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OZET

Osteodejeneratif Hastaliklarin Tedavisinde Kullanilmak Uzere
Tasarlanan Biyobozunur Mg-Y-RE Alasimlarmin hFOB1.19 Hiicre Hatti
Uzerine Olan Etkisi

Osteoartrit (OA) kikirdakta erozyon, skleroz, osteofit olusumu, sinoviyal membran ve
kapsiil yapisindaki degisikliklerle tanimlanan kronik dejeneratif bir siirectir. Bu hastaligin
tedavisinde cerrahi tedavi son segenektir. Cerrahi tedavide cesitli maddelerden yapilmis
implantlar diz bélgesine yerlestirilmektedir. Ulkemiz OA tedavisinde kullanilan bu
implantlar agisindan biiyiik 6lgiide disa bagimlidir. Bu durum saglik harcamalarina biiyiik
yiikk bindirmektedir. Bu ¢alismada osteoblast hiicre hatti olan hFOB1.19 hiicrelerini, OA
tedavisinde implant olarak kullanilmak igin firetilen Mg-Y-RE alasimlarina maruz
birakarak, bu alagimlarin biyo-uyumunun belirlenmesini amagladik. hFOB1.19 hiicre
dizileri Mg-Y-RE-12, Mg-Y-RE-13 ve Mg-Y-RE-24 alasimlarina, 24-72 saat siireyle, 0-
1000 pg/ml dozlarda maruz birakildi ve bu alasimlarin hiicre canliligi tizerine etkileri MTT
yontemiyle belirlendi. Hiicre canlilig1 tizerinde etkili maruziyet siiresini, etkisiz olan en
yiiksek doz ile etkili en yiliksek dozu (72. saat, 400 pg/ml ve 1000 pg/ml) kullanarak, bu
alasgimlarin osteoblastik aktivitede gorevli genlerin ekspresyon miktart ve protein
seviyelerine etkileri sirasiyla QRT-PCR ve ELISA yontemiyle belirlendi. Mg-Y-RE-12
hi¢bir maruziyet siiresinde ve dozunda hiicre canliligini etkilemezken, Mg-Y-RE-13 ve
Mg-Y-RE-24 alagimlarinin zamana ve doza bagl olarak hiicre canliligini1 baskiladigini
bulduk. Her ti¢ alastm BMP2, MMP1, SSP1, OPG ve RANKL gen ekspresyon seviyelerini
arttirmistir. Mg-Y-RE-13 ve -242{in MGP gen ekspresyon miktarini da arttirdigi bulundu.
Sadece Mg-Y-RE-12 BMP2 ve Mg-Y-RE-24 MMP1 protein seviyelerini arttirdigini
bulduk. Her ii¢ alasim OPG seviyesini arttirmistir, BMP7, RANKL, IL-18, TNF-a ve TGF-
[ protein seviyelerini etkilememistir. Sonug¢ olarak Mg-Y-RE-12 alagimi hiicre canliligini
etkilememektedir ancak osteoblast aktivitesini yapim yoniine tesvik etmektedir. Bu
bulgular iilkemizde ilk defa tasarlanan Mg-Y-RE alagimlarindan 6zellikle Mg-Y-RE-12
alasimindan  tretilecek  implantlarin ~ osteodejeneratif  hastaliklarin  tedavisinde
kullanilabilecegini diistindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Mg-Y-RE, osteoartrit, hFOBI1.19, hiicre canliligi, osteoblastik
aktivite
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ABSTRACT

The Effect of Biodegradable Mg-Y-RE Alloys, Designed for Use in
Treatment of Osteodegenerative Disease, on hFOB1.19 Cell Line

Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative process which is characterized by cartilage
erosion, sclerosis, osteophyte formation and alterations in the composition of synovial
membrane and capsule. Surgery is last option for the disease to treatment. Implants made
of different materials are placed into the knee region by that surgical procedure. But our
country is dependent on abroad with respect to these implant materials used in the
treatment of OA. This situation loads major burden on health care costs. In this study; we
aimed to determine the biocompatibility of various Mg-Y-RE alloys produced to use in the
treatment of OA by exposing hFOB1.19 cell line that osteoblast cell line. We exposed
hFOB1.19 cell lines to Mg-Y-RE-12, Mg-Y-RE-13 and Mg-Y-RE-24 alloys for 24-72
hours between 0-1000 mg/ml doses and the effects of these alloys on cell viability were
measured by MTT assay. By using the non-effective highest dose, effective highest dose
with effective exposure time and on cell viability (400pg/ml, 1000ug/ml and 72. hours),
we determined the effects of referred alloys on the proteins and genes involved in
osteoblastic activity by ELISA and gRT-PCR respectively. While Mg-Y-RE-12 alloy did
not suppress cell viability at any dose and exposure time; Mg-Y-RE-13 and Mg-Y-RE-24
alloys suppressed cell viability depending on dose and exposure time. All three alloys
increased BMP2, MMP1, SSP1, OPG, RANKL gene expression levels. Mg-Y-RE-13 and
Mg-Y-RE-24 alloys also increased MGP gene expression. Besides, only Mg-Y-RE-12 and
Mg-Y-RE-24 alloys increased BMP-2 and MMP-1 protein levels respectively. While all
three alloys increased OPG protein level, they did not affect BMP-7, RANKL, IL-1, TNF-
a and TGF-B protein levels. As a result, Mg-Y-RE-12 alloys didn’t affect hFOB1.19 cell
viability and promotes osteoblast activity to the formation direction. These findings
suggest that Mg-Y-RE alloys especially Mg-Y-RE-12 alloys, which will be produced in
our country first time, can be used in the treatment of osteodegenerative disease.

Keywords: Mg-Y-RE, osteoarthritis, hFOB1.19, cell viability, osteoblastic activity
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1. GIRIS

Osteoartrit (OA) eklem kikirdaginin dejenerasyonu, osteofit formasyonu ve
bunlarin sonucunda eklem boslugunda daralma ile karakterize, yaygin olarak goriilen
dejeneratif eklem hastaligidir (Castaneda ve ark. 2012). Giiniimiizde hareketsiz yasamin
artmasi sonucunda obezitenin artmasi; gelisen hayat standartlarinin yiikselmesiyle ortalama
yagsam stiresinin artmasi osteodejeneratif hastaliklarin goriilme sikliginin artmasina neden
olmustur. Ayrica cinsiyet, etnik koken, yasam tarzi da hastaligin artmasina neden
olabilmektedir. Diger yandan hastaligin tedavisinin ve hasta bakimimin ekonomik boyutu
cok yonliidiir. Ostedejeneratif hastaliklarin tedavisine yapilan harcamalar tiim diinyada
giderek artmaktadir. Diinya genelinde 1997°de artritler ve diger romatizmal hastaliklara
bagli tibbi harcamalar 233,5 milyar dolar iken, 2003’de 321,8 milyar dolara yiikselmistir.
Bu harcamalarin énemli bir boliimii OA’ya aittir. Ornegin kalga artroplastisinin 2005°den
2030°a %174, diz artroplastisinin %673 artacagi tahmin edilmektedir. 2007 yilinda
hazirlanan saglik harcamalar1 ile ilgili bir raporda diz ve kalca artroplastilerinin yillik
toplam maliyeti yaklagik 15,6 milyar dolar oldugu rapor edilmistir (Bitton 2009).
Osteodejeneratif hastaliklarin tedavi yontemleri farmakolojik ve non-farmakolojik olmak
tizere ikiye ayrilir. Farmakolojik tedaviler arasinda olan eklem i¢i glukokortikoid ve
hyaluronan enjeksiyonu haftalar ya da aylar siiren Onemli semptomatik yararlar
saglamaktadir. Farmakolojik ve nonfarmakolojik tedavilere ragmen agrinin kontrol altina
almamadigr durumlarda (eklem hareket yeteneginin geri doniisiimsiiz bozuldugu
hastalarda) eklem replasmani yapilmaktadir (Kennth 2007). Ancak bu miidahaleler de
sadece 6-12 ay gibi bir siire rahatlama saglamaktadir ve bu siire sonunda hastalik tekrar

goriilebilmektedir.

Diinyada osteodejeneratif hastaliklarin tedavisinde en giincel yaklasim implant
kullanimidir. Implantlar; (i) doku hasarliysa hasarli dokuyu desteklemek ve bdylelikle
dokunun kendini yenileme siirecine katki saglamak (ii) doku hasar1 geri doniisebilecegi
noktay1 gegmisse dokuya mekanik destek saglayarak kaybolan dokunun gdrevini yapmasi

icin kullanilmaktadir (Butler ve ark. 2000). Bugiine kadar implant iiretiminde paslanmaz



celik, aliminyum, polimer maddeler gibi cesitli malzemeler denenmistir. Ancak bu
maddeler hem uygulama sirasinda kirilganliklarindan dolayr hem de biyouyumluluklar
zayif olduklar1 ic¢in sorunlara neden olmusglardir. Ayrica uygulamalarindan sonra
biyobozunur olmamalar1 ya da bozunmalarinin ardindan dokunun yenilenmesine izin
vermemeleri de kullanimlarini kisitlamistir. Diger implant materyallerinin yukarida sayilan
sakincalarindan dolayr kullanimi kisitlanirken biyouyumlu ve biyobozunur 6zellige sahip
implant materyalleri gelistirilmesi i¢in ¢abalar artmistir. Giiniimiizde ise biyouyumlu ve
biyobozunur 6zellige sahip malzemelerden iiretilmis implantlar sagladiklar1 avantajlardan
dolay1 kullanimlar1 son derece yaygin hale gelmistir. Biyobozunur malzemeler arasinda en
¢ok ragbet goéren biyobozunur/biyouyumlu o6zellige sahip magnezyum alasimlaridir.
Magnezyum (Mg) tabanli materyaller diisik modiiler yapiya sahip olmalari ve
magnezyumun mekaniksel ozellikleri kortikal kemigin yapisina ¢ok yakin olmasi
nedeniyle stres diizeyini korumaya yardimci olmaktadir. Sahip oldugu gerilme kuvveti
acisindan magnezyum tabanli materyaller polimerlerden daha fazla giigliidiirler, zaman
icerisinde bozunmalar1 ilk mekaniksel Ozelliklerinde herhangi bir degisime neden
olmamaktadir (Zberg ve ark. 2009, Hort ve ark. 2010). En onemli Ozellikleri ise
magnezyum tabanli materyaller biyouyumludurlar ve polimerler ile karsilagtirildiginda
bozunmalarindan sonra kemik olusumunu tesvik edebilmektedirler (Witte ve ark. 2005,
Zhang ve ark. 2009). Magnezyum alagimlarinin bu &zellikleri implant malzemesi olarak

kullanilmalarini saglamistir.

Osteodejeneratif hastaliklarin tedavisinde ilk segenek olarak farmakolojik ajanlar
kullanilir. Hastalik ilerledik¢e cerrahi tedavi ihtimali 6n plana ¢ikar. Cerrahi tedavide
implant teknigi sik kullanilan bir yontemdir. Ancak iilkemiz osteodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde kullanilan implantlar agisindan biiyiik 6l¢iide disa bagimlidir. Bu durum saglik
harcamalarina ciddi yilik bindirmektedir. Bu nedenle osteodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilecek biyouyumlu/biyobozunur o6zellige sahip yeni implant
materyallerinin gelistirilmesi i¢in c¢alismalar hiz kazanmistir. Boylelikle implant
materyalleri i¢in diga bagimliligin 6nii kesilmesi hedeflenmektedir.

Bu calismamizdaki amacimiz osteodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilan
biyobozunur/biyouyumlu implantlar agisindan iilkemizin diga bagimliligini azaltacak ve ilk

defa iretilecek olan Mg-Y-RE alagimlarinin osteoblastik ve osteodejeneratif markerlar



tizerine etkilerini in vitro ortamda kemik yapim hiicresi olan hFOB1.19 hiicre hattini

kullanarak belirlemektir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1.Kemigin Yapisi

Kemik, hidroksiapatit (Cas(PO,)3sOH) formdaki kalsiyum fosfat ile mineralize
olmus, ozellesmis en sert bag doku tipidir. Kemik, c¢esitli mekaniksel fonksiyonlara
sahiptir. Yetiskin iskeletinin esas yapisini olusturan kemik dokusu, kaslar1 destekler,
kafatasinin st kismi ve gdgiis kafesi bosluklarinda oldugu gibi yasamsal 6nem tasiyan
organlari1 korur ve kan hiicrelerini iireten kemik iligini barindirir (Junqueira ve Carneiro
2009). Kemik dokusu yogun bir damar agi icerir ve metabolik agidan olduk¢a aktif
durumdadir. Kemik kalsiyum, fosfat ve diger iyonlar1 depolar ve bu 6nemli iyonlarin viicut
stvilarindaki konsantrasyonlarinin sabit tutulabilmesi i¢in kontrollii olarak salinmalarini ya
da absorbe edilmelerini saglar. Ayrica kemikler, iskelet kasi kasilmalari ile olusan
kuvvetleri ¢ogaltarak bunlar1 viicut hareketlerine doniistiirebilen sistemdir. Bu
minerallesmis doku iskelete mekanik ve metabolik islevler kazandirir (Datta ve ark. 2008,
Junqueira ve Carneiro 2009). iskelet eklemler ile birbirine tutturulmus olup, kaslar
tarafindan desteklenen uzun ve yassi kemiklerden olugsmustur. Histolojik olarak kortikal ve
trabekiiler kemik olmak tizere iki tip olgun kemik vardir. Kortikal kemik (kompakt kemik)
yogun ve diizenli bir yapiya sahiptir; trabekiiler kemik (siingerimsi kemik) ise kortikal

kemige gore daha hafiftir, yogunlugu daha azdir ve daha diizensiz bir yapiya sahiptir.

Kortikal kemik uzun kemiklerin gdvdesinde ve yassi kemiklerin yiizeyinde bulunur.
Havers kanal sisteminin etrafinda esmerkezli kanal sisteminden (osteon) olusur ve
osteonlarda birbiri ile volkmann kanallar1 araciligiyla baglanirlar. Havers kanallar
norovaskiiler yapilar olan kan damarlari, lenf damarlari, sinirler ve bag doku icerir. Her
havers kanali kemik matriksinin kemik yaprakgiklari (lamellae) veya halka denilen es
merkezli yapilar tarafindan c¢evrelenmistir. Lamellae igerisinde lakuna denilen ince

bosluklarda osteositler bulunmaktadir.

Trabekiiler kemik ise uzun kemiklerin uglarinda ve yassi1 kemiklerin i¢ kisimlarinda
bulunur. Trabekiil denilen barlar ve tabakalar i¢cermektedir. Trabekiiller stres cizgisinde
siralanir ve kuvvete kars1 dayaniklilik saglar. Genellikle her kemik trabekiiler kemigi ve

modiiler kaviteyi Orten dis kortikal tabakaya sahiptir. Bu kortikal tabakaya periosteum
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denilmektedir. Periosteum iki katman igermektedir: dig fibroz tabaka ve osteojenik
kapasiteye sahip olan, yeni kemik olusum siireci olarak bilinen periost apozisyona izin
veren i¢ tabaka. Korteksin i¢ ylizeyi endosteum olarak bilinir ve kemik endosteal ylizey
rezorpsiyona ugrama egilimindedir. Hem periosteum hem de endosteum osteoblast ve

osteoklast ile onlarin prekiirsor hiicrelerini barindirirlar (Datta ve ark. 2008)

2.2. Kemik Hiicreleri

2.2.1.0steoblastlar

Kemik dokunun formasyonundan sorumlu hiicreler olan osteoblastlar ¢esitli 6zel
transkripsiyon faktorleri vasitasiyla pluripotent mezensimal kok hiicrelerden farklilasirlar
(Owen 1988, Caplan 1991). Pluripotent mezensimal kok hiicrelerin osteoblast soy hattina
doniismesinde osteoblastlarda yiiksek derecede eksprese olan Cbfal (core-binding factor
al) transkripsiyon faktorii rol alir (Banerjee ve ark. 1997, Ducy ve ark. 1997). Multi potent
mezensimal kok hiicrelerin erken fazda osteoblastik soy hatlarina doniismesinde tip I
kollajen, osteopontin (OPN), kemik sialoprotein ve osteokalsin (OCN) gibi kemik matriks
proteinlerinin ekspresyonunu up-regiile eden major transkripsiyon faktorii olan Runx-2
(runt-related transcription factor 2) sorumludur (Ducy ve ark. 1997, Komori ve ark. 1997).
Erken fazda osteoblast farklilasmasinda gerekli olan ancak osteoblast farklilagmasinin son
fazinda farklilasmay1 inhibe eden molekiil osterix (Osx) transkripsiyon faktoriidiir (Ogawa
ve ark. 1993, Komori 2003). Ayrica osteoblast farklilagsmasinda, olgunlagsmasinda ve
¢ogalmasinda c-myc, c-jum, c-fos gibi protoonkogenler, ¢inko parmak proteinleri, runt-
domain proteinleri, kemik morfogenik proteinler (BMP; bone morpho genetic protein),
hiicre biiyiime faktorleri ile hedgehog proteinleri, kononikal wingless/B-katenin de rol alir.
Bu faktorler hiicrenin fenotipine ve olgunlasma fazina bagli olarak degiskenlik
sergileyebilir (Centrella ve ark. 1994, Cheng ve ark. 1994, Aubin ve ark. 1996, Ambrosetti
ve ark. 2008).

