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Farkli implant materyalleri lizerinde osteoblasta farklilagtinimis kemik iligi
stromal kok hiicrelerinin (KiSKH) kemik tamirindeki rolii

The bone repair role of bone marrow stromal cells (BMSC) differentiated to osteoblast
on the different implant materials
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Ozet

Amag: Doku muhendisligi yardimi ile materyaller Gzerinde kemik iligi stromal kék hicrelerinin etkilesmesinin yeni
kemik olusumuna katki saglayacagi disinilmektedir. Bu ¢calismada, farkli dolgu materyalleri (izerinde, medyum ile
osteoblasta farklilastirilan kemik iligi stromal kék hicrelerinin, in vivo ortamda kemik yara modeline implantasyonlari
sonucunda yara iyilesmesindeki etkilerinin incelenmesi amaclanmstir.

Gereg ve Yontem: Erigkin erkek sican tibiasindan elde edilen kemik iligi hiicreleri, a-MEM, %10 fetal bovine serum,
penisilin, streptomisin ve gentamisin igeren kontrol besi ortaminda (KBO) (g farkli dolgu materyalleri olan Cellulose
Tip | (BM1), Cellulose Tip Il (BM2) ve Gelatine (BM3) lzerinde kiltiire edildi. Yizeye tutunmayan hicreler besi
ortaminin alinmasiyla uzaklastirildi ve materyal ylizeyine tutunmus olan hicreler deksametazone, B-gliserofosfat ve
askorbik asit iceren osteoblastik besi ortami (OBO) ile inkiibe edildi. Farklilasan hicreler, osteonektin (ON) ve
osteokalsin (OK) markirlari ile osteoblasta ddnme yetenekleri, vonkossa (VK) ve alkalen fosfataz (ALP) aktiviteleri ile
kemiklesme ve mineralizasyon kapasiteleri saptandi. Tamirdeki etkinlikleri histolojik ve morfometrik yontemle
arastirildi.

Bulgular: Degisik materyaller Gizerinde farklilagsan hucrelerin adhesyon, ¢cogalma ve farklilasma kapasitelerinin arttigi
ve biyomateryallerin Gzerlerindeki hlcreler ile implantasyonlar sonrasinda deneysel yara bodlgesinde daha iyi tedavi
yaptiklari bulundu.

Sonug: Kullanilan materyaller ile hiicreler arasindaki olumlu etkilesmenin anlasiimasi, gelecekte hastalarin yasam
kalitesinde bir umut olacak olan doku muhendisliginin klinik tedavideki 6nemi i¢in blyulk yarar saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: Kemik iligi stromal kok hiicre, biyomateryal, osteonektin, osteokalsin, yara iyilesmesi, doku
muhendisligi.

Summary

Introduction: It has been thought that tissue engineering could be helpful in the wound healing of the bone by the
bone marrow stromal cells (BMSC) on the biomaterials. In this study, the effect of differentiated BMSC on the
different biomaterials for in vivo wound healing of experimental bone defect by the implantation will be investigated.

Materials and Methods: Bone marrow stromal cells from mature male rat tibia were cultured on the three different
(Cellulose Type I, Cellulose type Il, Gelatine) biomaterials with culture medium including a-MEM, 10% foetal bovine
serum, penicillin, streptomycin, amphotericin and gentamycine. Nonadhesive cells were removed by medium change
and attach cells in the culture were incubated by osteoblastic medium including ascorbic acid, dexamethasone and -
glycerophosphate. The differentiated cells were determined by osteoblastic markers such as osteonectin and
osteocalcin and were analyzed by vonkossa and alkalen phosphates for their mineralization and bone formation
capacity. Their healing capacity was investigated by the histologic and morphometric methods.
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Results: The capacity of adhesion, proliferation and differentiation of bone marrow stromal cells was positively
enhanced by these biomaterials and implantation of these biomaterials with differentiated cells produced better

healing on the experimental bone defect.

Conclusion: Understanding of the positive interactions between used biomaterials and cells will be helpful for the
importance of tissue engineering on the clinical treatment which will promise a better quality of life for patients in the

future.

Key Words: Bone marrow stromal cell, biomaterial, osteonectin, osteocalcin, wound healing, tissue engineering.

