti
ve hidrojeller kullanan, kikirdak doku miihendisligi {izerine yogunlasmistir (49). Bunlar,
kollajen, glikozaminoglikan, hiyalurunik asit, agros, jelatin ve alginat asitlere dayanan, gok
cesitli tabii jeller ve hidrojellerdir (45,50,51). Polilaktik, poliglikolit ve bunlarin kopolimerleri
gibi polihidroksiasitler de c¢esitli geometrilerde {i¢ boyutlu yap1 iskeletleri olarak
kullanilmaktadir (45). Bunlara ilave alternatif olarak elastomerik poliiiretanlar biyomedikal
miihendisliginde idealdir. Yap1 iskeletinde kimyasal kompozisyonlarm tiretimi, mekanik
ozellikleri, elastikligi, dayaniklilig1 belirlemede énemli bir faktordiir. Son zamanlarda yapilan
arastirmalar (52), kalsiyum fosfat kemik doku yap1 iskeletlerinin doku miihendisligi i¢in daha
faydali olabilecegini ve polimer-alginat kompozitlerin kikirdak ve doku miihendisliklerinin
her ikisi i¢in de hibrid jel/kemik doku yap1 iskeletleri olarak Onerilebilecegine isaret
etmektedir.

Genellikle osteoblast kiiltiirindeki PLLA substratlar1 yogun ve diiz ytizey morfolojisine
sahiptirler (39). PLLA, toksitesi olmayan ve biyobozulabilen 6zelliginden dolayi, kemik
rejenerasyonunda ve iyilesiminde, hiicre adhezyonunda ve biyiimesinde tercih edilebilir
ozellige sahiptir (Sekil-5). Yinede hizli bozunmasi, bozunurken asidik 6zellik gostermesi ve

hidrofobik olmas1 zayif 6zelliklerindendir (53). Iki cesit biyobozulabilen polimer vardir:

11


http://www.roche.com/pages/facets/11/ostedefe.htm

natiirel tabanli nisasta, aljinat, chitin/chitosan, hyaluronik asit tiirevleri gibi polisakkaritler ve
lignoselulozik gibi takviye elemanlar olan biyofiberler (54,55). Hidroksiapatit/kollajen
kompozit kemik doku yapi iskeleti genis 6l¢lide caligma alanmna sahiptir. Ciinkii hidroksiapatit
ve kollajen kemikte bulunan dogal komponentlerdir (53). Fakat mekanik 6zellikleri normal
kemikten daha dustiktiir. Ayrica, kemik doku yap1 iskeleti bozunumu siiresince kompresif
yiiklerde hizli bir diisiis gosterir. Dolayistyla bu tiir kemik doku yap1 iskeleti 40 mm iistiindeki
bozunmalar1 tamir etmekte oldukga zorlanir.

Calismalar, ii¢ boyutlu kemik doku yapi iskeleti ile iki boyutlu hiicre kiiltiiri
arastirmalarimin farkli oldugunu gostermistir. Osteoblast hiicre kiiltlirii ¢aligmalar1 i¢in ti¢
boyutlu tip 1 kollajen matrisi iyi bir biyolojik yap1 olabilmektedir (47). Ciinkii tip I kollajen,
kemikteki ekstraseliller matrisin 6nemli bir organik komponenti olup osteoblast fenotip
ekspresyonunda etkin bir rol oynamaktadir. Ayrica osteogenik farklilasma ve
mineralizasyonunda tesvik edicidir (57,58). Bozunma orani, patojen iletimi ve mekanik
ozelliklerin kontrolii agisindan, tip | kollajen, doku yapilanmasinda kilit bir rol oynamaktadir
(42).