Osteoblastlar kemik formasyon siirecinde ekstraselliler matriks (ECM)

minerilizasyonunun ve kemik remodelingin diizenlenmesinde kritik role sahiptir. Kemik



formasyonu boyunca olgun osteoblastlar ECM’nin en biiyliik kismint olusturan tip I
kollajen sentezlemesinin yani sira kollajen olmayan, proteoglikan, glikoprotein, OCN,
OPN ve kemik sialoprotein de salgilar (Franze'n A ve Heinegard D 1985, Chapurlat ve
Confavreux 2016).

Aktif olarak kemik matriksi salgilayan osteoblastlar kiibik hiicrelerdir,
sitoplazmalar1 bazofiliktir, biiyiik golgi organelleri ve bol miktarda kaba endoplazmik
retikulumlart vardir, kemik matriksinin depolanmasina yardimci olan vezikiil trafigine
ozellesmis membran yapisina sahiplerdir (Anderson 2003). Uretim islevleri azalmaya
basladiginda ise yassilasarak bazofilik o6zelligi azalma baglar. Kemik matriksi
sentezlemeyen osteoblastlar ise yasst sekle sahiplerdir, ancak kolaylikla aktif durumlar
igin tipik kiibik bi¢imlerine donebilirler (Junqueira ve Carnerro 2009). Osteoblastlar ya
yeni meydana gelmis matriks ile asamali olarak sarilarak osteositlere dontisiirler ya da

apoptoz ile oliirler (Manolagas 2000).

2.2.2.0Osteositler

Osteositler osteoblast soy hatti hiicrelerinin tamamen farklilasmis, non-proliferatif
hiicreleridir. Osteoblastlarin osteositlere doniismesi ossifikasyonun durumuna baghdir.
Yani olgun osteoblast olustuktan sonra ya osteosite ya da apoptotik osteoblasta doniisiir
(Manolagas 2000). Osteositler hem mineralize kemik matriksinde hem de yeni olusmus
kemikte bulunurlar. Osteoblastlardan daha kiigiiktiirler, sitoplazmik organellerinin ¢ogunu
kaybetmistirler ve osteoblastlara gore kromatini daha koyu goézlenir (Franz-Odendaal ve
ark. 2006, Noble 2008). Osteositler lamellea denilen kovuklarda bulunur ve sahip olduklari
uzantilar araciligtyla diger hiicreler ile iletisim kurarlar, molekiil aligverisi yaparlar. Ayrica
kan damarlar1 arasindaki molekiil aligverisi osteositlerin uzantilar1 ile kemik matriksi
arasinda bulunan az miktardaki hiicre dis1 madde {izerinden de gerceklestirilir. Bu aligveris

yaklasik 15 hiicreden olusan bir zinciri besler (Junqueira ve Carneiro 2009).

Osteositler yetiskin iskeletinde bulunan tiim kemik hiicrelerinin %90-95’ini
olustururlar. Osteositlerin ara baglantilara sahip olmalar1 ve kemik matriksinde yaygin

sekilde bulunmalarindan dolayr mekanik gerilimin rezorpsiyon veya formasyon sinyaline



doniistiiriilmesinden sorumludurlar. Osteositlerin primer fonksiyonu kemik yapisinin
devamliliginin siirdiiriilmesi ve belirlenmesidir. Osteositler mekaniksel uyartiy1 biyolojik
bir sinyale doniistiirme yetenegine sahip mekano-sensorlerdir. Ayrica gerilme sinyalinin
yogunlugunu ve tiim kemigin i¢ine dagilimini diizenleme yetenegine sahiptirler (Cowin ve
ark. 1991, Lanyon 1993). Kemik matriksindeki mikro hasar kemik remodelingi
baglatmaktadir. Osteositler ise artmis remodeling ile korele olan apoptozis bolgelerinin ¢ok
yakininda lokalizedirler (Tatsumi ve ark. 2007). Kemik remodeling siirecinde
osteoklastogenezi aktive eden major faktor olan RANKL’nin (receptor activator of nf-
kappa-p ligand) ana kaynaklarindan biri osteositlerdir (Nakashima ve ark. 2011, O'Brien ve
ark. 2013). Osteositlerin ortalama yasam Omiirleri 25 yildir ve osteositlerin Sliimii yas

senesensi ile artmaktadir (O'Brien ve ark. 2013).

2.2.3. Osteoklastlar

Osteoklastlar osteoklastogenez olarak adlandirilan islemle monosit/makrofaj
ailesinin mononiikleer projenitorlerinin fiizyonuyla olusan multiniikleuslu dev hiicrelerdir
ve kemik rezorpsiyonundan sorumlu tek hiicrelerdir (Teitelbaum 2000). Osteoklastlar
havers sisteminde bulunan endosteal yiizeyde ve periost altindaki periosteal yiizeyde
bulunurlar. Osteoklastlar morfolojik ve fenotipik karakteristik Ozelliklere sahiplerdir.
Ornegin genislemis hiicre govdelerinde 50 veya daha fazla cekirdege sahiplerdir ve soy
hattina spesifik marker olan TRAP (tartarate-resitant acid phosphatase) ile kalsitonin
reseptorii eksprese etmeleri en Onemli fenotipik karakterleridirler (Roodman 1999).
Osteoklastlarin farklilasmasi osteoblast soy hatlarinin M-CSF (macrophage colony
stimulating factor) ve RANK (receptor activator of nuclear factor kB)’in ligandi olan
RANKL eksprese etmeleriyle tesvik edilir. (Yasuda ve ark. 1998). Osteoklastlar hareket
edebilen hiicrelerdir ve kemik iliginden rezorpsiyon bolgelerine gog ettikleri donemlerde
morfolojik degisikliklere ugrarlar (Li ve ark. 2006). Hareket eden osteoklastlar
diizlesmislerdir, non-polarizedirler ve karakteristik olarak membran uzantilarina
sahiplerdir. Rezorpsiyon bolgelerine ulastiklarinda polarize hale gecerek sizdirmazlik
bolgesi, fonksiyonel sekresyon alani ve taban membrani olusumunu gerceklestirirler.

Sizdirmazlik bolgesi osteoklasta 6zgli bir yapidir ve hiicreyi asidik bolgeden ayirir



(Vaananen ve Horton 1995). Osteoklastlar rezorpsiyonun ger¢eklesmesini saglayacak
protonlar1 pompalar ve boylece bolgesel kollajen yikimini, kalsiyum tuz Kristallerinin

resorbe edilerek emilmesini ilerletirler (Sekil 2.1) (Junqueira ve Carneiro 2009).
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Sekil 2.1. Kemik dokusunu sindiren osteoklastlar (Junqueira ve Carneiro 2009).

2.3. Kemik Yeniden Bicimlendirilmesi (Remodeling) ve Mekanizmasi

Kemik remodeling eski kemigin yeni kemik ile yer degistirmesi siirecidir (Sekil
2.2). Kemik remodeling mikro-hasar, mekanik asir1 yiikklenmenin artmasi yada azalmasi,
kan kalsiyum seviyesi, hormonlar, sitokinler ve biiylime faktorleri gibi ¢esitli lokal ve
sistemik uyaranlar tarafindan kati bir sekilde kontrol edilir. Normal kemik remodelingi
kemik rezorpsiyonu ve formasyonunun ¢ift halinde dahil oldugu bir siirectir. Kemigin
farkli bolgelerinde meydana gelir ve bu siirece farkli hiicreler dahil olur. (Raggatt ve
Partridge 2010). Morfolojik ve fizyolojik olarak kemik dokusu kemik astar hiicreleri (bone
lining cells) tarafindan kemik iliginden ayrilir. Slingerimsi kemigin remodeling siireci,
trabekiiler kemigin yiizeyinde kemik ve ilik arasindaki sinirda meydana gelir. Normal
remodeling siireci yaklasik olarak 200 giindiir ancak bu siirenin yaklasik 150 giinii kemik
formasyonuna ayrilir (Hernandez ve ark. 1999). Kemik remodeling iskelette milyonlarca
sayida bulunan temel ¢ok hiicreli {initeler (BMU; basic multicellular units) igerisinde

gerceklesir. BMU’lar kemigi yikan osteoklastlarr, kemigin olusumunu saglayan
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osteoblastlari, kemik matriksinde bulunan osteositleri, kilcal kan damarlarim1 ve kemik
yiizeyini Orten kemik astar hiicrelerini igcermektedir. Tim BMU’lar farkli evrelerdedir ve
her bir BMU’nun 6mrii BMU’yu olusturan her hiicrenin 6mriinden daha uzundur (Smit ve
Burger 2000, Hauge ve ark. 2001, Kular ve ark. 2012).

Sekil 2.2. Kemik olusumu (Junqueira ve Carneiro 2009).

Kemik remodeling siireci ¢ok siki denetim altinda olan bes ardisik fazdan olusur.
Bu siiregte kemik {izerinde ¢esitli nedenlerle meydana gelen mekanik stres osteositler
tarafindan algilanir. Osteositler bu sinyali astar hiicrelerine aktararak yeni kemik
olusumunu saglayacak olan BMU olusum sinyalini olustururlar (Sekil 2.3) (Rucci 2008).
Bu siirecin 2-8 ay oldugu tahmin edilmektedir (Bonewald 2011). Bu fazlar sunlardir;



@ Aktivasyon Fan Rezorpsiyon Fan

Preosteoklastlar
@ @ i \ Osteoklastlar

Astar Hiicreleri ‘

Osteoblastlar l

—

Formasyon Fan Reversal Fan

Minerilizasyon Osteoid
(o2 Ta el

h‘ <

Sekil 2.3. Kemik remodeling (Rucci 2008).

Aktivasyon Fazi: Kemik remodelingin ilk evresidir ve remodelingin baslatici
sinyalinin algilandig1 evredir. Bu sinyal cesitli formlarda alinabilir. Ornegin; dogrudan
kemik {iizerindeki mekanik yiik yapisal bozukluklara neden olur ya da hormonlarin
[Ostrojen ve paratiroit hormon (PTH) gibi] kemik hiicrelerindeki aktivasyonu homeostazide
daha fazla sistemik degisimlere neden olur. Boylece aktivasyon BMU’larin kenarlarinda
meydana gelir (Raggatt ve Partridge 2010). Aktivasyon fazi boyunca ¢ok c¢ekirdekli
hiicrelere farklilasacak olan ve resorbe edici osteoklastlar1 aktive edecek olan osteoklastik
prekiirsorler kemik iligi mononiikleer monosit/makrofajlardan ve dolasimdan elde edilir
(Roodman 1999). Osteoklast aktivasyonu osteoblastlardan salgilanan RANKL, OPN,
kemik sialoprotein gibi ECM proteinleri ile osteoklastlarin etkilesmesine baglidir (Ross ve
ark. 1993). Osteosit apoptozu ve osteotropik biiylime faktorleri ile sitokinlerin salinimi kan
damarlar icin tegvik edici olur, bu durum osteogenezis, kirik iyilesmesi ve kortikal kemik
remodeling i¢in 6n kosul olan rezorptif kemik remodeling kompartman formasyonunu
baslatir. (Smit ve Burger 2000, Eriksen 2010, Bonewald 2011).

Rezorpsiyon Fazi: Bu fazda osteoklast aktivasyonu ve formasyonu osteoblast soy
hiicrelerinin kontrolii altindadir. Osteoblast soy hiicreleri osteoklastlar1 remodeling
bolgesine toplar ve osteoklastogenezis i¢in gerekli olan CSF-1 (colony-stimulating factor

1) RANKL ve OPG (osteoprotegrin) sitokinlerinin ekspresyonunun yami sira PTH
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hormonuna karsi cevabin olugsmasindan sorumludurlar (Tang ve ark. 2009, Raggatt ve
Partridge 2010, Teti 2011). Remodeling osteoklastik rezorpsiyonla baslar. Osteoklastlar
osteoklastik rezorpsiyon lakunasini asindirirlar ve kemik yilizeyine tutunarak rezorpsiyon
bolgesinden sizint1 olmasini engellerler. Osteoklastlar kemik erimesini kolaylastirmak igin
rezorpsiyon lakunasinin icerisine H' iyonu salgilayarak asiditeyi artirirlar. Boylece organik
matriks proteolitik enzimlere maruz kalarak kemik matriksinin ve minerallerinin sindirimi
gergeklesir. Bu siirecte olusan bazi fragmentler tiim kemik rezorpsiyonu i¢in biyokimyasal
marker olarak kullanilabilir (Martin ve Sims 2005). Kortikal kemikte BMU’lar osteonal
tiineller olusturur, bu sirada osteoklastlar kanali oyarlar osteoblastlar ise tekrar doldurur.
Bu sekilde olusturulan havers sistemleri 100-200 mikron genisliginde ve 10 mm
uzunlugunda olabilmektedir (Smit ve Burger 2000).

Reversal Fazi: Rezorpsiyon fazinda maksimum boyutta rezorpsiyon cukurlar
(lakunasi) olustuktan sonra reversal fazi baslar ve yaklasik 9 giin siirer. Reversal fazinda
osteoklastlar apoptoza ugrarken, osteoblastlar toplanir ve farklilagirlar, bundan dolay1
reversal fazi osteoblast ve osteoklast aktivitesi arasindaki gegis fazidir (Matsuo ve lIrie
2008, Kular ve ark. 2012). Rezorpsiyon ¢ukurundan osteoklastlarin ¢ekilmesinden sonra,
kemik-astar hiicreleri bosluklara girer ve kemik matriks artiklarini temizlerler. Bu
temizleme rezorpsiyon ¢ukurlarinda kollajen gibi proteinlerin birikmesi ve osteoblastlarin
da tutunmalari i¢in glikoprotein gibi molekiillerden kement hatti olugsmasi igin gereklidir

(Everts ve ark. 2002, Gallagher ve Sai 2010).

Formasyon Fazi: Reversal fazinin hemen ardindan formasyon fazi baglar.
Osteoblastlar tarafindan gerceklestirilen kemik formasyonu remodeling siirecinin en uzun
sliren agamasidir ve rezorpsiyondan daha yavas gergeklesir (Tang ve ark. 2009, Raggatt ve
Partridge 2010). Mezensimal kok hiicreler veya osteoblast projenitor hiicreler rezorpsiyon
lakunasina (oyuklarina) toplandiktan hemen sonra farklilagirlar ve formasyon gergeklesir
(Everts ve ark. 2002, Eriksen 2010). ECM formasyonuyla ¢esitli genler iliskilidir. Tip I
kollajen, fibronektin, TGF-B (transforming growth factor beta) ekstra seliiler matriksin
(ECM) formasyon siirecinde aktif olarak eksprese olurlar ve daha sonra osteoblastlarin
farklilasma asamalarinda bazal seviyede tutulmalar i¢in asamali olarak miktarlar1 diiger.
Kollajen I kemigin organik kisminin temel molekiiliidiir ve birikimi hiicre biiylimesinin

kismen durmasina katkida bulunur. Proliferasyon durdugunda kemik hiicrelerinin
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fenotipiyle iliskili proteinler olan alkalin fosfataz (ALP), OCN fiiretimi ve birikimi baglar
(Lian ve Stein 1995, Clarke 2008). Kemigin son formunun elde edilebilmesi igin
hidroksiapatit yeni olusan tortulasmis osteoidin i¢inde toplanir (Lian ve Stein 1995,
Confavreux 2011). ECM kompozisyonunda ve organizasyonunda bir dizi modifikasyon
meydana gelir. Bu modifikasyonlar osteoid olustuktan yaklasitk 15 glin sonra
minerilizasyonun baglayabilmesine olanak sunar. Bu siirece non-kollajen proteinler de
katilarak kemik hiicrelerinin fonksiyonel aktivitelerinin diizenlenmesine yardimci olurlar.
Minerilizasyonun baslamasiyla kemik sialoprotein, OPN, OCN genleri eksprese olur (Lian
ve Stein 1995, Raggatt ve Partridge 2010). Rezorbe edilen kemik miktar1 kadar yerine

konuldugunda remodeling dongiisii sona erer.