Girig

Kok hiicre ve buna bagli uygulamalar son zamanlarda
ortaya clkan ve tedavide saglayacag yararlar nedeni ile
blyuk édnem kazanan yeni bir konudur. Kemik dokusu ise
insan ve hayvan yasaminda 6zellikle kiriklar ve menapoz
sonrasi osteoporoz gibi patolojik durumlarda, yara tamiri
ve iyilesme silrecinde uzun sireli tedavi gerektiren
problemli bir suregte yer almaktadir (1). Kemik iligi,
hematopoietik ve stromal hicreleri icermektedir.
Pluripotent stromal hucreler cesitli hicrelere, 6rnegin
fibroblastlara, kondrositlere ve adipositlere farklilagabil-
mektedir. Bu degisim sirecinde biyomateryallerin in vivo
ve in vitro etkileri avantaj ve dezavantajlar ile arastinlarak
etkin tedaviye yénelik protokoller aranmaktadir. in vivo
calismalarda kemik iligi stromal kok hiicrelerinin (KISKH)
davranigi orada bulunan ve kontrol edilemeyen cevre
sartlar tarafindan diizenlenmektedir. Bu nedenle kontrol
edilebilir sartlarda yapilan in vitro c¢alismalar in vivo
uygulamalar igin 6nemli bilgiler saglamaktadir (2).

Son zamanlarda doku mihendisligi alaninda gelis-
tiriimekte olan biyomateryal kullanimi ile KISKH'nin daha
aktif ve etkin olarak kemik yara tamirinde kullaniimalarini
amagclayan calismalar yapilmaktadir (3). Bu materyallerin
fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zellikleri kok hicrelerinin in
vivo sartlarda davranisini etkilemekte ve iyilesmeyi
anlaml sekilde arttirmaktadir (4).

Bu calismada sican KISKH’nin kiiltiir ortaminda kemik
hlcresine farkllasma mekanizmasi incelenecek ve bu
mekanizmada rol oynayan faktdrlerin hiicre davranisini
yobnlendirmesi arastirilacak; ayrica, kirik tedavisinde Ug¢
dolgu materyalinin kemik hdcreleri ile etkilesimi
karsilastirmali olarak incelenecektir. Bu c¢alismadan
¢ikan sonuglarin ortopedi alaninda kemik yara iyilesmesi
uygulamalarina destek olacagi distiniiimektedir.

Gereg ve Yontem

Bu calismada 200450 gr agirhgindaki Wistar siganlar
kullanilarak sicanin femur ve tibiasindan KIiSKH'leri
alinarak besi ortami iginde toplandi. Bu kiilttir galismalari
icin bes hayvan kullanildi. Ayni anneden olma yavrular
arasinda alinan KISKH transplante edildi. Femur ve
tibianin epifiz hattindan yapilan kesiler sonrasinda kemik
iligi bosluguna enjektér araciligi ile uygulanan basingli
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medyum icersine alinan kemik iligi 6rnegi, santrifuj tiplne
bosaltildi.  Santrifij tupld igine alinan kemik iligi
pipetlenerek hiicre slspansiyonu haline getirildi. Kemik
iligi, primer besi ortami (a-MEM + %10 fetal bovine serum +
penicilin (100U/ml) + streptomisin (100U/ml) + gentamisin
(200U/ml) iginde 5 dk. sireyle 1000 rpm’de santrif(j
edilerek iki kez yikandi. Santriflj sonunda siipernatant
dokdilerek hicreler primer besi ortami ile stispanse edildi
ve ayristirmay takiben biyomateryaller 24 gozIi kaltir
kaplarinda, Cellulose Tip | (BM1), Cellulose Tip Il (BM2)
ve Gelatine (BM3) Ustiine yerlestirildi ve 37°C'de %5
CO.'li etiivde inkiibasyona birakildi. Ugiincii giinde besi
ortami degisikligi yapilarak kan hicreleri ve ylzeye
tutunmayan hcreler uzaklastirildi. Hicre kdltiriinde
¢ogaltilan kemik iligi stromal hicrelerinin osteoblast
hiicrelerine farklilagsmasi icin, Gguinct gun kultir ortamina
50 ug/ml askorbik asit, 10mM B- gliserofosfat ve 10°M
deksametazon igeren osteojenik besi ortami (OBO) ilavesi
yapildi. Kltur kabinin ylzeyine yapigan kemik iligi stromal
hicrelerinin - Gremesi inverted mikroskopta gdézlenip,
fotograflari gekilerek OBO icermeyen kontrol besi ortami
(KBO) igindeki hiicreler ile karsilastirildi. Uremelerine gére
2-3 glinde bir hiicrelerin besi ortami degistirildi (5, 6, 7).

