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OzET

Kok hiicreler, bolinebilme ve kendini yenileyebilme yetenegi olan, 6zellesmemis,
farkhlasabilen, hasarli dokuya nakledildiginde dokuyu islevsel olarak ¢ogaltabilen, in vivo
ortamda doku hasarinin olmadig durumlarda bile hiicrelerin farklilagsmalarini saglayabilen
hicrelerdir. Farklilasmamis kdk hiicrelerin, diger hiicrelerden farkli olarak baslangigtaki
hlcrenin karakteristik 6zelliklerini tasiyan en az bir benzer hiicre olusturabilme yetenegi
(self-renewal); tek bir hiicreden birden fazla hiicre serisine farklilasabilme yetenegi (multi-
lineage differentiation) ve bir dokunun islevsel olarak yeniden yapilandiriimasi 6zellikleri
vardir. Akut kemik yaralanmalari iskelete uygulanan kuvvetlerin dokularin direnme gliclinii
asmasinin bir sonucudur. Kemik dokusunun butinligiiniin bozulmasina kirik denir.
Ortopedik uygulamalarda defektli kiriklar her dénemde hem hastayr hem de cerrahlari
zorlayan bir etmen olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Pargali kiriklar ve defektli kiriklarin
iyilesmesini hizlandirmak hem maliyet hem de isgilicti kaybini en aza indirmek amach bu
calismayi yaptik. Calismada 30 adet disi sican femur kingi ve defekt modeli olusturuldu.
Olusturulan kirik hatti cevresine kok hiicre membrani uygulandi. Uygulanan membranlarin
bir kismi osteojenik indiklenmis. Bir kismi da indiiklenmemis kok hiicrelerden
olusmaktaydi. Membranlar kirik hatti cevresine sarildi. 0.2.4.6.8. haftalarda grafi cekildi. 2.
4.6.8 Haftalarda ratlar sakrifiye edilerek makroskopik ve histolojik incelemeye tabi tutuldu.
2. Haftada osteojenik indiiksiyon uygulanan gruptaki histolojik bulgular kontrol
ve indiklenmemis kok hiicre grubuna oranla kal dokusunun yani kaynama dokusunun
fazlaligi yonindeydi. 4. Hafta sonuclarimizda ise osteojenik grupta yine kal dokusunun
digerlerine oranla daha fazla osteojenik alanlar icerdigi goruldi. Makroskobik ve radyolojik
olarak kemigin remodele oldugunu gorildi. Sonug olarak kok hiicrelerin 6zellikle osteojenik
indiiklenmis kdk hiicrelerin kirik kaynamasini artirici etki gosterdiklerini caismamizda
saptadik.



iNGILiZCE OzZET

Stem cells are undifferentiated cells which have the ability to divide, renew
itself, differentiate, proliferate when transplanted to a damaged tissue, and capability
to differentiate in vivo even in the absence of damage. Some major difference
between undifferentiated stem cells and other types of cells are having a
characteristic to differentiate into a similar cell (self-renewal); ability to differentiate
into more than one cell series (multi-lineage differentiation), and restructuring of the
tissue properties. As a result of exceeding tissue resistance, acute bone trauma
occurs. Damage to bone unity is defined as a fracture. Defective fractures compel
both the patient and the surgeon during orthopedic procedures at any time. We have
done this study to minimize both the cost and the loss of labor for comminuted
fractures and defectives fractures by accelerating the healing period. On this study,
we created thirty female rat femoral fracture and defect models. Stem cell membrane
was applied around the fracture line. Membranes were partly consisted of
osteogenic-induced and partly non-induced stem cells. Membranes were wrapped
around the fracture line. Radiography was performed on weeks 0, 2, 4, 6, 8. On
weeks rats were sacrificed and macroscopic and histologic examinations were done.
Histologic findings from the osteogenic-induced rats had more fusion tissue than
control and non-induced group on week 2. In addition, osteogenic-induced group
again had more callus tissue and osteogenic areas on week 4. We even observed bone
remodeling. In conclusion, we determine that osteogenic-induced stem cells increase

bone fusion in this study.