Kollajen, birgcok dokunun, temel ECM bilesenidir ve lifli yapismin hiicre
baglanmasindaki dnemi uzunca bir siiredir bilinmektedir (59,60). Yiizeyi muamele gérmiis bir
kemik doku yapi iskeletinin elde edilmesi iki adimda gergeklesir: tiretim ve yiizey degistirme
(59). Bununla birlikte, mevcut ylizey degistirme metotlarinin biiyiik bir bolimiiniin iig-
boyutlu kalin yap1 iskeletlerine uygulanmasi olduk¢a zordur. Bu durum, hem verimde diisme
hem de istenmeyen mekanik 6zellik degisimlerine sebebiyet verebilir. Bu yiizden, tip |
kollajenin, kemik doku miihendisliginde kemik doku yap1 iskeleti olarak kullanimi tercih
edilmektedir (61). Kemikteki kollajen, bag dokusundakine benzer. Yaklasik 500-700 A
capinda ve 670 A’ da bir ¢izgilenme gdsteren fibrillerdir. Diger dokulardan kolayca ekstrakte
edilmede kullanilan ¢oziiciilerde ¢Oziinmez; sulu asit ¢ozeltilerinde sismez. Bu durum,
molekiiller aras1 baglanmanim oldukg¢a kuvvetli oldugunu gosterir. Cok sert olmasina karsin,
kemiklerin kolay kirilmasini saglayan ogeler, bu kollajen fibrillerdir. Kollajen fibriller
hidroksiapatit kristallerinin olusumu i¢in organik bir cergeve gorevi goriir. Bu kristaller,
kollajen fibriller lizerinde minik tabakalar ve ¢ubukguklar olusturacak sekilde birikir. Protein-
kristal kombinasyonu kemigin gii¢lii, yerine gére esnek ve kirilmaya ¢ok dayanikli saglam bir

doku olmasina yol agar (48).
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Sekil-5 Biyobozunabilen gozenekli yapi iskeletinin kemik rejenerasyonundaki iglemi.

(Adachi ve ark., 2006, p. 3965.)

4.3 Ses Dalgalar:

16 Hz-20 KHz arasinda mekanik titresim yapan cisimlerin insan kulagi ile temasi olan
bir ortamda olusturduklar1 dalgalara ses dalgalar1 denir (62). Insan kulag:i bu araliktaki
titresimleri algilayabilmektedir. Titresimlerin tekrarlanma sayist 20°den az oldugunda
infrases, 20.000’den fazla oldugunda ultrases adin1 alir. Ultrases aynen ses gibi bir titresim
hareketidir (63). Titresim hareketi ile dogar, titresim hareketi olarak yaymir ve titresim
hareketi olarak algilanir.

Ultrasonik dalgalar tedavi, tam1 ve biyolojik Ol¢imler olmak iizere tipta ii¢c sekilde
uygulanmaktadir (64). Ses kati, sivi veya gaz gibi herhangi bir madde ortamini olusturan atom
veya molekiillerin kolektif salinimlarindan olusan bir dalga hareketidir ve enerji tasir (63).
Atomlarin veya molekiillerin denge konumlar1 etrafinda titresimidir. Dolayisiyla ultrason
mekanik enerjidir. Ortamda sikisiklik ve seyreklik bantlar1 olusturarak ilerler (62). Sikisiklik
bantlar1 ortam basincina gore artmis, seyreklik bantlari ise azalmis basing alanlaridir. Ses
dalgalari, boyuna dalgalardir. Boyuna dalga, ortam taneciklerinin titresim dogrultusunun
dalganin yayilma dogrultusuna paralelligidir. Ses dalgasinda da ortamin pargaciklari, dalganin
hareket dogrultusu boyunca yogunluk ve hacim degisiklikleri iireterek titresir. Bu dalgalar
boslukta yayilmazlar, maddesel ortamda (kati, Sivi, gaz) yayilabilirler. Ses, kat1 ve sivilarin
icinde havadakine gore ¢ok daha hizli ilerler. Sesin yayilma hizini belirleyen en 6nemli faktor
doku ya da madde karakteristigidir. Dokunun ya da maddenin elastikligi arttik¢a sesin

yayllma hiz1 azalmaktadir. Ornegin yag dokusu sikistirilabilir bir doku oldugu igin sesin
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iletim hiz1 daha diisiik, kat1 ve sivilarin daha az sikistirilabilir olmalar1 nedeni ile sesin
yayilimi daha hizhidir (62).
Tablo-1 Bazi doku ve maddelerde sesin yayilma hizi (Giilsoy ve ark., 2003, p. 176).