Sonlanma Fazi: Sonlanma sinyalinin nasil olustugu tam olarak bilinmemektedir
ancak bu sinyalin olusumunda osteoblastlarin son farklilagmasinin ve osteositlerin rolii
vardir. Osteoblastlarin iiretim yetenegi azaldiginda asamali olarak yassilasirlar ve sonunda
hareketsiz astar hiicreleri halini alirlar. Osteoblastlarin bazilar1 da osteositlere farklilagirlar
ve matrikse gomiiliirler (Bonewald 2011). Osteositler rezorbe edilen oyuklari tamamen
doldurulmaya yakin bir zamanda kemik formasyonunu yavaglatacak inhibitdr faktorler
salgiliyor olabilirler. Kemik remodeling osteoklast ve osteoblast hiicrelerinin aktivitesinin
dengesiyle kontrol edilmektedir. Hem kemik formasyonunun azalmasi hem de kemik
rezorpsiyonunun artmast kemik kaybiyla sonuglanir. Bu durum kemik formasyonunun
uyarilmasi kemik kaybinin tedavi edilmesi ve onlenmesi i¢in énemli bir faktér oldugunu

gosterir.

2.3.1. Kemik Remodelingte RANK/RANKL/OPG Sistemi

Kemik remodelingin aktivasyonu ve diizenlenmesi osteoblastlar ve osteoklastlar
arasindaki etkilesime baghdir. Kemik remodeling siirecinde mezensimal soy hatlarindan
koken alan osteoblast hiicreleri olustugunda osteoklastlar myeloid hematopoetik soy
hatlarindan olusur. Yeni osteoklastlar, kemik stromasinda bulunan osteoblastlar ile
osteoklast oOnciilleri arasindaki karsilikli etkilesim araciligiyla olusur (Roodman 1999).
Remodeling siirecinde osteoklastlar kemikte yikim yapacagi bolgeyi kapatir ve lakuna

igerisine sindirici asitler salgilayarak kemik rezorpsiyonunu gercgeklestirir, bu islemden
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sonra osteoblastlar yeni kemik sentezlemeye baslayarak olusan bosluklari doldurur
(Roodman 1999). Osteoblast ve osteoklast arasindaki bu iliski RANK/RANKL/OPG
etkilesimine baglidir (Simonet ve ark. 1997, Yasuda ve ark. 1998, Anderson 2003).
RANK, TNFR (tumor necrosis factor receptor) iist ailesine ait olan tip I homotrimerik
transmembran proteinidir ve iskeletin yani sira ¢esitli dokularda da eksprese edilir (Boyce
ve Xing 2007, Boyce ve Xing 2008, Tat ve ark. 2009). RANK geni 18g22.1 kromozomal
bolgede lokalize olmustur. RANK 616 amino asitlik polipeptittir ve; 28 aminoasitlik sinyal
peptidi, 184 amino asitlik N-terminal ekstraselliiler domaini, 21 amino asitlik kisa
transmembran domaini ve 383 amino asitlik biiyiikk sitoplazmik C-terminal domaini
bulunur. RANK’1n ekstraselliiler domaini sistein agisindan zengin dort domain ve iki N-
baglantili glikozilasyon bolgesi igerir (Rosa-Ranal ve ark. 2001). RANKL, TNF (tumor
necrosis factor) iist ailesine ait olan 317 amino asitlik polipeptittir, sitoplazmik N terminal
domain (1-48 rezidiileri), transmembran domain (49-69 rezidiileri) ve ekstraselliiler C-
terminal domaini (70-317 rezidiileri) vardir. RANKL geni 13q14 kromozomal bdlgede
lokalize olmustur (Rosa-Ranal ve ark. 2001, Tat. 2009). Basta kemik olmak iizere cesitli
dokularda eksprese olan RANKL -1, -2 ve -3 seklinde adlandirilan ii¢ izoforma sahiptir.
Bu ii¢ izoform tip II homotrimerik transmembran protein olup hem ¢oziiniir hem de
membrana baglh formlar1 vardir ve osteoklastogenezi farkli sekillerde diizenlerler. Coziiniir
form osteoklast olusturmak icin diisiik afiniteye sahiptir (Nakashima ve ark. 2000).
Osteoblastlarda ve aktive edilmis T hiicrelerde membrana bagli formda eksprese edilir ve
matriks metallo proteinazlar (MMP) veya disintegrin ve metallopeptidazlar tarafindan
proteolitik yikima ugradiktan sonra salinir (Boyce ve Xing 2008, Geusens 2009, Tat ve
ark. 2009). RANKL immatiir osteoklast salinmasini uyarmaktadir (Caetano-Lopes ve ark.
2007) ve M-CSF’in yoklugunda bile olgun osteoklast farklilagmasini tamamlatma
yetenegine sahiptir (Khosla 2001). OPG, TNFRS iist ailesine ait olup, RANKL’nin
biyolojik etkilerini Onleyebilen bir reseptordiir. Yetiskin osteoblastlar disinda cesitli
dokularda eksprese edilir (Boyce ve Xing 2007, Caetano-Lopes ve ark. 2007, Boyce ve
Xing 2008, Tat ve ark. 2009). OPG, osteoblastlarda propeptit formda sentezlenir ve 380
aminoasitlik olgun peptit olusturmak {izere 22 amino asitlik sinyal peptidi uzaklastirilir.
OPG transmembran domaine veya sitoplazmik domaine sahip degildir, salgilanmig
¢oziinebilir proteindir. TNF ailesinin diger liyeleri gibi sistein bakimindan zengin 4 domain

icerir ayrica iki 6lim domaini ve yiiksek net pozitif yiikke sahip bir domaine sahiptir
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(Wittrant ve ark. 2004). OPG disiilfit baglarinin olusmasina gére monomer veya dimer
formda bulunur ancak serumda baskin olarak monomerik formda bulundugu gosterilmistir

(Rosa-Ranal ve ark. 2001).

Osteoblastlarda sentezlenen ve islenen RANKL osteoklast membraninda bulunan
RANK reseptoriine baglanir ve osteoklastogenezin baslamasini saglayacak NFATc1
(nuclear factor of activated T-cells 1) transkripsiyon faktoriinii uyarir boylece
osteoklastogenez i¢in hedef genlerin ekspresyonu uyarilir. RANKL nin tuzak reseptorii
olan ve osteoblastlardan sentezlenerek ekstraselliiler alana salinan OPG ekstraselliiler
alanda RANKL’ye baglanarak osteoklastogenezin ilerlemesini yavaglatir. RANKL’ nin
RANK yerine OPG’ye baglanmasi osteoklastogenezin ilerlemesini yavaslatarak kemik
yikim hizinin azalmasini saglar (Boyce ve Xing 2007, Caetano-Lopes ve ark. 2007, Boyce
ve Xing 2008, Tat ve ark. 2009).

RANK/RANKL/OPG sistemi gesitli faktorler araciligiyla diizenlenir (Sekil 2.4)

(Sagalovsky ve Schonert 2014):

» 1L (interleukin)-1, IL-6 ve TNF-0; RANKL, M-CSF ve GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) sentezini artirarak osteoklast onciillerinin
proliferasyonunu ve farklilasmasini uyarir ve apoptozu inhibe eder.

» IL-1, TNF, PTH ve 1,25 dihidroksi-vitamin D3 osteopontinin ve osteoblastlar ile
osteoklastlar arasindaki iletisimi saglayacak olan integrinlerin sentezini uyararak
osteoklastogenezi stimiile edecek olan sitokinlerin artmasini saglar. PTH ayrica
TNF ile sinerjik olarak IL-6 sentezini uyarir.

» IFN-a (interferon alpha), IFN-y (interferon gamma), IL-4, IL-10, I1L-18 ve TGF-$
osteoklastogenez lizerinde inhibitor etkiye sahip olan sitokinlerdir.

» |IL-6 ayrica Ostrojenlerdeki bir eksiklik sonucu gelisen kemik kaybinda onemli
olmasima ragmen, RANKL/OPG sistemine belirgin bir etkisi yoktur (Grimaud ve
ark. 2003, Lerner 2004, Boyce ve Xing 2007, Boyce ve Xing 2008).
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Sekil 2.4. RANK/RANKL/OPG sistemi ve osteoblastlar tarafindan osteoklast Onciillerinin

diizenlenmesi (Sagalovsky ve Schonert 2014).

2.4.1. Osteoartrit

Osteoartrit (OA) eklem kikirdaginin dejenerasyonu, osteofit formasyonu ve
bunlarin sonucunda da eklem boslugunda daralma ile karakterize olan dejeneratif eklem
hastaligidir (Castaneda ve ark. 2012). Osteoartritte kikirdak, kemik ve sinoviyal dokuda
cesitli travmatik, biyomekanik, gelisimsel, metabolik ve genetik faktorlerin etkisiyle
meydana gelen kikirdak yapimi ve yikimi arasindaki dengenin bozulmasi ile ortaya ¢ikan,

biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler meydana gelir (Sharma ve ark. 2006).
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2.4.1. Osteoartrit Epidemiyolojisi

OA herhangi bir eklemde meydana gelebilmesine ragmen 6zellikle diz, kalga, eller,
faset eklemleri ve ayaklarda goriilme siklig1 ¢cok daha yiiksektir. Diz, kalga ve el OA’nin
insidans1 yas ile artmaktadir ve kadinlarda goriilme siklig1 6zellikle 50 yasindan sonra
erkeklerde goriilme sikligindan daha yiiksektir (van Saase ve ark. 1989, Lawrence ve ark.
2008). Birlesik Devletlerde yapilan ¢aligmalara gore 2005 yilinda 26 milyon Kkisinin
istiinde OA’l1 insan bulunmaktaydi, 25-34 yas araligindaki populasyonun %1°1 siddetli
radyografik degisimlerden etkilenmislerdir, 75 yas ve tistii populasyonda ise yaklasik
%50’sinde OA’l1 birey bulunmaktadir (Bijlsma ve Knahr 2007, Jordan, Helmick ve ark.
2007). Ulkemizde ise hastalik yiikii calismalarinda OA 6n siralarda (yedinci sirada ve
toplam hastalik yiikii icinde %2,9) yer almaktadir (Uniivar ve ark. 2007). Kas iskelet
sistemi yakinmalar1 ile poliklinige bagvuran 65 yas {iistii hastalarin tanisal dagilimim
degerlendirmede retrospektif bir calismada dejeneratif hastaliklar en sik rastlanan tani
olarak izlenmistir (Seckin ve ark. 1999). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada, Antalya sehri
poplilasyonunda 50 yas {istlinde 655 kiside, semptomatik diz OA prevalanst %14,8
(kadinlarda %22,5 ve erkeklerde %8) distal interfalangal eklem OA prevalansi ise %10,5
(kadinlarda %17,6 ve erkeklerde %4,3) olarak bildirilmistir (Kagar ve ark. 2005). Bir diger
calismada ise {iroloji arsivinden alinan 25-97 vyas grubundaki 682 hastanin [VP
(intravenous pyelography) goriintiileri Kellgren-Lawrence yontemiyle retrospektif olarak
incelenmis ve radyolojik kalga osteoartriti sikligi %8,8 oldugu (kadinlarda %9,7;
erkeklerde %12,7; 25-39 yas grubunda %1,9; 40-54 yas grubunda %16,1; 55 yas iizerinde
%21,6) bulunmustur (Goker 2001).

2.4.2. Osteoartrit Etyopatogenezi

OA sinoviya ile kapl eklemlerde kikirdak yapisinda kayip ile karakterize olan
kronik bir hastalik olmasina ragmen ayni1 zamanda subkondral kemik, ligamanlari, kapsiil,
sinoviyum ve cevre kas dokusunu da etkilemektedir. OA’da kikirdak ve subkondral
kemikteki yikim ve yapim arasindaki dengeyi saglamaya yonelik dinamik bir siire¢ vardir.
Etyopatogenezde hastaligin, kikirdak doku ya da subkondral kemikten basladigi konusunda
tartismali goriisler bulunmaktadir. OA’da yapisal olarak radyografilerde subkondral

16



kemikte skleroz artist goriilirken doku igeriginde artmis remodellingten dolay1
minerilizasyonda ve elastik modiillerde azalma vardir (Li ve ark. 1997). Siddetli OA’da
subkondral kemikte osteoblastik aktivite artisin1 gésteren OCN miktar1 artmaktadir, OPN
protein birikimi olmaktadir, idrar CTX-1I (cross linked c-telopeptide of type Il collagen )
ve glikozil-galaktozil-pridolin (Glc-Gal-Pyd) diizeyleri artmaktadir (Pullig ve ark. 2000,
Bruyere ve ark. 2006). OA’da IGF-1 (insulin-like growth factor-1), IL-1B, TNF-a, IL-6,
TGF-B, MMP-1 (matriks metallo proteinaz 1) diizeylerinde artma ve RANKL, OPG,
VEGF, OCN, OPN seviyelerinde degisiklikler olmaktadir (Bay-Jensen ve ark. 2016).
Ayrica OA’da eklem kikirdaginda yapisal degisiklikler meydana gelmekle birlikte ana
kollajen tipi normal eklem kikirdagindaki gibi tip II kollajendir. Ancak osteofit adi verilen
eklem kenarlarinda ve kikirdak tabakasinda meydana gelen kemik proliferasyonlarinin
tizerini Orten kikirdakta tip I kollajen miktari artmaktadir. Osteoartritik kikirdakta kollajen
liflerinin boyu normalden kisadir, lif ¢ap1 azalmistir ve liflerin siki yapisi gevsemistir
(Cremer ve ark. 1998). En 6nemli degisiklik proteoglikanlarda meydana gelir. OA eklem
kikirdaginda su igerigi belirgin sekilde azalmaktadir ve bu durum sonucunda agrekan
molekiillerinin yarattigi osmotik yiik basincina karsi gevsemis kollajen aginin direng
gosterme yetenegi kaybolur. OA’da kollajen ag1 proteoliz ile degisiklige ugrar ve dokuda
sisme meydana gelir. Hidrofilik proteoglikanlar normalden daha fazla siser. Hastalik
ilerledik¢e proteoglikan seviyesi azalir ve glikozaminglikan zincirlerinin boyu kisalir.
Keratan stilfat konsantrasyonu azalirken kondroitin 4 siilfat/kondroitin 6 siilfat oran1 artar.
Proteoglikan kayb1 esik degere ulastiginda ise su miktar1 daha da azalir. ECM’de bulunan
agrekan tilkenmeye baglar ve kikirdak fibrilasyonu ve laserasyonu bunu takip eder ve
sonug olarak da kollajen yikimi gergeklesir (Pullig ve ark. 2002). OA’da COMP (cartilage
oligomeric matrix protemn), fibronektin, asporin, CILP (cartilage intermediate layer
protemn), matrilin-3, fibromodulin diizeylerinde artma, PRELP (proline-arginine-rich end
leucine-rich repeat protein) seviyesinde azalma goriiliir (Clark ve ark. 1999, Heinegard ve
ark. 2001) . OA’da MMP-1 ve yikimdan asil sorumlu olan kolajenaz-3’iin (MMP-13)
sentez ve sekresyonu artmistir. Agrekanazlar ve bazi MMP’ler tarafindan agrekan kaybi
gorilir (Mitchell ve ark. 1996). Osteaortritik sinoviyumda kemik ve kikirdak
metabolizmasinda yer alan biiylime faktorleri ve inflamatuvar sitokinler bulunur. Bu
faktorler sinoviyal hiicrelerde ve kondrositlerde hasar sonrasinda diizenleyici goérev

yaparlar. TNF-a kollajen ve agrekan sentezini baskilayarak doku yikimina neden olur, IL-1
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uyarimi sonucunda NO miktarinda miktar1 artar, sinoviyada bulunan iNOS (nitric oxide
synthase, inducible) enzimi kollajen ve proteoglikanlarin sentezini inhibe eder, MMP
aktivasyonunu arttirarak kikirdak yikiminin ilerlemesine neden olur. Tiim bu faktorlerin
etkisi sonucunda sinoviyal inflamasyon ilerleyerek OA siddeti artar (Evcik ve Babaoglu
2007).

2.4.3. Osteoartritte Risk faktorleri
OA gelisiminde risk hem sistemik hem de lokal faktorler tarafindan belirlenir.
Sistemik faktorler yaralanmada eklem duyarliligini arttirarak, eklem dokularina direkt

hasar vererek veya hasarli eklem dokusunda onarim siirecini bozarak etki etmektedirler.