GENEL BILGILER

KEMIK DOKU

Kemik dokusu canlida dengeyi saglayan, iyi kanlanma ve innervasyona sahip,
ekstraseliiler matriksin minerallesme siireci sonunda kalsiyum ve fosfat tuzlariyla
satiire oldugu dayanikli bir destek dokudur (1, 2, 3). Organik ve inorganik
bilesiklerin olusturdugu matriks i¢ine yerlesmis hiicrelerden olusan yogun kompozit
bir yapiya sahiptir. Mineral dengesinin diizenleyicisi ve kan hiicrelerinin olustugu

dokudur (4, 5).

Kemik matriks adi verilen hiicreler aras1t madde kalsifiye olmustur. Matriks,
kuru agirhigmim kabaca %40°1 oraninda organik, %60 oraninda da inorganik
bilesenlerden meydana gelir. Ekstraselliiler matriksin ana yapisal bileseni kollajen,
diger kisim ise proteoglikanlar, kollojen dis1 matriks proteinleri, biiyiime faktorleri
ve sitokinlerdir. Inorganik bilesenlerinin bilyiik cogunlugunu kalsiyum hidroksiapatit
ve osteokalsiyum fosfat olusturur. Hidroksiapatit kristalleri kollajen lif segmentlerine
sikica baghdir (6). Bu baglanmayla kemikte yirtilma yani kristal ve kollajenin
yerlerinden ayrilmasi engellenir. Boylece kemik yapist gerilme ve sikigmaya direng

kazanir (1, 7).

Kemik Dokunun Hiicresel Biyolojisi
Kemigin temel hiicresel elemanlar1 osteoblastlar, osteoklastlar, osteositler,
osteoprogenitor hiicreler, kemik iligi hiicreleri ve kemigin biiyiime ile gelisimini

diizenleyen immiin sistem hiicrelerinden olusur.

a)  Osteoprogenitor hiicreler: Dogrudan kemik yapiminda rol almayan bu hiicreler
aslinda mezenkim kaynakli hiicrelerin bir alt grubu kok hiicrelerdir ve uygun
medyatorlerin varliginda (interlokinler, trombosit kaynakli bliylime faktorii ve
insiilin benzeri biiylime faktorii) aktive olurlar ve osteoblastlara farklilasirlar.
Eriskin donemde kemigin internal reorganizasyonu, kirik iyilesmesi veya farkl
tipteki yaralanma durumunda aktive olarak, osteoblast veya osteoklast gibi

diger tip kemik hiicrelerine de doniisebilirler (4, 6, 8).



b) Osteoblastlar: Bu hiicreler kemik yapimindan esas sorumlu hiicrelerdir.
Osteoblastlar mezenkimal kok hiicre ve perisitlerden koken alan hiicrelerdir.
Kemik ylizeyinde ve birbirleriyle siki1 baglantili sekilde yerlesirler. Organik
matriksin sentezi ve mineralizasyonu gibi kemigin metabolik islevlerinden
sorumlulardir. Aktif kemik olusumunun oldugu biitiin bolgeleri kaplarlar.
Osteoblastlar kemik matriksindeki kollajen ve kollajen dis1 protein sentezini,
ekstraselliler matriks fibrillerinin diizenini ve osteoid materyalin
mineralizasyonunu saglarlar. Bu mineralizayonu alkalenfosfataz enzimi
sayesinde icerdikleri adenozintrifosfatazin ortama saldigi Ca+ iyonu ile
saglarlar. Salgiladigi biliyiime faktorleri kemik yapimini belirgin sekilde
hizlandirir ve farklilagma saglar. Osteoblastlarin aktif yasam siireleri 1 ila 10
haftadir. Bir kism1 kemik yiizeyini doseyen hiicrelere doniisiirken, bir kismi1

da osteositlere dontismektedir (5, 9).