Doku-Madde Hiz (m/sn)
Hava 348
Kan 1570
Kemik 4080
Yag 1500
Kas 1580
Polietilen 920
Yumusak dokular 1540
Su 1480

Elektrik enerjisinin mekanik titresimlere, mekanik titresimlerin de elektrik sinyallerine
doniisiimiine piezo-elektrik olay denilmektedir (62). Onceleri quartz gibi dogal maddelerin
kristallerinden yararlanilirken, giinlimiizde yapay seramikler yardimi ile ultrases enerjisi elde
edilmektedir. Bu amagla tretilmis seramik disklere cevirici anlammda transduser adi
verilmektedir. Transduserler kursun zirkonat-titanat gibi seramiklerden imal edilmekte ve
prob ad1 verilen bir baslikla taginmaktadir. Seramik disklerin kalinligi, iiretilen ses frekansi ile
ters orantihidir; kalilik arttikga frekans artar, dalga boyu kisalir. Boylece iiretilebilecek
maksimum frekans smirlanir.

4.4 Transduser ve Yapisi:

Transduserin ses lireten en 6nemli pargasi kristaldir (62). Kristal tizerine gelen elektrik
akimi kristali mekanik olarak sikistirip genisletmektedir. Bu fiziksel degisiklik karsisinda
ultrases dalgalar1 olusur. Madde ya da dokular iizerine gelen ultrases, dokulardan yansiyarak
transdusere donen ses dalgalar1 ise kristalde kompresyon etkisi yaratarak voltaj farkliligina
sebep olur. Yani bu mekanik basing ile elektrik akimi arasinda dogru bir orant1 vardir. Basing
degisimi ile elektrik akimida degismektedir. Basing olmadik¢a herhangi bir akim degisimi

gerceklesmez.
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5.GEREC VE YONTEM:

Bu ¢alisma Dokuz Eyliil Universitesi Biyomekanik ve Hematoloji Anabilim dal’larinmn
isbirligi ile yiiriitiilmustiir.
5.1 Deney Diizenegi:

Deney diizenegi 12 x 12 x 15 cm boyutlarinda cam tanktan olusmaktadir. Cam tankin
ici sesin yankilanmasini engellemek i¢in 10 mm kalinliginda ultrason absorbe edici kauguk
(National Physical Laboratuarlari, ingiltere) ile kaplanmis olup i¢i tamamen damitilmis su ile
doldurulmustur (Sekil-6a, Sekil-6b). Fleksiglass’dan imal edilen tutucu su tankima asili halde
duracak bigimde tespit edilmistir. 35 x 10 mm boyutlarindaki ti¢ adet petri kabi, bahsi gegen
fleksiglass tutucunun ortasina a¢ilmig deliklere yerlestirilmistir.

Hiicre kiiltiirlerinin uyariminda klinik bir aygit olan US transduser (Sonopuls 434, Enraf
Nonius, Hollanda) kullaniimistir (Sekil-7a). US transduser prob (9 mm ¢apinda) su tankinin
icine 33 mm yukarida bulunan tutucu sistemdeki petri kabini1 uyaracak sekilde tabana
yerlestirilmistir (Sekil-7b). Cam tank, petri kabinin tabanina temas edene kadar damitilmig su
ile doldurulmustur.

Hiicrelere mekanik uyarim islemleri laminal flow ortaminda gerceklestirilmistir. Deney
diizeneginin tamami 90 °C’de etilen-oksit gaz sterilizasyon ile steril edilmistir. Her
uygulamadan 6nce damitma suyu degistirilmis, US transduser cam tanki1 her deneyden 6nce

%70’lik alkol ile silinmistir.
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Sekil-6: Deney diizenegi (a) ve sematik gosterilimi (b). TP: Transduser probu, DS:
Damitilmis su, FG: Fileksiglass tutucu, PK: Petri kabi, CT: Cam tank, AK: Absorbe edici
kaucuk.
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Sekil-7: US transduser (a) ve US transduser prob (b)
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5.2 Kemik Doku Yapu iskeletinin Kimyasal Hazirlanis:

Ilk olarak PLLA (Purac biochem bv Gorinchem, Purasorb Poly-L-Lactide, molekiil
agirhigr 800000, Hollanda) kloroformda ¢oziildii ve %4 PLLA igeren ¢ozelti hazirlandi. Hazir
olarak temin edilen gelfix kollajen (Gelfix® collagen, EURORESEARCH s.r.l., italya) bu
soliisyona daldirilarak kollajen liflerinin 1slanmasi saglandi. Soliisyonun fazlasi kollajenden
ayrildiktan sonra PLLA'li kollajen (Sekil-8) saf alkol (etanol) igine daldirildi. Belirli
araliklarla alkol degistirilerek PLLA'nin kollajen lifleri iizerine ¢6kmesi saglandi. Daha sonra

etivde 50 °C’de vakum altinda kurutuldu.

0771172006

Sekil-8 PLLA igeren kollajenli yap1 iskeleti

Hazirlanan PLLA’li kollajen yapi iskeletleri hiicre ekimi yapilmadan 6nce taramali
elektron mikroskobunda (SEM, JEOL JSM-6060) 10 KeV degerinde hem yiizeysel olarak
hem de kesitsel olarak incelendi (Sekil-9). Numuneler 6l¢iim yapilmadan 6nce argon gazi ve
elektrik alan igeren ¢ember igerisinde (Polaran SC7620) vakum altinda ince bir altin
tabakasiyla kaplandi. Yiizeysel ve kesitsel olarak incelenen yap: iskeletinin porozitesi,
gbzenek boyutlar1 6lgiildii. Yapr iskeletleri hiicre ekimi yapilmadan dnce kontamine riskine

kars1 90 °C’de etilen-oksit gaz sterilizasyon ile steril edildi.
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Sekil-9 Elektron mikroskobu (Dokuz Eyliil Universitesi, Malzeme ve Metaliirji
Boliimii)

5.3 In Vitro Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi:

5.3.1 Kullanilan reaktif ve malzemeler:

1. MesenCult Basal medium for human Mesenchymal Stem Cells (StemCell Technologies
Inc, 05401).

2. Osteogenic stimulatory supplements, human (StemCell Technologies Inc, 05405).

3. Foetal calf serum (FCS), (Biolagical Industries, 04—001-1B).

4. Pen-Strep Solution; 10000 U/ml penicilin, 10 mg/ml streptomycin (biological Ind. 03-031-
1C).

5. Amphotericin B Solution; 2,5 mg/ml amphotericin B (biological Ind. 03-029-1C).

6. Dexamethasone, 1 mg (StemCell Technologies Inc, 05407).

7. Ascorbic Acid, 100 mg (StemCell Technologies Inc, 07157).

8. Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich/10771).

9. Steril santriftyj tiipleri, 50 ml (TPP, 91050).

10. Steril doku kiiltiir tiipleri, 10 ml (Greiner labortechnik, 164160).

11. 6-Well plate (Greiner labortechnik, 657160).

12. 35 mm x 10 mm Cell Culture Dish (Corning incorporated, 430165).

13. Trypan-blue, C34H24Ng014S4Nas, MW 960,8 Sigma/T 0776.
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5.3.2 Hazirlanan Soliisyonlar:

1. Fosfat-tampon soliisyonu (Phosphate-buffered solution, PBS): 137 mM NacCl (8.0 g),
2.7 mM KCI (0.2 g), 10mM Fosfat (0.92 g Na;HPO4 ve 0.24 g Ko;HPO,) karistirilarak pH;
7.2-7.4’e ayarlanmustur.

2. Trypan-blue hiicre viabilite soliisyonu: % 0,4’lik trypan-blue soliisyonu hazirlandi. 3 ml
trypan-blue soliisyonu ile 19 ml PBS karstirildi ve 0.22 pl steril filtreden siiziilerek
kullanima hazir duruma getirildi (ref. BJC Health System).

3. Osteojenik uyarici ilaveli MesenCult Basal Medium: Steril 50 ml’lik dibi konik tiipe
42.5 ml MesenCult Basal Medium konuldu. Sirastyla 7.5 ml Osteogenic supplement, 5 ul
Dexamethasone ve 250 pl Ascorbic acid eklenerek tam ortam hazirlandi. Tam ortama

500’er pl amfoterisin-B ve penisilin-streptomisin soliisyonu ilave edildi.