1. Obezite: OA igin obezite eklemlere asir1 yiik binmesine neden oldugundan
dolayr en gii¢lii risk faktorlerindendir. Diz, kalga ve el OA prevalansi asirt kilolu
insanlarda artmaktadir (Carman ve ark. 1994, Gelber ve ark. 1999, Karlson ve ark. 2003).
Yapilan bir calismada kadinlarda kilonun yaklasik 5 kg azalmasi semptomatik diz OA
gelisiminin yaklasik %50 azalmasina neden oldugu gosterilmistir (Felson ve ark. 1992).
Ayrica agirt kilo el gibi yiik tasimayan eklemler iginde risk teskil etmektedir bu durum
obezitenin OA patogenezinde sistemik olarak da etki ettigini gostermektedir (Carman ve
ark. 1994, Hu ve ark. 2011).

2. Yas: Semptomatik ve radyografik OA’in insidansi ve prevalansi yas ile
artmaktadir. Oksidatif hasarin artmasi, kikirdak incelmesi, kas zayiflamasi ve proprioseptif
bir azalma gibi ¢ok sayida bireysel faktorlerin yas ile birlikte artmasi yas ile OA riski
arasindaki iligkinin multi faktoriyel olmasina neden olmaktadir. Ayrica yas ile doku
biitiinliiglinlin ~ devamliligin1  saglayan  homeostasiste ~ bozulmalar  artmaktadir.
Homeostasisin bozulmasi strese veya eklem yaralanmasina karsi yetersiz cevap olugmasina
neden olmaktadir bunun sonucunda eklem doku azalmasi ve kaybi ilerlemektedir (Felson

ve ark. 1987, Felson ve ark. 1995).

3. Cinsiyet: Diz, kalga ve el OA insidansi kadinlarda erkeklerden daha yiiksektir,
kadinlarda menopoza yakin zamanlarda veya menopozda OA insidansi dramatik bir

sekilde artmaktadir (Srikanth ve ark. 2005).
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4.Yasam Tarzi: Eklemin tekrarlayici sekilde kullanimi OA riskini arttirmaktadir.
Framingham c¢alismasinda tasima, diz ¢okme, c¢Omelme gerektiren islerde c¢alisan
erkeklerde, bu aktiviteleri yapmayanlara gore diz OA’sinin iki kat fazla gelistigi, bos
zamanlarinda yiirliyiis ve bahge isleri yapanlarda sedanter yasayanlara gore radyografik diz
OA riskinin daha fazla oldugu gozlenmistir. Buna karsin akut yaralanma olmamasi
durumunda rekreasyonel olarak yapilan uzun mesafe yiiriiyiis ve kosu gibi aktivitelerin diz

OA riskini artirmadigi goriilmistiir (Zhang ve Jordan 2008).

5. Etnik ve wrk: OA prevalansit ve eklem tutulmasi farkli etnik ve gruplarda
cesitlilik gostermektedir. El ve kalga OA’nin her ikisi de Framingham c¢aligmasina kiyasla
Pekin osteoartrit calismasinda Cinlilerde daha az gériilmektedir ama ilging bir seklide Cinli
kadinlarda radyografik diz OA prevalanst ¢ok daha yiiksektir (Muraki ve ark. 2009).
Johnson ilgesi (Kansas, Birlesik Devletler) OA projesi radyografik kalca OA’inin Afrikali
kadinlar ile beyaz kadinlarda benzer oldugunu ama erkeklerdeki prevalansinin ise Afrikali
Amerikan erkeklere gore beyaz erkeklerde daha diisiik oldugunu gostermistir (Nelson ve
ark. 2010).

2.4.4.0Osteoartritin Ekonomiye Etkisi

Kas iskelet sistemi hastaliklarina bagli harcamalar giderek artma egilimindedir.
1997°de 5 endiistri iilkesinde (Avusturalya, Kanada, Fransa, Birlesik Krallik ve ABD) milli
gelirinin %1-2,51 OA tedavisine harcanmustir. 1997°de artritler ve diger romatizmal
hastaliklara bagli tibbi harcamalar 233,5 milyar dolar iken, 2003’de 321,8 milyar dolara
yiikselmistir. Bu harcamalarin énemli bir bolimii OA’ya aittir. Bir tahmine gére OA’nin
yillik maliyeti 89,1 milyar dolardir. Yeni bir ¢alismada, ABD’de 5 milyon sigortalidan
olusan bir veri tabanmin analizinde OA’nin dolayli maliyeti kisi bas1 yillik 4603 dolar
olarak bildirilmistir. Ayrica OA’lilarda komorbid durumlarin tedavi maliyeti, artriti
olmayanlarin 1,5-2,6 katidir. Direkt maliyeti ilag tedavisi, ambulatuar bakim, hastane
bakimi olusturur. OA’lilarda direk maliyet OA’s1 olmayanlarin kabaca iki katidir. Bir
calismada kisi bast yillik maliyet 543 dolar olarak bildirilmistir. Bu maliyetin yaklasik
yarisi hastahane bakimina, ti¢te biri ilaglara aittir. Hastane bakimi1 maliyetinin 6nemli bir

kismin kal¢a ve diz replasmani olustururken, bu kaynak OA’l1 hastalarin yalnizca %51
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tarafindan kullanilmaktadir. OA’nin evresi ilerledik¢e tedavi maliyeti de artmakta ve ileri
evre OA’llarda yaklasik ikiye katlanmaktadir. 2009 yilinda Ispanyada yapilan bir
calismada Kellgren/Lawrence evre 4 hastalarin direk yillik maliyeti evre 1°den yaklasik
%45 daha yiiksekti. 2003-2004 yillarinda 6zel bir sigorta veritabani incelemesinde yillik
ilag maliyetinin %15’ini agriya iliskin ilaglarin olusturdugu bulunmustur. Intra artikiiler
tedavilere iliskin veri azdir. Bir calisgmada 6 aylik maliyetin (2006°da, enjeksiyon,
artrosentez ve ofis viziti dahil) 852 ila 1840 dolar arasinda degistigi tahmin edilmistir.
Ayrica, eklem replasman (yenileme) tedavileri giderck artmaktadir. Kalga artroplastisinin
2005°den 2030’a %174, diz artroplastisinin %673 artacagi tahmin edilmektedir. Saglik
harcamalari ile ilgili bir projede 2007 yilinda diz ve kalga artroplastilerinin toplam maliyeti

yaklagik 15,6 milyar dolar olarak tahmin edilmektedir (Bitton 2009).

2.4.5. Osteoartritte Korunma ve Tedavi

OA tedavisinde asil amag¢ semptomlar1 gidermek, hareketin devamliligini saglamak
ve olusabilecek hasarlart minimuma indirmektir. Bunun i¢in de non-farmakolojik ve
farmakolojik tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Uygulanacak tedavi ve koruma ydntemi
OA’nin meydana geldigi bolgeye gore segilmelidir. Ornegin; patello femoral OA’da
ozellikle comelme, diz istiine oturmak, merdiven ¢ikmak siddetli agrilara neden olur. Bu
olgularda medial patellar destek agrida belirgin azalmalara neden olur. Bu durumda dizlik
uygulamasi yapilabilir ve dizlik destegi quadriceps kasinin vastus medialis obliquus
parcasinin izometrik egzersizle desteklenmesi agrinin giderilmesinde yararlidir. Ayrica
ayakkabi i¢i destekler/ortezler, 1s1 uygulamalari, egzersiz non-farmakolojik tedavi
uygulamalar1 olup OA’da meydana gelen agrinin azaltilmasi ve hareketin devamliliginin
arttirilmasi1 saglanabilir. OA tedavisinde farmakolojik tedavi yontemleri bulunmasina
ragmen var olan yontemler palyatif olup patolojik degisiklikleri onleyecek ya da koruyacak
bir ila¢ heniiz yoktur. OA tedavisinde kullanilan ilaglar agr1 ve eklem hareketinde siklikla
diizelme saglasa da diizelme miktar1 orta diizeyde olup agr1 giderilmesinde %30,
fonksiyonel diizelmede %15 diizeyindedir. Giinlimiizde OA tedavisinde en sik kullanilan
ilaglar ise asetaminofen, n-asetil-p-aseto aminofenol, APAP ve NSAID (non-steroidal anti-
mflammatory drugs) ilaclardir. Eklem i¢i glukokortikoid ve hyaluron anenjeksiyonu

haftalar ya da aylar siiren 6nemli semptomatik yararlar saglamaktadir. Farmakolojik ve
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nonfarmakolojik tedavilere ragmen agrinin kontrol altina alinamadigr eklem hareket
yeteneginin geri doniisiimsiiz bozuldugu hastalarda eklem replasmani yapilabilir (Kennth
2007). Hastaligin siddeti artik¢a eklem ve bilesenleri geri doniistimsiiz bozulmaktadir ve
yapilan tibbi miidahaleler yetersiz kalmaktadir. Cerrahi islemlerde giinlimiizde yaygin
olarak implantlar kullanilmaktadir ve bu implantlar vasitasiyla hastaligin etkisi ciddi
oranda azaltilmaktadir. Kullanilan bu implantlarin biyobozunur ve biyouyumlu olmasi
tercih edilmektedir. Boylece viicut igerisinde uzun siire kalacak olan bu implantlarin
dokuya herhangi olumsuz etkide bulunmaksizin ve tekrar ¢ikartilmasi i¢in bir operasyon

gerektirmeden viicutta bozunmalar1 gergeklesmektedir.

2.5. Biyobozunur Malzemeler

Biyomalzemeler, insan viicudundaki dokularin islevlerini yerine getirmek ya da
desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik malzemelerdir. Siirekli olarak veya
belli araliklarla viicut sivilartyla (6rnegin sinoviyal sivi) etkilesim halindedirler.
Biyomalzemeler damar, kemik, dis protezi olarak kullanilmasinin yan1 sira ameliyat ipligi
ve ekstrakorporeal cihazlarda da (viicut disina yerlestirilen ancak viicut sivilariyla
etkilesim halinde olan cihazlar) kullanilmas1 saglikta ¢ok onemli yere sahip olmalarini
saglamigtir.  Biyomalzemeler, total eklem artroplastisinde, tendon, ligament
rekonstriiksiyonu prosediirlerinin ve kemik kiriklarinin stabilizasyonunun saglanmasi
amaciyla ortopedik cerrahide kullanilmaktadir. Yumusak ve sert doku yaralanmalarinin
tyilestirilmesinde biyoaktif molekiil olarak kullanilmasinin yani sira hastanin kendi dokusu
yerine de kullanimlar1 gittikge artmaktadir. Biyomalzemeler yapilacak uygulamanin
ozelligine gore segilir. Bunun i¢in malzemelerin mekaniksel 6zellikleri, porozite yapisi,
bozulma profilleri, biyouyumluluklari, dokuya yapismasi ve dokuyla birlesme giigleri gibi
spesifik 6zellikleri dikkate alinir (Butler ve ark. 2000).

Tarihsel olarak paslanmaz celik ve aliiminyum alasimlar1 gibi parcalanmayan
metaller giliclii mekanik kuvvete, korozyon direnclilige sahip olmalar1 ve biyouyumlu
olmalarindan dolay1 ¢ok yaygin olarak kullanilmaktaydi (Geetha ve ark. 2009). Ortopedik
uygulamalarda kullanilan implantlarda metalik biyomalzemeler énemli rollere sahiplerdir.

Sahip olduklar1 yiiksek mekanik direnglilikleri ve kirilmaya karst dayanikliliklarindan
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dolay1r metalik biyomalzemeler seramik, polimer ve polimer/seramik kompozitlerinden
daha istiin olmalarin1 saglamistir. Gegmisten gilinlimiize basta paslanmaz c¢elik olmak
tizere (Tonino ve ark. 1976, Tengvall ve ark. 2004), Co-Cr tabanli alasimlar (Matkovic” T
ve ark. 2004, Webster ve Ejiofor 2004), titanyum tabanli alasimlar (Li ve ark. 1997,
Webster ve Ejiofor 2004, Geetha ve ark. 2009), zirkonyum tabanli alasimlar (Gomez
Sanchez ve ark. 2013) ve tantalyum tabanli alagimlar (Leng ve ark. 2013) biyomedikal
implantlarda yaygin olarak kullanilan metalik materyallerdi. Bu biyomedikal metallerin
hi¢biri in vivo ortamda bozunmadiklarindan dolay1 implantlarin gerekli bolgeye (diz, kal¢a
vb.) uygulanmasindan sonra implantlar insan viicudunda siirekli olarak bulunmaktadir. Bu
implantlarin uzun siire viicutta bulunmalar1 toksik elementlerin salinmalarina veya
korozyonun neden oldugu lokal inflamasyon riskinin artmasina neden olabilmektedir
(Vermes ve ark. 2001, Coen ve ark. 2003, Okazaki Y ve Gotoh E 2008). Bu tehlikeden
dolayr doku iyilesmesinden sonra implantin alinmasi igin tekrar bir cerrahi operasyon
yapilmasi gerekmektedir. Ayrica uzun yillar boyunca kullanilan paslanmaz g¢elik
316L°deki Ni gibi toksik elementler viicut icerisinde metal alerjisine ve bazi deri
hastaliklarina da sebep oldugu bilinmektedir (Gimenez-Arnau ve ark. 2000, Dou ve ark.
2003). Implant iiretiminde kullanilacak materyallerin toksik iyon salinimini engellemek ve
yiizey stabilitesinin korunmasini saglamak i¢in yiizey modifikasyonu veya alagimlama
yoluyla korozyon direngliligi iyilestirilebilmektedir (Grogan ve ark. 2011). Biyobozunur
olmayan metallerin mekaniksel Ozellikleri dogal dokular ile tam olarak uyumlu
olmadiklarindan dolay1r bazi olumsuz etkilere neden olurlar. Kemik ile bu metalik
implantlar arasindaki mekaniksel uyumsuzluk stres shielding olarak bilinen klinik
fenomene neden olur. Stres shielding implantlarin kemigin izerindeki tipik stresi
kaldirmasinin {izerine kemik yogunlugunun azalmasi anlamia gelmektedir (Ridzwan ve
ark. 2007). Wolff yasasina gore saglikli insanlarda veya hayvanlarda kemigin iizerindeki
yiik remodelingi uyaracaktir. Ancak kemik {izerindeki yiik azalirsa kemik kiitlesini
korumak i¢in gerekli olan remodeling i¢in hi¢bir uyarict olmadigindan kemik yogunlugu
azalacaktir ve kemik daha zayif hale gelecektir. Eger kemik iizerindeki yiik veya stres
artarsa remodeling zamanla artacaktir (Frost 1994). Bu nedenle stres shielding genellikle
kemik doku etrafinda asir1 stresi azaltmaya cabalarken kemik rezorpsiyonuna yol acar

(Nagels ve ark. 2003).
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Biyomalzeme olarak polimerler de cok fazli Ozelliklere sahip olabilmeleri
nedeniyle ortopedide doku yenilenmesi igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Lu ve
Thomopoulos 2013). Polimerler, seramikler veya biyo-aktif camlar gibi biyobozunur non-
metalik materyaller in vivo da asamali olarak bozunduklarindan ve bozunma sonucunda
toksik olmayan iiriinleri emildiklerinden veya c¢evre dokular araciligiyla atildiktan dolay:
metalik alasimlardan daha kullanishidirlar (Amass ve ark. 1998, Tsigkou ve ark. 2009, Wu
ve ark. 2012). Ancak bu materyallerin de ortak bazi dezavantajlar1 vardir. Ornegin; kemik
implant malzemesi olarak kullanilan PLLA (Poli L-laktik asit) ve PLGA (Poli laktik-ko-
glikolik asit) gibi biyobozunur polimerler diisik mekanik 6zellikleri nedeniyle
biyomedikal uygulamalari sinirlidir (Zhang ve ark. 2009). Polimer materyaller asiri
kirilgan  yapiya  sahip  olduklarindan  implantin  uygulanmasi  asamasinda
kirilabilmektedirler, bozulma hiz1 oranlar1 hastadan hastaya degismektedir ve bozulma
hizlart uzun sirmektedir (Smith ve ark. 2003, Johnston ve ark. 2011). Ayrica
bozulmalarindan sonra yerlerinin dolmadig1 ve kemik kistlerinin olustugu da gozlenmistir
(Walton ve Cotton 2007). Polimer kullaniminin yani sira yetersiz osteointegreasyon igin
komposit materyaller de tasarlanmistir. Ancak yapilan c¢alismalardan bazilar
osteointegrasyonun ilerlemedigi bazi caligmalarda ise zayif integrasyon oldugu rapor
edilmistir (Tecklenburg ve ark. 2006, Johnston ve ark. 2011). Bu nedenle polimer

materyaller bazi ortopedik uygulamalar i¢in uygun bir se¢im olmayabilir.

Insan viicudunda eser elementler olarak var olan magnezyum, demir ve ¢inko
tabanli materyaller bu gelismeler sonunda ilgi ¢ekmistir. Bu biyobozunur materyaller
arasinda magnezyum ve magnezyum alagimlarinin biyomedikal kullanilabilirligi i¢in ¢ok
genis bir seklide arastirilmistir (Hermawan ve ark. 2010, Vojtech ve ark. 2011, Poinern ve
ark. 2013).