¢) Osteositler: Matiir kemik dokusundaki hiicrelerin %90’in1 olustururlar.
Yogun kemik sentezi yapan osteoblastlar zamanla kendilerini lameller
arasinda hapsederek osteositlere doniisiirler. Osteositler minimal kemik
matriksi sentezleyip salgilarlar. Matriksin kalsiyum ve fosfor dengesini
diizenler. Kalsitonin tarafindan aktive olurken parathormon tarafindan inhibe
olurlar. Farklilagma sirasinda olusan osteositler yavas yavas matriks iiretme
yeteneklerini kaybederler ve boyut olarak kiigiiliirler. Cevrelerindeki matriksi
rezorbe ederek osteositik lakiinleri olustururlar. Her bir lakiinde bir osteosit
bulunur. Kemigin sert yapisi icinde yerlesmis osteositler lakiinler sayesinde
diger osteositlerle ve de viicut sivilariyla iletisim halindedir. Gelismis
sitoplazmik uzantilariyla osteositler gerekli iyon ve metabolitlerin transferini

saglarlar (10, 11).

d) Osteoklast: Osteoklastlar, kemik rezorbsiyonundan sorumlu hiicrelerdir ve
kemik rezorbsiyonun bagladigi bolgelerde, enzimatik olarak ag¢ilmis ve
Howship lakunasi adi verilen yiizeysel cukurlarin i¢ine yerlesmis, ¢ok

cekirdekli, asidofilik dev hiicrelerdir. Osteoklastlar kemik yiizeyine yapisarak



rezorbsiyonu baslatirlar ve karbonik anhidraz sayesinde asit sekresyonu
yaparak pH’1 7°den 4’e dusiirlirler. Asit ortam yaratarak mineral fazi rezorbe
ederler. Kollajen ve organik matriksi ise proteolitik enzimler (kollajenaz,

metalloproteaz vb.) ile rezorbe ederler (12, 13).

Kemigin Olusumu

Kemik, osteoblastlarn  salgiladiklar1  matriksin ~ dogrudan  dogruya
mineralizasyonu veya daha 6nce var olan kikirdak matriks iizerine kemik matriksinin
cokiisii ile olusur. Bu her iki ¢esit kemiklesme seklinde de ilk olarak ortaya ¢ikan

kemik dokusu primer kemik dokusudur.

Kemik Yapim (Osteogenezis)

Kemik iiretimi embriyonik gelisimde, kemik biiyiimesinde, remodelasyon,
yumusak doku travmasi sonucu gelisen myozitis ossifikans ve heterotopik
ossifikasyonda, kirik iyilesmesinde, neoplazi veya infeksiyonlara yanit olarak
olusturulur. Kemik greftlemesi, distraksiyon, demineralize kemik matriksi ve
bliylime faktorleri, egzersiz gibi uyaranlar kemik yapimimi stimiile ederler.
Farklilagmamis mezenkimal hiicreler osteoblastlara farklilasir ve ekstraselliiler
matriks sentezlemeye baslar. Matriks mineralize olarak osteoblastlar1 cevreler ve
osteoblastlarin osteositlere doniisimiinii saglar. Osteoklastlar ortaya ¢ikar ve
rezorbsiyon ile remodelasyon olusur. Immatiir kemik yerini matiir lameller kemige

birakir (4, 14, 15).

Iskelet sisteminde kemik yapimi 2 farkli sekilde olur:
1.Endokondral kemik yapimi

2.Intramembranéz kemik yapimu.

1. Endokondral kemik yapim

Endokondral kemiklesme, Once farklilagmamis hiicrelerin bir araya gelip
kondrositlere doniismesi ve onlarin  farklilasmas1  ve kikirdak  matriksi
sentezlemesiyle baslar. Hyalin veya hyalin benzeri kikirdak olusumu sirasinda diafiz

cevresinde periost ¢evrelemesi olusur. Bazi1 bolgelerde kikirdak matriks mineralize



olur, kondrositler genigler. Damarlar kikirdagi invaze eder ve kan yoluyla gelen
hiicreler kikirdagin merkezini rezorbe ederek mediiller boslugu meydana getirirler.
Osteoprojenitdr hiicreler osteoblastlara doniisiir ve mineralize kikirdak tizerinde
osteoid matriksi olusturur. Osteoklastlar bu kalsifiye kikirdak ve immatiir kemigi
resorbe eder. Enkondral kemiklesme iki asamadan meydana gelir. i1k asama kemik
modelindeki kondrositlerin hipertrofisi ve harabiyetidir. Kalsifiye kikirdak matriksi
septalarin birbirinden ayirdig1 genislemis alanlar olan lakunalardir. Ikinci asamada,
osteoprogenitdr hiicreler ve kan kapillerlerinden olusan osteojenik tomurcuk,
dejenere olmus kikirdak hiicrelerinden geriye kalan bu alanlara girer.
Osteoprogenitor hiicreler, kikirdagimsi septumun iistiinii kemik matriksi ile kaplayan

osteoblastlara dontisiir (4, 16).
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Sekil 1: Endokondral kemiklesme (17)