Hucreler konfluent olduklarinda, osteonektin (ON) ve
osteokalsin (OK) markirlar ile osteoblasta farklilanma,
vonkossa (VK) ve alkalen fosfataz (ALP) aktiviteleri ile
kemiklesme ve mineralizasyon kapasiteleri saptandi. Ayni
hiicrelerin in vivo deneysel yara olusturulmus bosluklara
implantasyonlari yapilarak, tamirdeki etkinlikleri histolojik
ve morfometrik yontemle arastirildi. Hlicre grubu her yara
defekti icin 24 gozIi kultir kabinin konfluent olmus bir
g6zt kullanildi. Siganlarin, operasyon yapilacadi sag
bacaklar tiraslanip povidon iyodur (Baticon, Turkiye)
soliisyonu ile silinip temizlendi. Biyomateryalleri implante
etmek icin ilk 6nce tibianin proksimali Ustindeki deride
yapilan 2 cm uzunlugundaki kesi ve kiint diseksiyon ile
kemik yUzeyine ulasildi. Periost, steril pens yardimiyla
kaldirihp, kasla birlikte geri cekilerek kemik acida
cikarildi. Dakikada 15000 devirli asma motorlu tur
aletiyle (Universal Motor; tip:BM9, Tiirkiye) cerrahi frez
kullanilarak ¢api 1 mm olan kavite acgildi. Delme islemi
sirasinda frez ucu serum fizyolojikle surekli sogutuldu.
Kaviteler yikanarak kanama kontrol altina alindiktan
sonra kaviteye implant materyali yerlegtirildi. Deney
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gruplari olarak matkap ile olusturulan 1mm capl tibial
defekt Uzerine sadece malzeme ve hucre+malzeme
gruplari kullanildi. Her grupta 5 tane olmak Uzere 6 grup
igin 30 sigan kullanildi. Implantasyon sonrasi birinci
hafta sonunda deney sonlandirilarak yara bdlgesi kesit
alinmak Uzere cikarldi. Bu amagla %10 formalin
solusyonu igerisinde tespit edilen 6rnekler, 0.01 M EDTA
solusyonu ile dekalsifiye edildikten sonra rutin parafin
takibe alindi. Elde edilen kesitler hematoksilen-eosin ile
boyandi. Morfometrik yontem ile kemikteki yara
iyilesmesine materyallerin etkisi incelendi (8).

Morfometrik inceleme igin bilgisayar ortamina alinan
goruntllerde agilan yara yizey alaninin tamir sonrasi
kapanan yuzey oranina degeri U¢ ayri deneyde alinan
sonuglarin ortalama + standart sapma yizdeleri olarak
gosterildi. Graphpad programi ve ANOVA ydntemi ile
ortalamalarin istatistigi yapilarak p<0.05 anlamh olarak
kabul edildi.

Bulgular

Kultir ortaminda yasayan hicrelerin Uredikleri, zaman
icerisinde OBO etkisi ile fibroblast benzeri yapidan
osteoblast morfolojisine doéndikleri (Sekil 1A-B),
konfluent olduklarinda ON (Sekil 2A-B) ve OK (Sekil 2C-
D) markirlarini etkin bir sekilde tanimladiklari saptandi.
Benzer sekilde ALP (Sekil 3A-B) ve VK (Sekil 3C-D)
pozitifliginin KBO ile karsilastiriidiginda OBO igindeki
hicrelerde belirgin bir sekilde arttigi bulundu.

KISKH konfluent olduklarinda osteoblast markirlari
icin immunohistokimyasal boyanmasi. Her iki markir
esit sekilde eksprese edilirken OBO etkisindeki
kolonilerin  6zellikle merkezlerindeki yogunlasma
alanlarinda olduk¢a artmiglardir. A: OBO etkisinde
olmayan hucrelerin ON boyanmasi. B: OBO etkisinde
olmayan hicrelerin OK boyanmasi. C: Kdltur
ortaminda OBO etkisinde olan hicrelerin  ON
boyanmasi. D: OBO etkisinde olan hicrelerin OK
boyanmasi. X 200