Dokuz Eyliil Universitesi, Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim dali bliimiinde herhangi
bir sebepten dolay1 ameliyat1 6nerilen hastalarin aksiyel iskeletinden (sternum, vertebra ya da
pelvis) 20 ml kemik iligi aspirati steril kosullarda 1 ml heparin igeren enjektore alinmistir.

Kemik iligi aspirati steril kosullarda (laminal flow’da) %2 FCS iceren PBS karisimi ile
diliie edildi. Diliie edilen kemik iligi aspirati, 12 ml’lik dibi konik dort ayr1 tiipte, her 5 ml’si
oda sicakliginda bekletildikten sonra 5 ml Ficoll-paque iizerinde dikkatlice tabakalandirilda.
Tabakalandirma isleminden sonra 1650 rpm’de yirmi dakika santrifiij edildi. Interfaz
tabakasinda yer alan hiicreler steril pastor pipeti ile alind1 ve dibi konik polipropilen tiipe
transfer edildi. 10 ml %2 FCS igeren PBS karisimi eklenerek, oda sicakliginda 1200 rpm’de
bes dakika santrifiij edilerek siipernatanti atilarak yikama islemi yapildi. Dipte kalan
mononiiklear hiicreler 5 ml %2 FBS iceren PBS karisiminda diliie edildi. 5 ml’lik
mononiiklear hiicre slispansiyonuna 100ul RosetteSep Human Mesenchymal Stem Cell
Enrichment Coctail eklenip 50 ml’lik tiipte yirmi dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda 12 ml’lik dibi konik tiipte 5 mI’lik hiicre siispansiyonu 5 ml Ficoll-paque
iizerinde dikkatlice tabakalandirildi ve 1650 rpm’de yirmi dakika santrifiij edildi. Interfaz
tabakasinda yer alan hiicreler steril pastor pipeti ile topland1 ve dibi konik polipropilen tiipe
transfer edildi. Ficoll-paque altinda hiicreler ise bir baska tiipe transfer edilerek ve her bir tiip
iizeri yazilarak isaretlendi. Tiiplere 10’ar ml %2 FCS iceren PBS karigimi eklenerek 1200
rpm’de bes dakika santrifiij edilerek yikama islemi iki defa yapildi. Dipte kalan mononiiklear

hiicreler, 1.5 ml Osteojenik uyarici ilaveli MesenCult Basal ortamda resiispanse edildi. Hiicre
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siispansiyonlarindan 0.5’er mI’lik iki 6rnek alindi. Orneklerden biri hiicre sayimu i¢in (Coulter
STKS, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hematoloji Anabilim dalr) kullanildi. Diger
hiicre siispansiyonu tyrpan mavisi ile boyanarak hiicre viabilitesi kontrol edildi ve viabilitenin
%96’nin lizerinde oldugu saptandi. RosetteSep uygulama sonrasi interfazdaki hiicrelerin
sayis1 ~12x10° hiicre/ml bulundu. RosetteSep uygulama sonrasi Ficoll-Paque altinda kalan
hiicrelerin sayisi ise ~20x10° hiicre/ml olarak belirlendi. Kontrol grubu ve mekanik uyarim
yapilacak grup icin altisar adet 35 x 10 mm’lik petri kaplarina RosetteSep ayrimi yapilan
hiicre siispansiyonundan 60’ar pl (~2x10° hiicre/ml) ilave edildi. Uzerine 4 ml Osteojenik
uyaricilt MesenCult Basal ortam eklendi. %5 CO; ve nemli ortam igeren inkiibatore kaldirild.