Kalsifikasyon, proteoglikanlar ve yiiksek oranda kalsiyum baglayan

glikoproteinler tarafindan uyarilan, kalsiyum tuzlarmin kollajen fibriller lizerinde



birikmesidir. Osteoblastlarin stoplazmalarindaki vezikiillerde kalsiyum tuzlarmin
birikmesi ve hiicreden salinmasiyla hizlanir. Kalsifikasyonun, Ca tuzlarmin kollajen
fibriller {izerine ¢okmesi ile bagladigi bilinmektedir. Bunu proteoglikanlar ve Ca
baglamada yiiksek afinitesi olan glikoproteinler (osteonektin) baslatir.
Intrastoplazmik vezikiiller i¢inde Ca tuzlarmm ¢dkmesi belki de osteoblastlarin
yardimi ile hizlandirilip yogunlastirilir ve gerektiginde ekstraseliiler araliga

salgilanmasi saglanir (1).

2. intramembranéz Kemik yapim

Membranoéz bir kilif olusturan mezenkimde meydana geldigi i¢in
intramembrandz kemiklesme admi alir. Dogumdan sonra, kemik defektlerinin
rejenerasyonu ve kirik tamirinde reaktive olur. Mezenkimal hiicreler yogunlasir ve
damarlanmasi ¢ok artar. Mezenkimal doku yogunlasmalar1 i¢cinde ossifikasyonun
basladig1 ilk noktaya primer kemiklesme merkezi denir. Hiicreler, kan damarlari,
fibroblastlar ve osteoprogenitdr hiicreleri igeren gevsek yapili organik matriksi
sentezler. Yeni kemik matriksi olusur. Kalsifikasyon siireci takip eder. Matriks
adaciklarinin yiizeyini osteoblastlar kaplar ve hizla yeni kemik matriksi iiretirler.
Osteoblastlar, uzun sitoplazmik uzantilara sahip osteositlere doniisiir. Osteoid
matriks mineralize olarak matiir kemik halini alir. Kemikler enkondral
kemiklesmeyle uzama gosterirken, intramembranéz kemiklesmeyle kallik

kazanirlar (18,19).
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Sekil 2: intramembranéz kemiklesme (17)

Kemikte Modelasyon ve Remodelasyon

Kemik seklinin olugsmast modelasyon, kemiklerin sekillerinin degismeden
yikilip yapilmasina remodelasyon denir. Onarim déneminin sonunda immatiir
kemigin yerine lameller kemigin almasi ve kallusun resorbsiyonu ile remodeling
donemi baglar. Modelasyon; iskelet biiylimesinde ve kirik onarimi sonrasinda
goriiliir, remodelasyon hayat boyu devam eden bir siirectir. Yeniden sekillenme
doneminde wolf kanununa gore stres altindaki kemikte elektiriksel olaylar sonucunda

kirik kallusunun remodelizasyonu meydana gelir (5, 9).

Kallus dokusuna gelen osteojenik hiicreler kambium tabakasinda (Periostun
derin takabasi) endosteumdan hawers kanallarindan kemik iliginden farklilagsmamais
hiicreler gecer. Olgunlasmamis ags1 kemigin lameller kemige doniisiimiinii igerir.
Ags1 kemik osteoklastlar tarafindan emilir. Osteoblastlarin olgunlagsmamis lamellar
kemik yapimi mevcuttur. Kemik normal goriiniimiinii kazandiginda ve mediiler kanal
yeniden olustugunda iyilesme tamamlanmis olur. Mekanik Ozellikler yaralanma

oncesindeki durumuna doner (20).