-—

Sekil-1. Sigan KISKH’nin mikroskobik gériintiisii. Konfluent
oldugunda KBO etkisinde fibroblast benzeri gérinim
izlenirken (A), OBM etkisinde yari konfluent durumda
bile osteoblast morfolojisine donus izlendi (B). X 200
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Sekil-3. ALP boyamasinda KBO (A) etkisindeki hiicrelere gére
OBO (B) etkisindekilerin daha etkin boyandigi ve
nadir nodil formasyonuna benzer yogunlasmalar
bulundugu izlendi. VK boyamasinda ise hucrelerin
KBO (C) ile OBO (D) karsilastirildiginda hem genel
boyamada hem de nodiil formasyonuna bagli koyu
boyanmis alanlar olarak belirgin artig izlendi. X 200

Osteoblasta farklilanmalari  markirlar ile g0sterilen
hlcrelerin materyaller {izerinde kdltirleri sonrasinda
yapilan implantasyonlarinda farkl  sekilde yara
ivilesmesini etkiledikleri goérildi. BM1 (Sekil 4A-B)
Uzerinde implante edilen hicrelerin, sirasi ile BM2 (Sekil
4C-D) ve BM3’e (Sekil 4E-F) gore hem hicreli hem de

hicresiz olan implantlar ile karsilastirildiklarinda
mikroskobik olarak daha etkin bir yara iyilesmesi
sagladiklari izlendi.
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Sekil-4. Sigan tibiasindaki yara iyilesmesinin histolojik
goruntuleri. BM1 (A, B), BM2 (C, D) ve BM3 (E, F)
Uzerindeki hicrelerin (A, C, E) ve hucresiz olan (B, D,
F) ile karsilastirldiklarinda daha etkin bir yara
iyilesmesi sagladiklari mikroskobik olarak bulundu.
X400.

Yapilan morfometrik incelemede histolojik bulgulari
destekleyen bicimde materyallerin etkinligi saptandi
(Tablo-1). Hucreli BM1 implantinin, hiicresize ve sirasi
ile hem hiicreli hem de hicresiz BM2 ve BM3 implantlar
ile karsilastinldiginda anlaml olarak ¢ok daha etkin
oldugu bulundu. Yara iyilesmesinde materyal ve
hlcrelerin hem bosluk doldurma hem de kemik olusumu
acisindan farkh etkinlikte olduklari bulundu.

Tablo-1. Ug farkh materyalin implantasyon sonrasinda yara
iyilesmesine etkilerinin histomorfometrik incelemesi.
BM71’in BM2 (p<0.05) ve BM3 (p<0.001)'e gére hem
hicre aktivasyonunda hem de yara boslugunun
doldurulmasi agisindan daha etkin yara iyilesmesine
neden oldugu gorilmektedir.

YARA iYILESMESINIiN HISTOMORFOMETRIiSi
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Tartisma

Bu calismada materyal Uzerinde osteoblasta yodnlen-
dirilmis KISKH sigan tibiasinda olusturulmus deneysel
yara modelindeki etkinlikleri arastirildi. Makroskobik,
mikroskobik ve morfometrik olarak sirasi ile BM1, BM2
ve BM3 seklinde etkinlik gosterdikleri ve bu etkinin
hicrelerin materyal ile etkilesmesine bagll oldugu
bulundu. Onceki calismalarda ideal bir yara iyilesmesi
icin iyi bir osteoblast &énculi olabilecek bir hucre,
osteoblasta yonlenmeyi etkinlestirecek faktorler ve
osteojenik yapimi arttiracak tasiyici  materyallere
gereksinim oldugu saptanmistir (9). Doku mihendisligi
bu ¢ faktéri en iyi sekilde kombine ederek en etkin
kemik olusumunu amaclamaktadir. KiSKH ise kolaylikla
elde edilebilmesi, etik sorunlara neden olmamasi ve
doku reddi problemini ortadan kaldirmasi ile diger kdk
hicrelerden daha uygun goérinmekte ve oldukca
potansiyele sahip 6zellikleri nedeni ile bu siuregte blyuk
rol oynamaktadir (10, 11).