2.5.1. Magnezyum Alasimlari

Magnezyum 1,74 g/cm® yogunluga sahip hafif bir metal olup, kemigin
yogunlugundan (1,8-2,1 g/cm?®) daha az bir yogunluga sahiptir. Saf magnezyumun elastik
katsayisi 45 GPa iken insan kemiginin elastik katsayisi ise 40-57 GPa’dir. Bu benzer

elastik katsayisindan dolayr doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan magnezyum
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olasi stres shielding fenomenini biiyilk oranda azaltarak kemik rezorpsiyonunu
engelleyebilmektedir. Magnezyum alasimlari uygun mekanik mukavemete sahip
olmalarinin yani sira biyolojik uyumluluklar1 ve in vivo ortamdaki giivenirliligi implant
{iretimi i¢in aday olmalarin1 saglamistir. Insan viicudunda en bol bulunan magnezyumun
yaklagik yaris1 kemik dokuda depolanmaktadir. Ayrica magnezyum metabolik agidan
elzem olan bir elementtir (Okuma 2001). Magnezyum bir¢ok enzim igin kofaktor
olmasmin yan1 sira DNA ve RNA’nin yap1 stabilizatoridir (Hartwig 2001). Magnezyum
bivalent iyon olarak kemik matriksinde apatit formasyonunda rol alir (Zreigat ve ark.
2005). ECM’deki magnezyum konsantrasyonu 0,7-1,05 mmol/l olup Mg homeostazisi
bobrek ve bagirsak aracilifiyla devam ettirilir. Bu nedenle fazla Mg idrar yoluyla etkili bir
sekilde uzaklastirilmasinin yani sira (Saris ve ark. 2000), magnezyum tabanli alagimlarin
bozunmasi serum magnezyum miktarinda artislara neden olmadigi bilinmektedir (Wong ve
ark. 2010). Mg-tabanli materyallerin en Onemli avantaji istenildigi zaman igerisinde
bozunmalar1 ilk mekaniksel Ozelliklerinde herhangi bir degisime neden olmaksizin
diizenlenebilmesidir (Zberg ve ark. 2009). Ayrica bu materyaller uygulandiktan sonra MRI
(magnetic resonance imaging) goriintiilemede diger metalik materyaller gibi goriintiiyii
engelleyip araya girmemektedirler. En onemli Ozellikleri ise Mg-tabanli materyaller
biyouyumludurlar (Witte ve ark. 2005, Zhang ve ark. 2009) ve polimerler ile
karsilastirildiginda bozunmalarindan sonra kemik olusumunu tesvik edebilmektedirler.
Ancak polimerlerin bozunmalar1 dokunun kendini yenilemesine engel olabilmektedirler.
Mg-tabanli materyallerin bu 06zellikleri polimerlerin sahip oldugu dezavantajlarin

uistesinden gelmesini saglamaktadir.

Fizyolojik ¢evrede magnezyum ve magnezyum alagimlart indirgenmeleri korozyon
siirecleri araciligiyla gerceklesir. Korozyon siireci sonunda korozyon tabakasi olusur. Bu
tabaka Mg(OH); iiretimine ve H, gazi salinimina neden olur. Kemik doku damarlanma
acisindan zayif oldugundan salinan Hp gazinin uzaklastirilmasinda basarili degildir. Bu
durum potansiyel tehdit olan H, gazi keselerinin olusmasina neden olur (Persaud-Sharma
ve McGoron 2012). Tiim korozyon siireci elektrokimyasal reaksiyona dayali olarak
gerceklesir. Mg(OH), tabakasi korozyon siireci boyunca magnezyum substratinin altinda
toplanir ve takip eden korozyon siirecinde magnezyumu koruyucu tabaka olarak rol
alabilmektedir. Ancak klorid konsantrasyonu 30 mmol/I’nin iizerine ¢iktiginda Mg(OH),,

suda ¢oziinebilen Mg(Cl),’ye donlismeye egilimlidir. Bu yiizden kendiliginden olusan
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Mg(OH), tabakast magnezyumu tamamen koruyamamaktadir. Yaklasik 150 mmol/1 klorid
konsantrasyonunun oldugu in vivo ortamda asir1 korozyon ve hizli degradasyon
magnezyum tabanli implantlar i¢in kagimmilmazdir (Kokubo ve Takadama 2006, Witte ve
ark. 2008). Magnezyum tabanli alasimlarin korozyona ugramalarmi ve H, gaz
salimimlarin1 en aza indirmek icin en iyi yol magnezyumun nadir toprak elementleri ile

katkilanmasi ve yiizey modifikasyonunun yapilmasidir.

Magnezyum tabanli materyallerin kendi mekanik 0Ozelliklerini koruyarak hizli
bozunmalarinin kontrol edebilmek icin magnezyuma g¢esitli elementler eklenerek
magnezyum alagimlar1 tretilmistir (Li ve ark. 2008, Berglund ve ark. 2012).
Magnezyumun yiiksek negatif potansiyele (-2.4V) ve zayif pasivasyon egilime sahip
olmasina ragmen, iretilen yeni alagimlar ticari magnezyum ile karsilastirildiginda daha iyi
mekanik 6zelliklere, korozyon direncine ve biyolojik performansa sahiptirler. Dokunun
implanta cevabi, implant yiizeyinin Ozelliklerine, korozyon direcliligine, doku ile
biitinlesmesindeki  biyo-uyumluluguna baghidir. Bu nedenle magnezyumun ve
alagimlarmin  yiiksek derecede biyouyumlu anti-korozyon tabaka ile yiizeyinin
modifikasyonu yapilmaktadir. Yiizey modifikasyonundan sonra magnezyumun bulk
substrat 6zelliklerini siklikla siirdiirebilmektedir. Yiizey modifikasyonu ile magnezyumun
daha iyi biyomedikal performansi i¢in multi fonksiyonel yiizey yapimi miimkiindiir (Zhang
ve ark. 2009). Metal implantlardan iyonlarin ¢oziilmesi (ayrilmasi) alerjiyi
indiiklemesinden endise edilir. Ancak ISO (international organization for standardization)
standartlarina uygun olarak yapilan epikutan test ¢alismasinda AZ31, AZ91, WE43 ve
LAE442 (%4 Li; %3.6 Al, %2.4 RE, Mg’a gore ylizde agirhik) gibi magnezyum
alagimlarinin alerjik reaksiyonlara yol agmadigi gosterilmistir (Witte ve ark. 2008). Ayrica
korozyonun ana iiriinii olan Mg(OH), molekiiliiniin kemik formasyonun arttiritlmasi ile
yakindan iligkili oldugu, kemik yikimin1 gegici olarak azalttig1 gosterilmistir (Witte ve ark.
2008).

Mg materyalleri hazirlanirken Mg metalinin daha da uygun bir yapiya sahip olmast
icin alasim kaplama, ylizey islenmesi ve prosesing gibi yontemler gelistirilmistir. Bu
islemlerle ile magnezyuma nadir toprak elementi katkilanarak magnezyumun sahip oldugu
ozellikler giiglendirilmektedir. Bu yontemlerle magnezyuma nadir toprak (Rare Earth; RE)

elementleri katkilanarak magnezyum giiclendirilir. Nadir toprak elementleri aslinda
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magnezyum tabanli alagimlarin korozyon ve siirtlinme direncini iyilestirmek, mekaniksel
Ozelliklerini arttirmak amaciyla kullanilmistir (He SM, Zeng XQ et al. 2006, Mert F,
Blawert C et al. 2012). RE elementleri 17 elementten olusmaktadir ve magnezyumdaki

¢Oziiniirliiklerine gore iki gruba ayrilabilir:

)} Yiiksek kat1 ¢oziiniirliiklii (Y, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu);
i) Sinirh ¢oziiniirliiklii (Nd, La, Ce, Pr, Sm, Eu) (Feyerabend, Fischer ve ark.
2010).

Ayrica RE elementleri; hafif RE elementleri (La, Ce, Pr, Nd, Pm) ve agir RE elementleri
(Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu) olmak tizere iki gruba ayrilir (Gerold B 2013).
Cogu RE elementi anti-karsinojenik karakter sergilemektedir (Ji, Xiao et al. 2000).
Magnezyuma eklenen nadir toprak elementlerinin magnezyumun gerilebilirligini arttirdig
ve korozyon oOzelliklerine katki sagladigi gosterilmistir (Leng ve ark. 2012, Leng ve ark.
2013). Ornegin Mg-Y alasimi saf Mg metaline gore gerilme direnci yaklasik iki kat daha
fazladir ve bozunma hizi da korunmaktadir (Gu ve ark. 2009, Chou ve ark. 2013). Mg’nin
bu 6zelliklerinden dolayr Mg alagimlarinin ¢esitli dokulara benzer olarak tasarlanmalarini
olanakli hale getirmektedir. Ornegin; Mg materyalinin mikro-yapis: siingerimsi kemigin
mekaniksel Ozelliklerine benzer olarak yani gozenekli olarak tasarlanabilmektedir. Bu
durum Mg-tabanli materyallerin kemigin yapisina entegre olmalari icin ideal hale
getirmektedir (Wei ve ark. 2010). Ancak RE elementlerinin kombinasyonu ile viicuda

alinan gilinliik miktar 4,2 mg/giin ‘den fazla olmamalidir (Kirkland ve ark. 2011).

Magnezyum alasgimlarinin korozyon direnci ve mekanik oOzellikleri {izerinde
oldukga etkili olan nadir toprak elementlerinin katkilanmasiyla daha kullanighh Mg-tabanl
alasimlar yapilmaktadir. Mg-Y-RE alagimlar1 kullanilan nadir toprak elementlerine ve
agirlikca ylizdelerine gore WE43, WES4, Mg-Y-Gd, Mg-Y-Nd vb. olarak
adlandirilmaktadir. WE43 magnezyum alasiminda “W” agirlikca %4 oraninda kullanilan
yitriyumu; “E” harfi ise agirlikca %3 oraninda ki nadir toprak elementlerini ifade eder.
Agirlikca %3 oraninda eklenen nadir toprak elementleri “E”; 17 farkli nadir toprak
elementlerinden bazilarinin degisik oranlarda bir araya getirilmesiyle olugsmaktadir. Mg-Y-
RE alagimindaki nadir toprak elementleri; farkli nadir toprak elementlerinin bir araya
getirilmesiyle katkilandig1r gibi, nadir toprak elementlerinin tekli katkilanmasiyla da

uretilmektedir. Nadir toprak elementlerinin tekli katkilanmasiyla, magnezyum
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alagimlariminin - mekanik ve korozyon oOzelliklerine etkilerinin gozlemlenebilecegi

literatiirde de agike¢a ifade edilmektedir (Reifenrath ve ark. 2010).

Mg-tabanli materyallerin bozunmalari ve hiicre canliligina olan etkisini belirlemek
icin ¢ok fazla calisma yapilmistir. Sitotoksite testi alagimlarin biyouyumlulugunu
belirlemede en hizli yontemdir. Teorik olarak, hi¢gbir metalin insan viicuduna sinirsiz alimi
yoktur. Alagimlarda kullanilan c¢ogu element tolerans sinirinin Gtesinde toksik
reaksiyonlara neden olabilir. Gelistirilen alagimlarin biyouyumlulugu salinan elementler
tarafindan etkilenmektedir. Salinan elementler alasimin korozyon orami ile iliskilidir.
Magnezyumun insan viicudunda biyouyumlu oldugu bilinmektedir. Ancak ekstraselliiler
stvilarda 1,05 mmol/I’den fazla magnezyum kas felci, hipotansiyon, solunum zorluguna
neden oldugu, serumdaki 6-7 mmol/l magnezyum seviyesinin kalp durmasina neden
oldugu bilinmektedir (Staiger ve ark. 2006). Alasimlardan salinan elementlerin
sitotoksitesi ve tolerans limiti implantin lokalizasyonu, lokalize oldugu dokudaki yolaklar
veya mekanizmalar ve bunlarin korozyon iiriinleri ile iliskilidir. Ornegin stentlerden
salinan korozyon firiinleri dogrudan kan damarlarin1 etkilerken ortopedik implantlardan
salan Ttriinler ise ekstraselliiler siviyr etkiler. Yapilan bir ¢calismaya gore alasimlardan
korozyondan dolay1 salinan {irlinlerin etkisi hiicreden hiicreye degisiklik sergilemektedir
(Feyerabend ve ark. 2010). Ayrica Mg, Y, Gd, Ce ve Nd ile yapilan bir ¢alismada bu
elementlerin metabolik aktiviteleri degistirmedikleri goriilmistiir (Drynda ve ark. 2009).
Yapilan bir ¢alismada Mg-tabanli alagimlarin stromal hiicreleri destekledigi ve osteoblast
benzeri fenotiplere farklilagmasini tegvik ettigi gosterilmistir (Pietak ve ark. 2008). Ayrica
U-20S hiicreleri (osteoblast hiicre hatt1) Mg ile kiiltiire edildiginde hiicre canliliginin veya
hiicre proliferasyonunun, minerilizasyonunun degismedigi gosterilmistir (Yun ve ark.
2009). Yapilan gesitli calismalarda magnezyum alagimlarinin yeni kemik yapimini tesvik
edici ozellik sergiledigi gosterilmistir (Yamasaki ve ark. 2002, Zreigat ve ark. 2002,
Yamasaki ve ark. 2003, Revell ve ark. 2004).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. hFOB1.19 Hiicre Kiiltiirii

hFOBI1.19 hiicre dizileri (ATCC, LGC Promochem, Teddington, UK; ATCC
Numarast: CRL-11372) kemik gelisimi ile ilgili olarak in vitro ¢alismalarda yaygin olarak
kullanilan insan kemik osteoblastlarinin SV40 T-antijenin 1s1ya duyarli bir mutant1 (tSA58)
ile 6limsiizlestirilmesiyle elde edilen hiicre dizileridir (Harris ve ark. 1995). hFOB1.19
hiicreleri complete medium [CM; %10 buzagi serumu (fetal calf serum; FCS; Gibco,
Invitrogen) ve %3 G418 (Sigma, Tirkiye) igeren Dulbecco Modifiye Edilmis/F12
(DMEM/F-12; Gibco, Invitrogen)] vasatta 75cm?’lik kiiltiir flasklarinda ve 24 kuyucuk
(well) igeren kiiltiir kaplarinda (plate) (Thermo, Tiirkiye) %95 nem, %5 CO, ve 34 °C
saglayan inkiibatorde iiretildi. Kiiltiir vasati haftada iki kez degistirildi ve hiicreler kiiltiir

kaplarinin yiizeyini %70-80 oraninda kapladiktan sonra deneylerde kullanildi.

3.2. Partikiil Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Mg-Y-RE-12, Mg-Y-RE -13 ve Mg-Y-RE -24 nolu alagimlar,
Mustafa Kemal Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Mikro/Nano Mekanik
Karakterizasyon Laboratuvarinda TUBITAK tarafindan &ncelikli alanlar bashginda
desteklenen 213M699 nolu proje kapsaminda Dog. Dr. Osman SAHIN ve ekibi tarafindan
tiretilmistir. Partikiiller 0-1000 pug/ml dozlarda serumsuz vasat [FCS igermeyen serum free
medium; DMEM/F12 ve %3 G418 igeren vasat; SF] i¢inde hazirlanarak deneylerde
kullanildi.

3.3. Hiicre Canliliginin Degerlendirilmesi
Hiicrelerin ~ canlilign  tetrazolium  tuzu  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide’in (MTT) bir ¢oziinmez formazan boyasina metabolik

aktivitenin bir gostergesi olan mitokondriyal enzimler tarafindan indirgenmesi esasina
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dayanan ve bu sekilde canli hiicre sayisin1 yansitan yontem ile degerlendirildi (Bayram ve
ark. 2013). hFOBI1,19 hiicre dizileri 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina (Thermo,
Tiirkiye) her bir kuyuya 0,5 ml (5000 hiicre/ml) olacak sekilde CM vasat igerisinde ekimi
yapildi. Hiicreler kuyucuklarin tabanint %70-80 oraninda kapladiktan sonra SF vasat
icinde 24 saat siireyle inkiibe edildi. Daha sonra, ayn1 vasat i¢inde hazirlanmis 0-1000
pg/ml Mg-Y-RE-12, -13 ve -24 numarali alasimlara 24, 48 ve 72 saat siirelifine maruz
birakildi. Siire sonunda hiicrelerin lizerindeki kiiltiir vasati toplanarak ELISA yontemiyle
protein analizi calismalarinda kullanilmak iizere -80°C’de saklandi. 24 kuyucuklu hiicre
kiiltir kaplarmin tabanina yapisik olarak kalan hiicreler 0,5 ml 1 mg/ml MTT (Sigma,
Tiirkiye) ile 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra MTT soliisyonu dokiildii ve hiicrelerin
tizerine 0,5 ml dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma, Tiirkiye) konuldu. Renkteki degisim
kolorometrik bir okuyucu olan spektrofotometre (Thermo, Multiskan GO) ile 550 nm’de

okutuldu.