Kirnk

Akut kemik yaralanmalar1 iskelete uygulanan kuvvetlerin dokularin direnme
giiciinii asmasmin sonucudur. Kemik dokusunun biitiinliigliniin bozulmasma kirik
denir. Kirik olusumu, kemik ve ¢evresindeki kas, tendon, ligament, damar, sinir gibi
yumusak dokular1 iceren kompleks bir doku zedelenmesine yol agmaktadir. Bir
kemik kirig1 matriks hasarina, hiicre 6liimiine, periost ve endosteumda yirtiklara ve
kirik kemik uclarinda deplasmana neden olur. Kemik, skar dokusu olusturmaz ve
yeniden yapilanmayla (remodeling) iyilesir. Kirik iyilesmesi, kirik olusumundan

diizenli kemik doku ile kirik uglar1 birlesinceye kadar olan siirecte devam eder (22).

Kirik Belirti ve Bulgular

Kiriklar1 dogru teshis edebilmek icin, yaralmin hizli, dikkatli ve sistematik
olarak anamnezini almak, sistemik ve lokal fizik muayenesini yapmak ve radyolojik
bulgu ve belirtileri degerlendirmek gerekir. Anamnez, bilinci yerinde olanlarin
kendisinden veya bilinci yerinde olmayanlarin ¢evresindekilerden detayli olarak
almabilir. Kirikla beraber etrafindaki kas ve tendonlarla, onu Orten fasya ve cilt de
yaralandig1 i¢in belirtilerin bir bolimi kiriga 6zgii olmayip, bu belirtiler ayn1 tiir
travmalarin kirik olusturmaksizin meydana getirdikleri yumusak doku lezyonlarinda

da goriiliirler.

Kink iyilesmesinin Evreleri (17)

1. Giin -Hematom Olusumu (Fibrin Mesh)
3. Giin -Inflamasyon Evresi — PDGF, IL, TGF
1. Hafta -Yumusak Kallus — Graniilasyon Dokusu, Matriks.

3-6.Hafta -Kallus — Kemiklesme, Kemik Doku
8. Hafta -Yeniden Sekillenme-Giiclii Kemik, Lameller Yapi



Rezolusyon/ yeniden sekillenme

Damar olusumu, kollajen yeniden sekillenmesi

Proliferasyon

PMNs, Makrofajlar, Lemfositler

Fibrin pihti, trombosit
depozisyonu

Kirik sonrasi gegen zaman

Sekil 3: Kirik iyilesmesinin evreleri

Kirik olusumunu takiben kemik biitlinliigiiniin yeniden saglanabilmesi
amaciyla organizmada bir¢ok degisiklikler sekillenir. Kirik iyilesmesi oldukca
komplike bir olaydir ve 3 evreye ayrilir. Bu evreler yangi, yenilenme, yeniden
sekillenme (Remodelling). En kisa donem inflamatuar donem iken en uzun donem
yeniden sekillenme donemidir. Tiim doku travmalarinda ve kiriklarda, ilk verilen
cevap inflamasyondur. Inflamasyon donemi, kirik iyilesmesi icin gerekli temel
ogeleri igeren kirik hematomunun ilk olusumu ve organizasyonunun baslangic

donemuidir.

A. Inflamatuar (Hematom, Yangi) Donem

Kirik olusumu ile birlikte, kirik hematomu sekillenmeye baslar ve kikirdak ve
kemik olusumunun baslamasina kadar siirer (1-7 giin) Travmanin siddetine bagl
olarak, kirik komsulugundaki g¢evre yumusak dokular ve periost yirtilir. Kan
damarlar1 yaralanir. Pihtilagsmay1 saglamak ve kanamanin durmasi i¢in trombosit ve
trombosit kaynakli faktorler ortama salinir. Molekiiler aracilar kirik bdlgede
cogalirlar. Pihtilagsma ile kirik ucglar1 arasinda hematom olusur. Olusan hematom kirik
uclarini bir arada tutan koprii gorevi goriir. Sekillenen fibrin (piht1) kirik uglari
arasinda ince bir ag meydana getirir. Fibroblastlar kirik bolgesine ulasir ve kollajen
salgilayarak, kollajen liflerle kirik u¢larini birbirine baglar. Sonucta, kirik bolgesinde
geng graniilasyon dokusu olugsmaya baslar. Ardindan hematom bolgeye osteoblast ve