Biyomateryaller etkisinin hem yer kaplama ile hacimsel
hem de bir substrat olarak hicre davranigini
yonlendirmesi gibi iki sekilde oldugu 6nceki ¢alismalarda
gosterilmistir (12, 13). Biyomateryallerin bu tir ¢alisma-
larda her iki etkiyi de gostererek yara iyilesmesini
hizlandirdiklar bilinmektedir (14). Hucre eklenmemis
biyomateryallerin hiicre eklenmisler ile kargilastindiginda
etkin kemik yapimini saglamadiklari gériulmektedir (15).
Bizim calismamizda da benzer sekilde hiicre etkisinin
yara tamirinde etkinlik saglayan 6nemli bir faktér oldugu
saptanmistir.

Histolojik olarak makroskobik iyilesme ile uyumlu bir
sekilde yara iyilesmesinin gergeklesmesi materyal yani
sira hucre aktivasyonunun etkinligine isaret etmektedir.
Ancak onceki galismalarda da gosterildigi gibi (16-18)
implante edilen hucreler ile kemigin kendi tamir
hicrelerinin  ne oranda iyilesmede yer aldiklar
bilinmemektedir. Bu sorun iki sekilde asilabilir. Birincisi,
ayni deneysel sartlarda yara yerinden in vivo kok
hicreleri dldirecek ila¢ uygulamasi yapilarak endojen
osteoblastik aktiviteyi ortadan kaldirmaktir. ikinci olarak,
isaretlenmis hucreleri biyomateryaller tUzerinde implante
ederek in vivo yara iyilesmesindeki rollerini izlemektir.

Calismamizda bu fark saptanamamasina ragmen
materyallerin ve daha da O&nemlisi biyomateryal
Uzerindeki  hicrelerin  farkli  sekilde etkiledikleri

gOsterilmis ve histomorfometrik inceleme ile dogrulan-
mistir. Tedavi edici etkiye hiicre yogunlugunun da buyiik
etkisi ve 6nemi goésterilmis ve artan yogunlugun hucrenin
cevresi ile olan etkilesimini hem osteoblasta farklilasma
anlaminda hem de fonksiyon yoninden olumlu etkiledigi
ortaya konmustur. Bu c¢alisma ile gosterilen blylk
farklar, materyaller yani sira hiicre yogunluguna da bagh
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olabilir. Yogunlugun arttirilmasi ile kemik yapimi hem in
vivo hem de in vitro olarak mineralize matriks
olusumundan etkilenmektedir (19). Ayrica yara buyuk-
IUglu de tedavideki etkinligi 6nemli Olgude degistire-
bilmektedir (20). Calismamizda tibianin kirnimadan
yapilabilecek en buyik yara agilmasina dikkat edilmis ve
iyilesme surecinin uzun tutulmasi ile materyaller
arasindaki farklar ortaya konmaya calisiimistir. Onceki
calismalarda ortaya c¢ikan farkliliklar bu tir yara
blyuklugl, hicre yogunlugu ve yara yerinin derinligi ile
aciklanabilir (21, 22).

K&k hicre tedavisinin her gegen giin 6nem kazandigi tip
uygulamalarinda hicrelerin  ¢gogalmasi, go¢ etmesi,
farklilasmasi ve  fonksiyonel  etkilerinin  farkh
biyomateryaller Uzerinde incelenmesi hiicre davraniginin

faktorlerinin bu davraniga katkisi ile degisik yizeylerin
bu katkilar 1s1ginda ydnlendiriimesi, istenilen mikemmel
fonksiyonun saglanmasinda en 6nemli roli oynamak-
tadir (26). Kok hucrelerin etik kaygilar olmaksizin elde
edilebilmesi, cogaltilabilmesi ve doku muhendisliginin
destedi ile kemikteki yara tamirinde etkin bir sekilde
uygulanmasi mumkun olmaktadir (27-29).

Farkli materyallerin kullanilmasi ile in vitro ve in vivo
sartlarda KISKH aktivasyonunun optimize edilmesi
kemik iyilesmesini hizlandirarak hem daha c¢abuk yara
iyilesmesine hem de 6zellikle osteoporoz gibi iyilesmenin
zorlandigi  durumlarda tedavide bir umut olarak
kullaniimasini saglayacaktir. Bu tedavi sirasinda hucre-
lerin kullandiklari mekanizmalarin anlagiimasi, kdk hlicre
uygulamalarinin klinikteki yararini arttirarak daha etkin,

anlasilmasina 6nemli katkilar saglamaktadir (23, 24).

ucuz ve kaliteli iyilesmenin saglanmasina olanak

Molekuller dlzeydeki etkisi farkli olan bilyume taniyacaktir.
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