Hiicrelerin ortamlarinin degistirilmesi ii¢ giinde bir araliklarla yapildi. Hiicreler her
ortam degisikliginde Inverted mikroskop (Nikon, ELWD 0,3 206039, Japonya) ile incelendi
ve onyedinci giin osteoblast kemik hiicrelerinin olustugu gozlemlendi. Olusan osteoblast
kemik hiicrelerin ortamlar1 10 ml’lik pipetler ile 12 ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu.
Santrifiij tiiplerine konulan ortamlar 1200 rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Kuyucuklarin
iizerlerine kapatacak kadar PBS eklenip yikandi. Santrifiij edilen tiiplerin ortamlar1 atildi. 2 ml
yeni ortam ile tiiplerin diplerindeki hiicrelere pipetaj yapildi. Daha sonra bunlar 12 ml’lik
tiiplere konuldu. Hiicre kiiltiir kaplarinin tabanlarina yapismis olan hiicreleri kaldirmak i¢in
hiicrelerin tlizerlerini Ortecek kadar Tripsin/EDTA eklendi. Bir siire hiicrelerin kalkmasi igin
beklenildi ve sonra {izerlerine Tripsin/EDTA’y1 nétralize etmek i¢in %10 FCS bulunan ortam
ilave edildi. Kaldirilan hiicreler 12 ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu. Daha sonra santrifiij
tiiplerine konulan ortamlar 1200 rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Santrifiijjden sonra
tiiplerdeki siipernatant atildi. Tiiplerin dibinde bulunan hiicrelerin {izerlerine 5 ml toplam
osteojenik uyaran igerici ortam ile ardi ardina pipetleme yapildi. Daha sonra hiicrelerin hepsi
tek bir tiipte toplandi. Elde edilen hiicrelerden 0.5 ml 6rnek almip hiicre sayisi hesaplandi.
Hiicre sayis1 ~0.6x10° hiicre/ml bulundu. Kontrol grubu ve mekanik uyarim yapilacak grup
icin altigar adet 35 x 10 mm’lik petri kaplarmin her bir kuyucuguna hazirladigimiz 8 mm
boyutunda yap: iskeletleri yerlestirildi. Daha sonra 3 ml ortam eklendi. Hiicre
siispansiyonundan 350’ser pl (~2x10° hiicre/ml) ilave edildi. Daha sonra hiicreler 37 °C’de
%5 CO; inkiibatoriine yerlestirildi.

Hiicrelerin yapi iskeletlerine ekiminin besinci giinii kontrol ve mekanik grubun her bir
kuyucugundan Nitrik Oksit (NO) 6l¢timii i¢in 1’er ml ortam alindi. Daha sonra, yedinci giin

baslangic olmak iizere, ii¢ giin siireyle otuz dakika boyunca laminal flow ig¢inde US ile
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mekanik uyarmm yapildi. Her mekanik uyarimdan sonra kontrol ve mekanik grubun her bir
kuyucugundan NO 6l¢iimii i¢in 1’er ml ortam alindi.
5.4 Hiicre Kiiltiirlerinin Ultrason ile Mekanik Uyarimi:

Deneyde osteoblast hiicre Kiiltiirleri iki gruba ayrilmig olup her grupta altisar adet 35 x
10 mm petri kaplar1 kullanild1. ilk grup PLLA-kollajenden olusturdugumuz kemik doku yap1
iskeletleridir. PLLA-kollajenden olusturdugumuz kemik doku yap1 iskeletleri tizerine hiicre
ekimi yapilmis ve bu grup kontrol grubu olarak belirlendi. Ikinci grupta ise birinci gruptakine
benzer bi¢imde hazirlanan PLLA-kollajen kemik doku yap1 iskeletleri {izerine hiicre kiiltiirleri
ekildi. Bu grupta yer alan doku kiiltiirlerine laminal flow ortaminda yedi giin boyunca otuz

dakika siireyle 30 mW/cm? siddetinde US gevirici aygit yardim ile ses dalgalar1 uygulandi.
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6.BULGULAR:

Hiicre kiltiirii ekilmeden Onceki yapi iskeletleri incelendiginde yiizeysel gozenek
boyutlar1 13—28um arasinda (Sekil-9a, Sekil-9b), kesitsel gézenek boyutlar1 ise 43-226um
arasinda (Sekil-9c, Sekil-9d, Sekil-9e) bulundu.

Sekil-9 devamu diger sayfada
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Sekil-9 devamu diger sayfada
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Sekil-9 Hiicre kiiltiiri ekilmeden 6nceki yapi iskeletlerinin elektron mikroskobundaki

goriintiileri (a) ylizeysel (b) yiizeysel (c) kesitsel (d) kesitsel (e) kesitsel.
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Hiicre kiiltiirii ekiminden sonra hiicre tutulumunun olup olmadigi gézlemlenmek i¢in

yap1 iskeletlerinin elektron mikroskobundaki goriintiileri incelendi.