kondrosit prekiirsor hiicrelerini getirir. Bunlar matriks olusumunu baglatacak olan



osteoblastlara ve kondroblastlara doniisiirler. Kirik olustuktan sonra gegici bir
arteriyoler daralmanin ardindan bunu arteriyol, kilcal damar ve veniillerin
genislemesi asamasi izler. Kirik sonrasi olusan hipereminim sebebi budur. Tiim
bunlar1 olusturan neden ise dokudaki mast hiicrelerinin kirik bolgesine histamin
salgilamasidir. Ayrica kilcal damar gegirgenligi artar. Damarlarda vazodilatasyon ve
plazma eksudasyonuna bagl olarak, kirik bolgesinde ilk 24 saat i¢cinde 6dem olusur.
Polimorf ¢ekirdekli 16kositler, lenfosit ve monositleri iceren akut yangi hiicrelersi,
odemli bolgeye goc¢ ederler. Makrofajlar bakterileri ve nekrotik dokular1 fagosite
ederler ve koprii kallus olusturma islevi ile birlikte, fibroplaziyi de tesvik ederler.
Bunlar ayn1 zamanda ortama interleukin-1 (IL-1) ve tiimor nekrozis faktor (TNF)
salgilarlar. Bu iki mediator lokositlerin kirik bélgesine gogiine, fibroblastlardan
kollajen sentezine ve akut faz proteinlerinin artisina neden olur. Tiim bunlar olurken
onarmm bolgesindeki damar endotelinden, vendz endotelial biiylime faktorii (VEGF)
yeni damarlagsmay1 (neoangiogenezis) uyarir. Kirik bdlgesinde mezenkimal hiicre
cogalmasi ilk 16 saatte saptanmistir. Bu ¢ogalma, kirik sonrasi 32 saatte en iist
diizeye ¢ikar. Olugsmaya baslayan kan damarlar1 2-3 giinde 151k mikroskobisi
diizeyinde goriiniir hale gelirler ve 1. haftada belirginlesirler. Kirik iyilesmesinin ilk
donemlerinde periyosteal damarlar, ge¢ donemdeyse besleyici (nutrisyen) damarlar,
kilcal damar tomurcuklanmasina yardimci olur. Yeni olusan damarlagsma gegici
fasyal baglantilardan olusur ve normal periostal arterlerden farklidir. Olusan bu
damarlar kallus dokusunu ve ayri herhangi bir kortikal fragmani beslerler. Bu
donemde fibrin agindan kemik yapimi i¢in hiicre ¢ogalmasi baslar. Fibrin matriksi
icindeki Oncii hiicreler, cesitli biyokimyasal etkilerle farkli dokular1 olusturmak i¢in
farklilasmaya hazir bulunmaktadir. Inflamatuar donem, kikirdak ve kemik elemanlar
goriilene kadar siirer ve giinlerce devam eder. Kirik iyilesmesinin iki ya da {iciincii
gilinlinde kirik bolgesinde periosteum ve endosteumdan koken alan osteoblast ve
kondroblastlarda sayica hizli bir artig goriiliir. Diizen icersinde gelisen bu olaylardan

sonra yumusak dokular arasindaki kemikte osteogenezis baslayacaktir (26,27,28).



Osteosit V- . . P

hilcreleri Periost

Kortikal kemik
Spongioz kemik

Kirtk hematomu

Kan damarlan

Fibroblastlar
Makrofajlar

Makrofajlar Fibrokartilaj kallus

Kiritk hemata
Osteoblastlar

Kirmiazs kan hi Kollajen lifler

Kondoblast

Kemik fragmar Kikirdak

Osteositler
e Kirtk hematomunun olugumu 0 Fibrokartilaj kallus olusumu

Sekil 4: Kirik sonrasi tamir mekanizmalarinin gosterimi (17)