3.4. Protein seviyesinin belirlenmesi

hFOBI1.19 hiicrelerinin canliliginin degerlendirilmesi ¢alismalarinda 0, 400 ve 1000
ug/ml’lik dozlar1 24, 48 ve 72 saatlik siirelerde alagimlara maruz birakilan hiicrelerden elde
edilen siipernatantlar -80 °C’de saklanip, daha sonra ELISA y6ntemiyle protein seviyesinin
belirlenmesinde kullanildi. Hiicre siipernatantlarindan RANKL, OPG, MMP-1, TNF-q, IL-
1B, TGF-, BMP (bone morpho genetic protein; kemik morfogenetik protein), 2, BMP-7
proteinlerin seviyeleri {iretici firmanin (R&D systems; Albio, Tirkiye) direktifleri

dogrultusunda belirlendi.

3.5. Kantitatif Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT- PCR)

Gen ekspresyon analizleri icin hiicre canlilifi degerlendirilmesinde belirlenen
optimum doz ve maruziyet siireleri kullanildi. Tasarim1 yapilan bu implantlar canli sistem
igerisinde uzun siire kalacagindan dolay1 gen ekspresyon analizinde 72. saat optimum

maruziyet siiresi olarak belirlendi. Mg-Y-RE alagimlarinin 1000 pg/ml konsantrasyonu
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etkili en yiiksek doz olarak ve 400 pg/ml konsantrasyonu hiicre canliligini etkilemeyen en
yiiksek doz olarak belirlendi. Bu nedenle gen ekspresyon analizi ¢aligmalarinda 0, 400 ve

1000 pg/ml doz ve 72 saatlik maruziyet stireleri kullanildi.

hFOB1.19 hiicreleri 5000 hiicre/ml olacak sekilde CM vasat igerisinde 75 cm?lik
hiicre kiiltlir kabina (Thermo, Tiirkiye) ekimi yapildi. %95 nem, %5 CO, ve 34 °C saglayan
inkiibatorde tretildi. Hiicre kiiltiir kaplarinin yilizeyinin %70-80’ini kaplayinca (ortalama
72 saat) kiiltiir kaplarmin i¢indeki vasat uzaklastirilip, SF ile 24 saat inkiibe edildi. SF
icinde 24 saat inkiibe edildikten sonra SF vasat i¢inde 0, 400 ve 1000 pg/ml dozlarda
hazirlanmis Mg-Y-RE-12, -13, -24 alagimlarmma 72 saat silireyle maruz birakild.
Inkiibasyonun sonunda Mg-Y-RE alasimli vasat uzaklastirilip kabin dibine yapisik halde
bulunan hiicreler HBSS (hank's balanced salt solution; hank's balanced tuz ¢ozelti; Gibco,
Tiirkiye) ile iki defa yikandiktan sonra tripsin (Sigma, Tirkiye) ile kaldirild1 ve elde edilen
hiicrelerden ticari kitler (miRNeasy Mini Kit, Qiagen, Almanya) kullanilarak {iretici
firmanin direktifleri dogrultusunda total RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen total RNA
reverse transkripsiyon kiti (RT?HT First Strand Kit, Qiagen, Amerika) kullanilarak iiretici
firmanin direktifleri dogrultusunda ¢cDNA’ya doniistiiriildii. Arastirilan gen ekspresyon
diizeyleri ‘real time’ PCR yontemiyle Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) cihazi
kullanilarak kuantifiye edildi. MMP1, NFkB1, BMP2, BMP7, SPP1 (secreted phospho
protein 1; salgilanmig fosfoprotein 1), RANKL, OPG (osteoprotegrin), BGLAP (bone
gamma-carboxy glutamate (gla) protein; kemik gama-karboksil glutamat (gla) protein),
UCMA (upper zone of growth plate and cartilage matrix associated), MGP (matrix gla
protein), UTS2 (urotensin 2) genlerinin ekspresyon diizeyleri belirlendi. Gen
ekspresyonunun normalizasyonu i¢cin GAPDH ve ACTB ‘ev’ (‘house keeping’) genleri

kullanildi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Bu tez calismasinda verilerinin degerlendirilmesinde GraphPed Prism 5 (GraphPed
Software Inc. USA) programi kullanildi. Verilerin normal dagilimli olup olmadiklari
degerlendirilmesinde “D’Agostino & Pearson omnibus normality test” kullanildi. Sonuca

gore; hiicre canliligi verilerinin analizinde GraphPed Prism 5 (GraphPed Software Inc.
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USA) programi kullanilarak tek yonlii varyans analizinin (One-way analysis of variance,
ANOVA) Dunnett’s c¢oklu karsilastirma testi (Dunnett’s Multiple Comparison Test)

yapildi. Gen ekspresyon miktarlarnin analizi fold regulation (2744

) yOntemine gore
hesaplandi. Bdylelikle ilgili genlerin ekspresyon miktarlarinin ka¢ kat arttigi/azaldigi
belirlendi. Gen ekspresyonunda istatistiki degerlendirme deney ve kontrol gruplarmim 2"
degerlerinin Student t-test ile kiyaslanmasi ile yapildi. 0,05’ten kiiciik p degerleri anlamli

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihigimin Degerlendirilmesi

4.1.1. Mg-Y-RE-12 Alasiminin hFOB1.19 Hiicre Canlihg Uzerine Olan EtKisi
hFOBI1.19 hiicreleri Mg-Y-RE-12 alagiminin 0-1000 pg/ml konsantrasyonlari ile 24-72
saat siire inkiibe edilmesi sonucunda Mg-Y-RE-12 alasiminin hFOB1.19 hiicrelerinin

canlilig1 tizerine anlamli bir degisiklige yol agmadigi bulundu (Sekil 4.1 ve ¢izelge 4.1).

24. saat 48. saat 72. saat
1.0

o
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0.6

Optik Dansite (550 nm)
o
'S
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Mg-Y-RE-12 (pg/ml) Mg-Y-RE-12 (pg/ml) Mg-Y-RE-12 (pg/ml)

Sekil 4.1. Mg-Y-RE-12 alasiminin hFOB1.19 hiicre canlilig1 iizerine olan etkisi.

4.1.2. Mg-Y-RE-13 Alasiminin hFOB1.19 Hiicre Canhligi Uzerine Olan Etkisi
Mg-Y-RE-13 alagimi1 72. saatte 1000 pg/ml konsantrasyonda kontrol grubu (0 pg/ml Mg-
Y-RE-13) ile kiyaslandiginda hFOB1.19 hiicre canliligim1 baskiladigi (p=0,0005), diger
konsantrasyonlarda ve inkiibasyon siirelerinde anlamli bir degisiklige yol agmadigi
bulundu (Sekil 4.2 ve gizelge 4.1).
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Sekil 4.2. Mg-Y-RE-13 alasiminin hFOB1.19 hiicre canlilig1 iizerine olan etkisi.

4.1.3. Mg-Y-RE-24 Alasiminin hFOB1.19 Hiicre Canhligi Uzerine Olan Etkisi
Mg-Y-RE-24 alasimi 24. saatte hicbir dozda hiicre canliliginda anlamli bir degisiklige yol
acmadigi; 48. saatte 400 pug/ml (p<0,01) ve 1000 pg/ml (p<0,0001) konsantrasyonda; 72.
saatte 400 ve 1000 pg/ml (p<0,0001) konsantrasyonda kontrol grubu ile kiyaslandiginda (0
pg/ml Mg-Y-RE-24 ) hFOB1.19 hiicre canliligin1 baskiladigi, diger konsantrasyonlarda ise
hiicre canliliginda anlamli bir degisiklige yol agmadigi gézlendi (Sekil 4.3 ve cizelge 4.1).

24. saat 48. saat 72. saat
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Sekil 4.3. Mg-Y-RE-24 alasiminin hFOB1.19 hiicre canlilig1 tizerine olan etkisi.
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4.1.4. Mg-Y-RE Alasimlarimin 1000 pg/ml Konsantrasyonunun hFOB1.19 Hiicre
Canliig1 Uzerine Olan Etkisi

Mg-Y-RE-13 ve Mg-Y-RE-24 alagimlarimin 72, saatte 1000 pg/ml (p<0,0001)
konsantrasyonlar1 hFOB1.19 hiicre canliligini baskiladigi; Mg-Y-RE-12 alasiminin ise
higbir dozda hiicre canlilig1 lizerinde anlamli bir degisiklige yol agmadig1 gozlendi (Sekil
4.4 ve gizelge 4.1).
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Sekil 4.4. Mg-Y-RE alasimlarinin 1000 pg/ml konsantrasyonlarinin 72. saatte hFOB1.19
hiicre canlilig1 iizerine olan etkisi.
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Cizelge 4.1. Mg-Y-RE alasimlarinin hFOB1.19 hiicre canhhg1 iizerine olan etkisi.

ortalamatstandart hata olarak verilmistir.

Alasim pg/ml 24.saat 48.saat 72.saat

0 0,70+0,052 0,870,075 0,77+0,055

10 0,760,056 0,88+0,069 0,78+0,053

20 0,75£0,063 0,85+0,071 0,76+0,056

Mg-Y-RE-12 50 0,65+0,06 0,7240,069 0,67+0,052
100 0,64+0,057 0,7340,066 0,660,042

200 0,5340,045 0,64+0,053 0,64+0,039

400 0,57+0,063 0,68+0,074 0,61£0,053

1000 0,53+0,062 0,72+0,031 0,5320,081
0 0,76+0,055 0,770,056 0,80 £0,071

10 0,78+0,068 0,79+0,067 0,84+0,08

20 0,758+0,073 0,76+0,078 0,83+0,1

Mg-Y-RE-13 50 0,758+0,085 0,7440,068 0,80+0,07
100 0,74+0,065 0,72+0,060 0,77+0,072

200 0,72+0,066 0,67+0,061 0,750,073

400 0,69+0,067 0,61+0,066 0,660,073

1000 0,67+0,065 0,67+0,13 0,44+0,06
0 0,71+0,035 0,84+0,036 0,924+0,042
10 0,64+0,074 0,80+0,075 0,94+0,066

20 0,53+0,09 0,74+0,098 0,95+0,11

Mg-Y-RE-24 50 0,61+0,076 0,88+0,05 1,01+0,06
100 0,68+0,064 0,78+0,055 0,84+0,06

200 0,62+0,068 0,67+0,071 0,69+0,073
400 0,58+0,058 0,60+0,059 0,53+0,057
1000 0,53+0,064 0,460,053 0,301+0,05

Veriler

4.2. Osteoblastik Aktivitede Rol Alan Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

4.2.1. Mg-Y-RE-12 Alasiminin Osteoblastik Aktivitede Rol Alan Genlere Etkisi

hFOB1.19 hiicreleri Mg-Y-RE-12 alasimi ile 0, 400, 1000 pg/ml dozlar ile 72 saat siire
inkiibe edildiginde Mg-Y-RE-12 alasiminin 72. saatte 400 ug/ml’lik dozu kontrol grubuna

(0 pg/ml) géore MMP1 geninin ekspresyonu 9,3 kat ve SSP1 geninin ekspresyonu 2,8 kat

arttirdig1 bulundu.
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Mg-Y-RE-12 alastmmin 1000 pg/ml’lik dozu kontrol grubu (0 pg/ml) ile
karsilastirildiginda ise BMP2 geninin ekspresyonu 2,3 kat, MMP1 geninin ekspresyonunun
36 kat, SSP1 geninin ekspresyonunun 3,6 kat, OPG geninin ekspresyonu 3,8 kat, RANKL
geninin ekspresyonu 3,6 kat arttig1 bulundu (Sekil 4.5 ve ¢izelge 4.2).
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Sekil 4.5. Mg-Y-RE-12 alasiminin osteoblastik aktivite rol alan genlere etkisi (*2 kat ve

tizerindeki degisimi simgelemektedir).
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Cizelge 4.2. Mg-Y-RE-12 alasiminin osteoblastik aktivite rol alan genlere etkisi.

Mg-Y-RE-12 (ug/ml)

0 400 (ug/ml) 1000 (ug/mi)
Genler 2Ac A p degeri A p degeri
BGLAP 0,12 0,127 0,14
BMP2 0,000033 0,000044 0,0001 0,033
BMP7 0,0005 0,00044 0,0005
MMP1 0,04 0,4 0,0001 15 0,0001
NF-b 0,3 0,32 0,4
U-11 0,005 0,0033 0,006
SSP1 0,5 1,33 0,0053 1,7 0,0002
OPG 0,23 0,3 0,87 0,0001
RANKL 0,001 0,0017 0,0032 0,0001
UCMA 0,0017 0,002 0,003 0,024
MGP 0,004 0,006 0,0073 0,0033
CASP3 1,01 0,87 0,62

Her bir gen igin verilen p degeri; Mg-Y-RE-12 alagiminin 0, 400 ve 1000 pg/ml dozlardaki ilgili genin
ekspresyon seviyeleri, ACTB ve GAPDH house keeping genlerinin aritmetik ortalamalar1 kullanilip 27"
degerleri hesaplandi. 400 ve 1000 pg/ml dozlar igin hesaplanan 2" degerleri kontrol grubu (0 pg/ml) ile
Student t testi kullanilarak kiyaslandi.

4.2.2. Mg-Y-RE-13 Alasiminin Osteoblastik Aktivitede Rol Alan Genlere Etkisi
hFOB1.19 hiicreleri Mg-Y-RE-13 alasimi ile 72 saat inkiibe edildiginde Mg-Y-RE-13
alagiminin 400 pg/ml’lik dozu kontrol grubuna (0 pg/ml) gére MMP1 geninin ekspresyonu
10,6 kat ve SSP1 geninin ekspresyonu 3,5 kat, RANKL geninin ekspresyonunun 2,7 kat
arttirdigi bulundu.

Mg-Y-RE-13 alagiminin 1000 pg/ml’lik dozu kontrol grubuna (0 pg/ml) gére BMP2
geninin ekspresyonunun 3,3 kat, MMP1 geninin ekspresyonunun 44,2 kat, SSP1 geninin
ekspresyonunun 8,9 kat, OPG geninin ekspresyonunun 5,6 kat, RANKL geninin
ekspresyonunun 4,6 kat, UCMA geninin ekspresyonunun 2,6 kat, MGP geninin
ekspresyonunun 2,3 kat arttig1 bulundu (Sekil 4.6 ve ¢izelge 4.3).
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Sekil 4.6. Mg-Y-RE-13 alasiminin osteoblastik aktivite rol alan genlere etkisi (*istatistiki

olarak 2 kat ve lizerindeki degisimi simgelemektedir.)

Cizelge 4.3. Mg-Y-RE-13 alasiminin osteoblastik aktivite rol alan genlere etkisi

Mg-Y-RE-13 (ug/ml)

Gen 0 400 1000
2 A A p degeri 2 A p degeri
BGLAP 0,12 0,14 0,022 0,115
BMP2 0,000033 0,00006 0,00011 0,02
BMP7 0,0005 0,0006 0,0008
MMP1 0,04 0,45 0,0057 1,87 0,0001
NF-Kb 0,3 0,36 0,35
uU-11 0,005 0,004 0,01
SSP1 0,5 1,65 4,2 0,001
OPG 0,23 0,36 1,28 0,0001
RANKL 0,001 0,0024 0,0073 0,0041 0,0001
UCMA 0,0017 0,0021 0,0044 0,002
MGP 0,004 0,0072 0,01 0,01 0,0024
CASP3 1,01 0,87 1,11

Her bir gen igin verilen p degeri; Mg-Y-RE-13 alasiminin 0, 400 ve 1000 pg/ml dozlardaki ilgili genin
ekspresyon seviyeleri, ACTB, GAPDH house keeping genler birlikte kullanilip, normalizasyonu yapilarak 2°
ACt degerleri hesapland1. 400 ve 1000 pg/ml dozlar igin hesaplanan 22" degerleri kontrol grubu (0 pug/ml) ile

Student t testi kullamilarak kiyaslandi
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4.2.3. Mg-Y-RE-24 Alasiminin Osteoblastik Aktivitede Rol Alan Genlere Etkisi

hFOBI1.19 hiicreleri Mg-Y-RE-24 alasimi ile 72 saat boyunca 0, 400, 1000 pug/ml dozlar
ile inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda Mg-Y-RE-24 alasiminin 400 pg/ml’lik dozu kontrol
grubu (0 pg/ml) ile karsilastirildiginda BMP2 geninin ekspresyonu 4,3 kat; BMP7 geninin
ekspresyonu 2,2 kat; MMP1 geninin ekspresyonu 12,1 kat; SSP1 geninin ekspresyonu 4,7
kat; RANKL geninin ekspresyonu 3,5 Kkat arttigi; CASP3 geninin ekspresyonu ise 2,3 kat

azaldig1 bulundu.