18kU
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Sekil-10 Hiicre kiiltiirii ekilmeden sonraki yapi iskeletlerinin elektron mikroskobundaki
gortintiileri (a) kesitsel (b) kesitsel (c) kesitsel (d) kesitsel (e) kesitsel (f) kesitsel
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7.TARTISMA:

Osteoblastlar mekanik stimiilasyona karst duyarli hiicrelerdir. Dolayisiyla kemik-
implant ylizeyinde mekanik durumu taklit ederek bu hiicrelerin reaksiyonlarini incelenmesi
onemli caligmalardandir (8). Mekanik uyarimin kemik hiicrelerini ¢ogalttigin1 ve uygun
mekanik yliklenmeler karsisinda matris iliretiminin ve kemik kiitlesini arttirdigini géstermistir
(42). Kemik, hemopoisesi desteklemede, mineral homeostasisinde kalsiyum rezervuari olarak
hem hareket hemde korumada mekanik destegi saglayarak dinamik bir doku gorevi
gormektedir (65).

Son yirmi yildir hiicre kiltiiriiniin mekanik uyarimi iizerine olan c¢aligmalar en
belirleyici 6zelliklerin deplasman, frekans ve uygulanan kuvvetin sekli oldugunu gostermistir
(66). Ultrason insan kulaginin duyabilecegi diizeyin stiindeki akustik radyasyon
frekanslaridir (28,67). Insan viicuduna yiiksek frekanslarda akustik basing dalgalar1 olarak
gonderilen ultrason mekanik enerjinin bir ¢esididir. Mekanik enerjiyi dokuya ileten basing
dalgalaridir (68). Hiicresel diizlemde mikro mekanik gerilmeler viicut dokusu igerisinde bu
basing dalgalari ile iiretilir (67,68). Akustik giic ve frekans degistikge de hiicrenin mekanik
uyarima cevabida degismektedir (36). In vitro bir calismada fare osteoblast hiicrelerine 30
mW/cm? de diisiik siddette uygulan uyarimin prostaglandin E2’ yi artirmis dolayisiyla da
kirik iyilesmesinde etkili olabilecegi diistiniilmiistiir (69). Bununla beraber, pek az diger
calisma, kok hiicreler ve sert veyahut da yumusak bag dokularmin tamirini ve yenilenmesini
iceren molekiiler siiregler iizerine US’nin hassas etkisini arastirmistir. Boylelikle hasarl
dokularin iyilestirilmesine imkan verecek yeni stratejilerin - gelistirilmesi bir  nevi
smirlandirilmistir (70).

Jamie Harle ve arkadaglar1 in vitro da MG63 hiicrelerini ve periodontal ligamentleri
siniisoidal sinyallerle bes dakika boyunca 140, 230, 540 ve 990 mW/cm? yogunlugunda
uyarmislardir. Bes giinliikk bir incelemenin ardindan ikinci giinden itibaren uyarim siddeti
artikca MG63 ve PDL hiicrelerinin de artigin1 gozlemlenmis fakat istatistiksel olarak anlaml1
bir sonu¢ bulunamamistir. Yapilan calismalarda efektif yogunlugun 30 ila 1000 mW/cm?
oldugu rapor edilmistir (24). Bes giinliik fare kalveria kemikleri hiicre kiiltiiriinde bes dakika
boyunca 1000 mW/cm? yogunlugunda 3 MHz de uyarildiklarinda, anlamh olarak kemik
formasyonunun arttirmigtir. Ancak kalveria kemikleri yine bes dakika boyunca, 3 MHz de
fakat 1000-2000 mW/cm? siddeti artirilarak uyarildigimda kollajen sentezinin inhibe
edilmektedir (70). Calismalar, 1:4 pulsda, 100, 400, 700 ve1000 mW/cm? siddette ultrason
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uyarimlarinin fibroblast ve osteoblast hiicre ¢ogalimimni arttirdigi diisiiniilmektedir (68).
Ayrica protein sentezi incelendiginde de kollajen tiretiminin tetiklendigi gézlemlenmistir.