Mg-Y-RE-24 alasimmin 1000 pg/ml’lik dozu kontrol grubu (0 pg/ml) ile
karsilastirildiginda BMP2 geninin ekspresyonu 4,7 kat, MMP1 geninin ekspresyonu 37,2
kat, SSP1 geninin ekspresyonu 9 kat, OPG geninin ekspresyonu 4,8 kat, RANKL geninin
ekspresyonu 6 kat, MGP geninin ekspresyonu 2,3 kat arttigi; NF-kB geninin ekspresyonu
2,2 kat azaldigi bulundu (Sekil 4.7 ve gizelge 4.4).
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Sekil 4.7. Mg-Y-RE-24 alagiminin osteoblastik aktivite rol alan genlere etkisi.(*istatistiki
olarak 2 kat ve tizerindeki degisimi simgelemektedir.)
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Cizelge 4.4. Mg-Y-RE-24 alasiminin osteoblastik aktivite rol alan genlere etkisi

Mg-Y-RE-24 (ug/ml)

Gen 0 400 1000
o ACT o ACT p degeri o AC D
degeri
BGLAP 0,12 0,19 0,032 0,161 0,01
BMP2 0,000033 0,0001 0,0003 0,0001 0,0001
BMP7 0,0005 0,001 0,03 0,001
MMP1 0,04 0,507 0,015 1,6 0,0002
NF-Kb 0,3 0,5 0,03 0,134
U-11 0,005 0,004 0,01 0,01
SSP1 0,5 2,21 4,26 0,00024
OPG 0,23 0,42 0,014 1,11 0,0001
RANKL 0,001 0,0031 0,0017 0,0053 0,0001
UCMA 0,0017 0,0031 0,012 0,0032 0,014
MGP 0,004 0,009 0,02 0,01 0,00013
CASP3 1,01 0,44 0,83

Her bir gen igin verilen p degeri; Mg-Y-RE-24 alagiminin 0, 400 ve 1000 pg/ml dozlardaki ilgili genin
ekspresyon seviyeleri, ACTB, GAPDH house keeping genler birlikte kullanilip, normalizasyonu yapilarak
22 degerleri hesaplandi. 400 ve 1000 pug/ml dozlar igin hesaplanan 2 degerleri kontrol grubu (0 pg/ml)
ile Student t testi kullanilarak kiyaslandi.

4.3. Osteoblastik Aktivitede Rol Alan Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

4.3.1. Mg-Y-RE Alasimlarinin BMP-2 Protein Diizeyine Etkileri

Mg-Y-RE alagimlarinin BMP-2 salinimi iizerindeki etkilerine bakildi. Mg-Y-RE-12
alagiminin 24. ve 48. saatlerde 400 ve 1000 pg/ml dozlar1 kontrol grubu (0 pg/ml) ile
karsilagtirildiginda herhangi bir degisiklige neden olmadigi, ancak 72. saatte 1000 pg/ml
dozunun BMP-2 protein seviyesini anlamli derecede (p=0,001) arttirdigi bulundu. Mg-Y-
RE-13 ve Mg-Y-RE-24 alasimlar1 24-72. saatlerde 400 ve 1000 pg/ml dozlar kontrol grubu
(0 pg/ml) ile karsilagtirildiginda herhangi bir degisikliSe neden olmadigi bulundu
(Sekil 4.8 ve cizelge 4.5).
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Sekil 4.8. Mg-Y-RE alasimlarinin BMP-2 protein diizeyine etkileri
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Cizelge 4.5. Mg-Y-RE alasimlarimin BMP-2 protein diizeyine etkileri Veriler ortalamatstandart hata,

olarak verilmigtir. * Analiz edilemeyecek kadar diigiik BMP-2 seviyesi.

pg/ml 24, saat 48. saat 72. saat

0 170,9+5,73 148,1£5,22 156,9+5,44
Mg-Y-RE-12 400 161,9+10,68 143,5+7,13 145,6+4,67

1000 159+5,801 140,2+5,71 182+6,03

0 36,82+13,37 * *
Mg-Y-RE-13 400 36,44+13 * *

1000 * * *

0 60,92+16,77* 29,9+6,45* *
Mg-Y-RE-24 400 64,07+18,23 * *

1000 29,92+6,47 * 29,57+6,12

4.3.2. Mg-Y-RE Alasimlarinin MMP-1 Protein Diizeyine Etkileri

Mg-Y-RE alagimlarinin MMP-1 protein diizeyine etkilerine bakildiginda 24. saatte her ii¢
alagiminin hi¢bir dozda MMP-1 protein diizeyinde anlamli bir degisiklige neden olmadigi,
48-72. saatlerde. Mg-Y-RE-12 ve Mg-Y-RE-13 alagimlarinin 0-1000 pg/ml dozlarinda
MMP-1 proteinin Slglilemeyecek kadar diisiik miktarda oldugu goriildi. Mg-Y-RE-24
alagiminin sadece 72. saatte 400 ve 1000 pg/ml dozlar1 kontrol grubu (0 pg/ml) ile
karsilagtirildiginda 400 pg/ml (p=0,0012) ve 1000 pg/ml (p=0,0117) dozlarinin MMP-1
protein diizeyini anlamli derecede arttirdigi bulundu (Sekil 4.9 ve ¢izelge 4.6).
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Sekil 4.9. Mg-Y-RE alasimlarinin MMP-1 protein diizeyine etkileri
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Cizelge 4.6. Mg-Y-RE alasimlarimn MMP-1 protein diizeyine etkileri. Veriler ortalamatstandart hata,

olarak verilmigtir. * Analiz edilemeyecek kadar diigiik MMP-1 seviyesi.

pg/ml 24 saat 48.saat 72.saat

0 * * 123,7+45,68*
Mg-Y-RE-12 400 * 90,42+12,42 95,07+13,81

1000 205,4+85,18 89,98+11,98 108,5+£16,94

0 * * *
Mg-Y-RE-13 400 * * *

1000 107,4+18,63 * 94,21£11,54

0 * * *
Mg-Y-RE-24 400 * * 660,7+309,6

1000 115,8+37,84 * 258,8+48,54

4.3.3. Mg-Y-RE Alasimlarinin OPG Protein Diizeyine Etkileri
Mg-Y-RE alagimlarinin 400 ve 1000 pg/ml dozlar1 kontrol grubu (0 pg/ml) ile

karsilastirilarak OPG protein seviyelerine etkilerine bakildu.

Mg-Y-RE-12 alagiminin 24. saatte 1000 pg/ml (p=0,0001) dozu OPG protein seviyesinin
anlamli derecede arttig1, 48. saatte anlamli bir degisiklige sebep olmazken 72. saatte 400 ve

1000 pg/ml (p=0,009) dozlarin OPG protein seviyesini anlamli derecede arttirdigi bulundu.

Mg-Y-RE-13 alasiminin 24. saatte 1000 ug/ml (p=0,0001) dozu, 48. saatte 400 pg/ml
(p=0,01) ve 1000 pg/ml (p<0,0001) dozlari; 72. saatte 1000 pg/ml (p=0,01) dozu OPG

protein seviyesini anlamli derecede attirdig1 bulundu.

Mg-Y-RE-24 alasimimin 24. ve 48. saatlerde 1000 pg/ml dozu (sirasiyla p=0,005 ve
p=0,0022), 72. saatte 400 pg/ml (p=0,0005) ve 1000 pg/ml’lik (p=0,005) dozu OPG
protein seviyesini anlamli derecede attirdigi bulundu (Sekil 4.10 ve ¢izelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Mg-Y-RE alasimlarimin OPG protein diizeyine etkileri. Veriler ortalamatstandart hata,

olarak verilmistir.

pg/ml 24, saat 48. saat 72. saat
0 322,4+15,27* 983,0+133,4* 1224+77,68%*
Mg-Y-RE-12 400 316,4+59,58 1179+218,0 2040 £155.,6
1000 1325+£314,6 1352+165,8 1959+197,1
0 410,1+17,75 1036+38,63 1213+£70,41
Mg-Y-RE-13 400 771,6+£71,80  1607+116,7 1902+199,0
1000 1814+374,3 2223+180,8 2004+233,9
0 469,8+15,07  1039+42,98 1661+73,26
Mg-Y-RE-24 400 381,0+16,5 656,8+45,74 3232+269,2
1000 2175+483,7 3403+372,6 280442273

4.3.4. Mg-Y-RE Alasimlarimmn BMP-7, RANKL, IL-1B, TNF-a ve TGF-$ Protein
Diizeylerine Etkileri

hFOB1.19 hiicreleri Mg-Y-RE alagimlarinin 0, 400 ve 1000 pg/ml dozlarina maruz
birakilarak BMP-7, RANKL, IL-1B, TNF-a ve TGF-B protein seviyelerine etkilerine
bakildi. BMP-7, RANKL, IL-1B, TNF-o ve TGF-p protein seviyelerinin analiz
edilemeyecek kadar diisiik seviyede oldugu gozlendi.
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5. TARTISMA

Osteodejeneratif hastaliklar hem bireylerin saglik kalitesi agisindan hem de
tedavisinin saglik harcamalarina bindirdigi yiik goz Oniine alindiginda 6nemli bir saglik
problemidir. Bu hastaliklarin tedavisinde implant uygulamalar1 siklikla kullanilir.
Kullanilan bu implantlar agisindan iilkemiz biiyiik 6l¢iide disa bagimlidir ve bu durum
saglik harcamalarina ciddi yiik bindirmektedir. Ayrica obezite, hareketsiz yasam tarzi gibi
giintimiiziin 6nemli problemlerindeki artis gz Oniine alindiginda OA sikliginin artmasi
kacinilmaz bir durum olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu tez ¢alismasi yukaridaki sakincalari
gidermek igin osteodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilmak iizere tasarlanan
biyobozunur implant materyallerinin in vitro ortamda biyouyumlulugunu test etmeyi
amaglamaktadir. Calismamizda implantin in vivo etkileri hakkinda fikir sahibi olmak igin
in vitro ortamda kemik dokusunun yapimindan sorumlu olan ve salgiladig1 bazi molekiiller
vasitastyla kemik yikimina katkida bulunan osteoblast hiicre dizisi hFOB1.19 hiicrelerini
kullandik. Bu tez calismast kapsaminda osteodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
kullanilmak iizere tasarlanan Mg-Y-RE alasimlari Mustafa Kemal Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Mikro/Nano Mekanik Karakterizasyon Laboratuvarindan temin
edilmistir. Bu alagimlardan Mg-Y-RE-12, Mg-Y-RE-13 ve Mg-Y-RE-24 alagimlarinin (i)
hFOBI1.19 hiicre canlilig1 {izerine olan etkileri, (ii) kemik yapim/yikiminda gorev alan
molekiiller ve bu yolaklar1 diizenleyen molekiillerin seviyelerine olan etkileri arastirildi.
Boylelikle tasarlanan alasimlarin kemik dokuya olan biyouyumunun test edilmesi
hedeflendi.

Mg-Y-RE-12 alasimi higbir dozda ve maruziyet siiresinde hFOB1.19 hiicre
canliligini etkilemezken, Mg-Y-RE-13 alagimi yalnizca 72. saatte 1000 pg/ml’lik dozda
hiicre canliligini baskiladigini bulduk. Mg-Y-RE-24 alasimi ise 24. saatte higbir dozda
hiicre canliliginda anlamli bir degisiklige neden olmazken, 48. ve 72. saatte 400 ve 1000
ug/ml dozlarda hiicre canliligini baskiladigini bulduk. Yapilan ¢esitli in vitro ve in vivo
(fare modeli) ¢alismalarda magnezyum alasimlarinin yeni kemik yapimini tesvik edici
ozellik sergiledigi gosterilmistir (Yamasaki ve ark. 2002, Zreigat ve ark. 2002, Yamasaki

ve ark. 2003, Revell ve ark. 2004). Ancak magnezyuma katkilanan nadir toprak elementleri
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magnezyumun Ozelliklerini gliglendirmesinin yan1 sira magnezyuma katkilanan bazi nadir
toprak elementlerinin ¢esidine ve konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canliligim
baskilayabildigi gosterilmistir (Li ve ark. 2008, Yun ve ark. 2009, Zhang ve ark. 2009,
Berglund ve ark. 2012). Magnezyum alasimlariyla (Zn-3Mg) yapilan bir sitotoksite
caligmasinda hiicre canliliginin yaklasik %50 oraninda apopitoz yoluyla azaldigi rapor
edilmistir (Murni ve ark. 2015). Bir baska calismada magnezyum tabanli alasimlarin
mutajenik ya da genotoksik olmadigi rapor edilmistir (Pichler ve ark. 2014, Kubasek ve
ark. 2016). Diger yandan her ii¢ alasimin diisiik dozlar1 hiicre canliligini etkilemedigi,
ancak yiiksek dozlarin (1000 pg/ml) alasimin g¢esidine bagli olarak hiicre canlilig1 iizerine
etkili oldugunu bulduk. Bu tez ¢aligmasinda doz agimini test etmek icin 1000 pg/ml’lik
dozu kullandik. Bu durum (1000 pg/ml’lik doz) yasamla bagdasmayan, in vitro ortamda
doz asimini test etmek i¢in kullanilan ancak in vivo ortamda uygulanmasi gii¢ olan bir
durumdur. Bu nedenle Mg-Y-RE-13 ve Mg-Y-RE-24 alagimlarinin 1000 pg/ml’lik dozu
hiicre canliligin1 baskilamasinin nedeni bu alagimlarin ilgili dozda toksik oldugu seklinde
yorumlanamayabilir. Cilinkii kullanilan alagim miktarinda doz asimina gidildigi i¢in ilgili
alasimin toksik Ozelliklerinin yani sira dozun yiiksek olmasindan kaynaklanan ve
hiicrelerin ilgili alagimlarla fiziki temasinin arttig1 bir durum ortaya ¢ikmaktadir. Bu fiziki
temas hiicre lizerinde nekrotik etki yaparak hiicre canliligmi baskilamis olabilecegini
diisinmekteyiz. Nitekim bu alasgimlarin hFOB1.19 hiicre apoptozisi lizerine olan etkilerini

degerlendirdigimizde ilgili alasimlarin apoptotik yolagi uyarmadigini bulduk.

Hiicre canliligi ¢alismasinda etkisiz en yliksek dozun 400 pg/ml, etkili en yiiksek
dozun 1000 pg/ml oldugu (doz agimini test etmek igin), en etkili maruziyet siiresinin 72.
saat oldugu goriildii. Bu nedenle Mg-Y-RE alasimlarinin osteoblastik aktivite iizerindeki
etkileri arastirilirken 400 ve 1000 pg/ml dozlari, 72 saat optimum maruziyet siiresi olarak
belirlendi. Gen ekspresyon c¢alismalarinda bu dozlar ve optimum maruziyet siiresi
kullanmilmistir. Osteoblastik aktivitede rol alan proteinlerin analizleri yapilirken ise 24-72

saat maruziyet siireleri ile 400 ve 1000 pg/ml dozlar kullanildu.

Tasarlanan implant materyali osteodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi
hedeflenmektedir. Bu hedefe uygun olarak implantlar diz ekleminde kemik igerisine, bir
ucu sinoviyumda kalacak sekilde yerlestirilmesi (implante edilmesi) tasarlanmaktadir. Bu

nedenle aday implant materyali kemik doku ile siki bir iliski icerisinde olacaktir. Bu
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durumda implant materyalinin kemik yapim/yikiminda ve bu siirecin idamesinde goérev
alan MMP1, NFxB1, BMP2, BMP7, SPP1, RANKL, OPG, BGLAP, TNF-qa, IL-1p ve
TGF-B gibi molekiiller gen eckspresyon ve/veya protein seviyeleri belirlenerek bu
alagimlarin kemik metabolizmasi {izerine olan/olmasi muhtemel etkilerin belirlenmesi

hedeflendi.

Osteoblast ECM” sinin biiyiik kismini olusturan tip I kollajenin yikimindan sorumlu
olan MMP1 enzimi kemik yikiminin bir belirteci olarak kullanilmaktadir ve artist ECM
yikiminin olacaginin belirtisidir (Goldberg ve ark. 1986, Bay-Jensen ve ark. 2016).
Calismamizda hFOB1.19 hiicrelerini Mg-Y-RE alagimlarina maruz biraktigimizda her ii¢
alasimin da bu hiicrelerde MMP1 gen ekspresyon seviyesini arttirdigini bulduk. Buna
karsilik ayni1 orneklerdeki protein seviyelerini belirledigimizde yalnizca Mg-Y-RE-24’{lin
MMP1 protein seviyesini arttirdigini gozledik. Bununla beraber her ii¢ alasiminda 24.
saatte MMP1 protein seviyesini arttirmasina ragmen, bu durumun 48. saatte ortadan
kalktig1 goriilmektedir. Mg ve tiirevleri maddeler hizli oksitlenme 6zelligine sahiptir. Bu
alasimlar hiicre kiiltiiri ortamina ilk tatbik edildiklerinde okside olurlar ve Mg(OH); olusur
ve hidrojen gazi salinir (Persaud-Sharma ve McGoron 2012). Bizim hipotezimize gore
hiicrelerin bu alagimlarla ilk temasi sonucunda ortaya ¢ikan bu duruma yanit olarak
sebebini bilemedigimiz bir sekilde MMPI1 seviyesinin artisina neden olabilecegini
diistinmekteyiz.

Calismamizda Mg-Y-RE alagimlarinin TGF-p ailesinin bir iiyesi olan BMP2 gen ve
protein seviyeleri iizerine etkileri arastirildi. BMP2 osteoindiiktif 6zelliklere sahiptir ve
MSC’lerin kemik, kikirdak ve adipoz dokuya farklilasmasinin diizenlenmesinde gorev alir
(Wozney ve ark. 1988, Sampath ve ark. 1990). Bu tez ¢alismasina konu olan her ii¢
alasimm da BMP2 gen ekspresyon seviyesini arttirdigint gozledik. Bizim bulgularimiza
gore yalnizca Mg-Y-RE-12 alagiminda protein seviyesinin bu duruma eslik ettigini bulduk.
Bilindigi tizere BMP2 seviyesinin artmasi osteokalsin seviyesini arttirmaktadir (Huang ve
ark. 2010). Osteokalsin sahip oldugu 3 Gla rezidiisii sayesinde hidroksiapatit kristalleri ile
etkilesime girerek mineralizasyonun ilerlemesini saglamaktadir (Hauschka ve Carr 1982,
Dowd ve ark. 2003, Hoang ve ark. 2003). Ayrica BMP2 kemik MSC’lerde ve insan
osteosarkoma hiicrelerinde Runx2, Osteriks, ALP, tip | kollajen ve OPN ekspresyonunu
uyarmaktadir (Lysdahl ve ark. 2014, Sun ve ark. 2015). Bu etkileri ile artmis BMP2 gen

ekspresyonu ve protein seviyesi osteoblastik aktivitenin arttirmasinin yami sira ECM
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minerilizasyonunu da tesvik ederek kemik yapiminin ilerlemesini saglar. Bunlara gore her
tic alastm BMP2 gen seviyesini arttirmigken sadece Mg-Y-RE-12 alasimi BMP2 protein
seviyesinin artmasima neden olmustur. Bu tez kapsaminda yiiriitilen ¢alismalarda aday
implant olmaya en yakin alasimin Mg-Y-RE-12 oldugu diisiincesi hasil olmustur. Bu
cergevede de diisiinecek olursak Mg-Y-RE-12 alagimiin hFOBI1.19 hiicrelerinde hem gen
ekspresyon seviyesi hem de protein seviyesini arttirmasi, bu alagimin toksik etkiden gok
kemik yapimini tesvik edebilecegi diisiincesini akla getirmistir. Nitekim benzer sonuglar
SSP1 igin de gecerlidir. SPP1, SIBLING (small integrin-binding ligand N-linked
glycoprotein) ailesi iiyesidir, kemikte bulunan major non-kollajen matriks proteini olup
kemik minerilizasyonunda gorev alir (Ogbureke ve Fisher 2007). Calismamizda hFOB1.19
hiicrelerini Mg-Y-RE alasimlarina maruz biraktifimizda her ii¢ alasimin da SSP1 gen
ekspresyonunu arttirdigini bulduk. Yaptigimiz ¢alismalarda Mg-Y-RE-24 alasiminin SSP1
gen ckspresyonunu diger alagimlara gore yaklasik 2 kat daha fazla arttirdigini bulduk.
SSP1 ekspresyonunun artmasi SSP1 proteinin membranda bulunan integrin reseptorleri ile
etkilesmesine ve MMP ekspresyonunun uyarilmasia neden olur (Reinholt ve ark. 1990,
Kruger ve ark. 2014). Bu durumun calismamizdaki Mg-Y-RE-24 alasiminin MMP1
ekspresyonundaki dramatik artisin nedeni olabilecegini diistinmekteyiz.

Bu caligma kapsaminda kullanilan alasimlarin kemik yikimi {izerindeki etkilerini
degerlendirmek i¢cin RANKL ve OPG molekiillerinin seviyelerindeki degisim belirlendi.
RANKL ve OPG osteoblastlarda sentezlenir. RANKL, osteoklast membraninda bulunan
reseptorii RANK’a baglanarak osteoklastogenezin aktivasyonunu saglar boylece kemik
rezorpsiyonu tesvik edilmis olur (Boyce ve Xing 2007, Caetano-Lopes ve ark. 2007, Boyce
ve Xing 2008, Tat ve ark. 2009). OPG ise osteoblastlarda sentezlenip ECM’de RANKL’ ye
baglanir ve RANKL’nin osteoklast aktivitesini uyarmasini engeller. Caligmamizda
RANKL gen ekspresyonu 72. saatte 1000 pg/ml Mg-Y-RE-12 dozunda her ii¢ alasim
tarafindan da arttirllmisken sadece Mg-Y-RE-12 alasimi1 400 pg/ml dozda RANKL artisina
neden olmamistir. Ayrica her ii¢ alastm da OPG’ nin hem gen ekspresyonunun hem de
protein seviyesinin artmasina neden olmustur. Yapilan ¢esitli calismalarda Mg tabanl
alasimlarin RANKL ekspresyonunu ve protein sentezini baskiladigir gosterilmistir. Bir
caligmada osteoklastogenezi uyarabilen monosit hiicrelerinin RANKL ile uyarildiktan
sonra hiicrelere uygulanan nadir toprak elementi ile katkilanmis magnezyumun saf

magnezyuma gore RANKL aracili osteoklast farklilagmasini daha fazla baskiladig:
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goriilmiistiir (Saha ve ark. 2015). RANKL’nin sadece ekspresyonunun artmast ve OPG’
nin ise hem ekspresyonunun hem de protein seviyesinin artmasi kemik rezorpsiyonunun
tesvik edilemeyecegini gosterir. Mg-Y-RE alasimlarindan elde edilecek implantlar
dogrudan kemik dokuya uygulanacaktir ve Mg-Y-RE-12 alasiminin etkisiz dozu RANKL
gen ve protein seviyesinin degistirmemesinin yani sira OPG gen ve protein seviyesini
anlamli derecede arttirmasit Mg-Y-RE-12 alasiminin kemik yikimim tegvik edici 6zelligi
olmadigmmin en biiyiikk destek¢isidir. Her ii¢ alasim OPG ekspresyonunu ve protein
seviyesini RANKL ile kiyaslandiginda daha fazla arttirmis olmasi osteoklastogenezin
aktivasyonunun tesvik edilemeyecegini de gosterir.

Osteoblastik aktivitede rol aldig1 diisiinilen UCMA’nin gen ekspresyonu Mg-Y-
RE-13 ve Mg-Y-RE-24 alagimlari tarafindan arttirildigin1 gérditk. UCMA patofizyolojik
kalsifikasyondan etkilenmis bolgelerde bulunur (Osman ve ark. 2013). Yapilan bir
calismada kalsiyum metabolizmasina dahil vaskuler ve valvular kalsifikasyonun inhibitorii
olan UCMA’nin kalsiyum kaynakli sinyal yollarin1 engelleyerek ve dogrudan kristal
olusumu/olgunlasmasini inhibe ederek mineral baglanmasini engelliyor olabilecegi
gosterilmistir (Viegas ve ark. 2015). UCMA primer osteoblastlarin, mezensimal kok
hiicrelerin ve MC3T3-E1 preosteoblastlarin farklilasmasina dahil oldugu ve osteojenik
farklilasmay1 negatif olarak kontrol ettigi gosterilmistir (Surmann-Schmitt ve ark. 2008).
Non-kollajen matriks proteini olan MGP ise vaskiiler kalsifikasyon gelisiminde major
inhibitordiir (Zandueta ve ark. 2016). Calismamizda Mg-Y-RE-24 alagimimin MGP gen
ekspresyonunu arttirdigini gordiik. Yapilan bir ¢alismada RANKL’nin BMP2 ve MGP’yi
diizenleyerek kalsifikasyona katkida bulundugu gosterilmistir (Shimizu ve ark. 2014).
ECM’nin asir1 minerilizasyonu feed back mekanizmasi araciligiyla MGP ekspresyonunun
up-regiilasyonuna neden olur. Calismamizda Mg-Y-RE-13 alasgiminin UCMA gen
ekspresyonunun artmig olmasi 6te yandan MGP ekspresyonun artmasi bu alagimin
osteojenik farklilasma iizerinde bu genler araciligiyla hem olumlu hem de olumsuz etkilere
neden oldugunu gosterir. Diger yandan UCMA’nin MGP ile birlikte gen ekspresyonun
artmast MMP1 ekspresyonun artmasina neden oldugu gosterilmistir. (Goldberg ve ark.
1986, Bay-Jensen ve ark. 2016). Calismamizda Mg-Y-RE-13 alagiminin MMP1 gen
ekspresyon ve protein sentezinin artmasina neden olan bir bagka nedenin artmis UCMA ve

MGP ekspresyonu olabilecegini diisiindiirmiistiir.

51



Diger alasimlardan farkli olarak Mg-Y-RE-24 72. saatte 400 pg/ml dozda BMP7
gen ekspresyonunu arttirmistir. BMP7 de TGF-B ailesinin bir {iyesidir, ALP aktivitesini
uyarak osteoblastik farklilasmayi, kalsiyum minerilizasyonunu hizlandirmaktadir (Gu ve
ark. 2004, Shen ve ark. 2010). BMP-2 ve BMP-7 mezensimal kok projenitor hiicrelerden
osteoblast farklilagmasini ilerleten transkripsiyonel faktorler olan Runx2 ve Osx’in
ekspresyonunu uyarmaktadirlar (Lee ve ark. 2003, Lee ve ark. 2003). Bu etkileri ile BMP7
osteogenezi ve minerilizasyonu tesvik edecegini diisiindiirmistiir. Ayrica Mg-Y-RE-24
alagimi diger alasimlardan farkli olarak NFkB gen ekspresyonunu da arttirmistir. NFxB
tim hiicre tiplerinde bulunan ve hiicre yasami, sitokin salinimi basta olmak iizere
metabolik siire¢lerde gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir (Brasier 2006, Gilmore
2006). NFkB aktivasyonunun artmast RUNX ve Osx aktivasyonuna dolayisiyla OCN ve
ALP ekspresyonun artmasina, osteoblastlarin minerilizasyonunu arttirarak osteoblastlarin
farklilasmasina neden olur (Osta ve ark. 2014).

Her ti¢ alasimda da IL-1pB, TNF-a, protein seviyeleri ise 6l¢iilemeyecek kadar diisiik
miktarlarda olmasi bu alasimlarin inflamasyona neden olmayacagini diisiindiirmiistiir.
Multi potent stromal hiicrelerde yapilan bir ¢alismada BMP2’nin IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a
mRNA sentezini inhibe ettigi gosterilmistir (Gorskaya ve ark. 2013). Bu durumun
calismamizda IL-1B, TNF-o protein seviyesinin degismemesinin nedeni olabilecegini
distindiirmiistiir.

Bu bulgular 1s18inda Mg-Y-RE-12, Mg-Y-RE-13 ve Mg-Y-RE-24 alasimlarini
birbirleriyle kiyaslayacak olursak sadece Mg-Y-RE-12 hiicre canliligin1 baskilamamistir.
Ancak her ti¢ alasim MMP1, SSP1, OPG, RANKL, BMP2 gen ekspresyonu; OPG protein
seviyesini arttirmigken sadece Mg-Y-RE-12 BMP2 protein seviyesini ve yalnizca Mg-Y -
RE-24 MMPI1 protein seviyesini arttirmigtir. Sadece bu molekiilleri degerlendirecek
olursak her ii¢ alaggm MMP1 den dolayr ECM yikimina neden olacag:i goriilmektedir.
Ancak Mg-Y-RE-24 alasimi MMP1 gen ekspresyonunda ve protein seviyesinde daha
dramatik degisikliklere neden olmustur. Cesitli caligmalarda SSP1’in MMP sentezini
uyardig1 da gosterilmistir (Reinholt ve ark. 1990, Kruger ve ark. 2014). Bu durumun elde
ettigimiz artmis MMP1 gen ekspresyonunun nedeni olabilecegini diistindiirmistiir.
Nitekim ¢alismamizda kullandigimiz alasimlarin SSP1 ve BMP2 gen ekspresyon
seviyesini arttirdigini bulduk. Her ii¢ alasimim CASP3 geninde degisiklige neden olmamasi

bu alasimlarin apopitotik yolagi uyarmadigini diisiindiirmiistiir. Ayrica IL-18, TNF-a

52



protein miktarinda degisikliklere neden olmamasi bu alasgimlarin inflamasyonu
tetiklemedigi fikrini akla getirmistir. Her {i¢ alasim da ayni genlere ayni etkide
bulunmasina ragmen etki oranlar1 farklilik sergilemistir. Bu farkliliga magnezyuma
katkilanan nadir toprak elementlerinin oranlarinin neden olabilecegini diisiinmekteyiz.
Hiicre canliligi iizerinde anlamli degisikliklere neden olmayan Mg-Y-RE-12 alasimi diger
iki alasima gore hFOBI1.19 hiicre dizilerinin metabolik aktivitelerini de en az degistiren
alagimdir. Uygulanacak implant hasarli dokuyu destelemek amaciyla kullanilacaktir. Bu
nedenle dokunun balansindan uzaklasmas: istenmemektedir. Bu nedenle osteoblastik
metabolizmayr en az diizeyde etkileyecek alasim implant {iretiminde kullanilmasi
planlanmistir. Bu acgidan bakildiginda Mg-Y-RE-12 hiicre canliligin1 baskilamamast,
apopitotik yolagi uyarmamasi, osteoblastik aktivitede rol alan genler ve proteinler iizerinde
en az degisime neden olmasi hFOB1.19 hiicresinin homeostazisini degistirmedigini
gosterir. Bu bulgular 1s1¢inda lilkemizde tiretilecek ilk yerli biyobozunur implantlarda
Mg-Y-RE-12 alasiminin osteodejeneraif hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya en uygun

alagim olacagini distiindirmustiir.
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6. SONUC

1. Osteodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilan implantlar bakimindan
Tiirkiye’nin disa bagimli olmasi nedeniyle Mg-Y-RE alasimlarindan biyobozunur
ortopedik implantlar iiretilecektir. Bu implantlarin viicutta uygulanacagi kemik
dokusu iizerindeki etkisi in vitro ortamda hFOBI1.19 hiicreleri kullanilarak
arastirilmis oldu.

2. Caligmamizda Mg-Y-RE-12 hFOBI1.19 hiicre canliligini1 etkilemedigi, Mg-Y-RE-
13 alagimimin 72. saatte yiliksek dozda (1000 pg/ml) hiicre canliligini baskiladi.
Mg-Y-RE-24 alagim1 48. ve 72. saatte 400 ve 1000 pg/ml dozlarda hiicre canliligin
baskiladig1 bulundu.

3. Her ii¢ alasimda MMP1, SSP1, OPG, RANKL, BMP2 gen ekspresyonu; OPG
protein seviyesini arttirdigi sadece Mg-Y-RE-12 BMP2 protein seviyesini ve
yalnizca Mg-Y-RE-24 MMP1 protein seviyesini arttirdigi bulundu.

4. Her li¢ alagimda IL-1 ve TNF-a seviyesinin degistirmedigi bulundu.

Bu veriler esliginde gelecekte su ¢alismalarin yapilmasi uygun olur:

a. Mg-Y-RE alagimlarinin muhtemel sebep olacagt Mg(OH), H; ve magnezyum
elementinin miktarmin belirlenmesi implantin korozyon miktarinin belirlenmesi
i¢in yararl olacaktir.

b. Calismamizda elde ettigimiz verilerinin hayvan modelleri olusturularak in vivo

ortamda da test edilmesi verilerimizin gegerliligi agisindan yararli olur.
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