Osteoblast hiicre kiiltiirii caligmalarinda ti¢ boyutlu tip I kollajen matris ¢ok giiclii bir
faktordiir. Mekanik stresin osteoblast hiicre kiiltiirlerinin ti¢ boyutlu tip | kollajen matrisindeki
etkisi ile ilgili cok fazla bir ¢calisma bulunmamaktadir. Tip I kollajen kemikte ekstraseliiler
matrisin major bir komponenti olup osteoblast fenotipinde onemli bir rol oynamaktadir.
Ignatius ve ark. Yaptiklar1 alismaya gore in vitro da doku formasyonunda tip I kollajen matris
yap1 iskeletinde ki osteoblast hiicrelerin ¢ogaldigi gozlemlenmistir. Kas aktivasyonunda ve
kemik gelisiminde yiliksek genlikte, diisiik frekansta gerilme veya diisiik genlikte, genis
frekansta uyarimlarin ideal oldugu disiiniilmektedir (56). Yap1 iskeleti kemik rejenerasyonun
da biyolojik, biyomekanik ve biyomateryal 6zellikler olmak iizere {i¢ 6nemli faktore sahiptir.
I-besinlerin diflizyonu i¢in porozite uygunlugu, II-hiicre yapisimi ve hiicrelerin normal fenotip
acilimi i¢cin materyal yiizeyinin biyouyumlulugu, III-rejenerasyon islemi sirasinda yiik tasima
gibi mekanik 6zelliginin Onemi, IV-yeni kemik formasyonu saglandiktan sonra
biyoayrisabilme 6zelliginin saglanimi i¢in bu kompleks fonksiyonlar dengelenmelidir. Yap1
iskeletinin mikro yapismnin dizayni kemik rejenerasyonunu etkilemektedir. Rejeneresyon
islemi sirasinda, yap1 iskeletinin bozunumu ve yeni kemik formasyonunun olusumu ayni
zaman diliminde gergeklesmektedir. Yinede kemik rejenerasyon islemi in vivo da uzun bir
stire¢ gerektirir. Biyoayrisabilen yapi iskeletleri kullanilarak rejenerasyon islemi, mekanik ve
biyolojik ¢evrenin degisiminden etkilenen yeni kemik formasyonu ve yap1 iskeletinin
bozunumu ile kompleks non-lineer bir yap1 olusturur (43).
8.SONUC VE ONERILER:

Cesitli nedenlere baglh kemik doku defektlerin giderilmesinde otograft ve allograft
uygulamalarin yaninda kemik doku miihendislik teknikleri kullanilarak doku defektleri
giderilmeye c¢alisilmaktadir. Doku farklilasmasinda mikro hareketin 6nemli oldugunu
diistiniilmektedir. Osteoblast hiicrelerinin hiicre kiiltiirlerinin mekanik uyarmminda elde
edilecek artis ve bu yonde gelecekte yapilacak olan calismalar ile kemik kiriklarinin
iyilesmesinde veya kemik bosluklarinin doldurulmasi miimkiin olabilir. Optimal ve
suboptimal ses dalgalarmin mekanik uyarim kemik doku miihendisliginde yapi iskeletinin
istenen mekanik kosullarmin yerine getirilmesinde 6nemli bir basamak olacaktir.

Metal implantlar1 kemik doku fonksiyonlarina cevap olarak farkli tepkiler

gosterebilmektedir. Uygulanan stres kargisinda implant materyalinin basarililigi bu cevaba
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baghdr. Bir baska deyisle implant cevresinde kemik gelisimi mekanik g¢evreye oldukca
bagimlidir. Bu ylizden kemik yapi ve kompozisyonunda osteoblast hiicrelerinin mekanik
uyarim karsisinda nasil bir cevap verecekleri olduk¢a 6nemlidir. Kemik doku miihendisligi
diinyada ve iilkemizde yeni bir alandir. Bu alan sayesinde c¢esitli yenilikler de yol
alinmaktadir. Bunlardan biride, farkli kimyasallar ile iiretilen yap1 iskeletleridir.
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