B. Tamir Donemi (4-40 giin)

Tamir donemi, kirik olustuktan hemen sonraki saatlerde baslasa da belirgin
hale gelmesi 7-12 giin siirmektedir. Tamir evresinin ilk basamaginda hematomun
organize oldugu goriiliir. Lokal oncii hiicreler lokal ajanlarla uyarilir. Yeni damar,
fibroblast, hiicreler aras1 madde, destek hiicreleri ve diger hiicreleri olusturmak {izere
farklilasmaya baglarlar. Kemik yapimi devam eder ve kirik bolgesinde koprii kallus
olusumu devam eder. Bu evrede, dis etkenlerin kirik iyilesmesindeki etkisi
belirgindir ve kirik iyilesmesinde kirigin nasil stabilize edildigi biiylik 6nem tasir.
Onarim mekanizmasinda rol oynayan hiicreler Mezenkimal kaynakli ¢ok yonli
gelisim giiciine sahip olan hiicrelerdir. Cogunlukla kirik bolgesindeki graniilasyon
dokusu i¢inden, ayrica periostun osteojenik tabakasi ve daha az olarak endosteumdan
koken almaktadirlar. Bu hiicreler farklilagsmaya basladiginda, ilk degisiklige ugrayan
hiicreler, kilcal damarlardan hematom i¢ine giren fibroblastlar olur. Fibroblastlar
kollajen sentezlerler. Kondroblastlar kollajen ve glukozaminoglikan sentezler.
Osteoblastlar ise osteoid olustururlar. Iyilesen kemigin gerilmeye kars1 dayaniklihigs,
icerdigi kollajen miktar1 ve kollajenin tipi ile yakm iligkilidir. Onarim evresinin ilk
asamalarinda kikirdak kallus 6ncelikli olarak olusurken, ilerleyen evrelerinde kemik

kallus olusumu belirginlesmektedir.
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Yumusak Kallus

Agr1 ve sisligin gerilemesi ile yumusak kallus olusur. Bu donem kirik
parcalarin serbest olarak hareket edemedigi kirik sonrasi {igiincii haftaya uyar. Bu
donemdeki hareketlilik orani kisalmayi engellerse de agilanmayr engelleyemez.
Yumusak kallus donemi damarlanmadaki artis ve hiicresel c¢ogalma ile
karakterizedir. Yeni kemik subperiostal olarak olusurken kirik uclarinda da

kondroblastlarin olustugu gozlenir.(110)

Sert Kallus

Kirik uglar1t yaumusak kallusla tutunduktan sonra sert kallus donemi baslar. Tam
kaynama gerceklesene kadar devam eder(3-4 ay). Yumusak kallus enkondral
kemiklesme ve intramembrandz kemiklesme ile sert kalsifiye dokuya degisir.
Kronolojik incelemeler kemik yapisindaki kallusun kirik uglarindan uzakta baslayip

kirik hattina dogru ilerledigini géstermistir (Sekil 5)(110)

Sekil(5) Kemik kallus dokusunun olusumu (110)

Basglangicta olusan kallus yumusaktir ve radyolojik olarak gozlenemez. Daha
sonra, osteoblastlardan osteoid iiretimi gergeklesir ve kondroblastlar osteoblastlara
doniisiir. Kalsiyum tuzlarmin (hidroksiapatit) da ortama ¢okmesi sonucu ilk kallus
sekillenmis olur. Bu islem 2-3 hafta siirer. Olusan kallus serttir ancak hala

dayaniksizdir. Medullada kan damarlar1 yeniden sekillenmeye baslar. Ayni zamanda
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periost ve endosteum kokenli osteoblastlar kemik matriksi olan osteoid’in yapimina
baslar. On kallusun yerini kemiksi kallus almaya baslar. Bu evreye 4-6 haftada

ulagilir. Artik kemik kaynamasi gerceklesmistir (29, 30, 31 ).

C. Kemigin Yeniden Sekillenme (Remodeling) Evresi (25-100 giin)
Kemigin yeniden sekillenmesi en uzun evre olup, aylar yillar siirebilir. Onarim
doneminin sonlarinda immatiir kemigin yerini lameller kemigin almasi1 ve gereksiz
kallusun rezorpsiyonu ile yeniden sekillenme donemi baslar. Yeniden sekillenme
onarim evresinin ortasinda baslayip, normalde insanlarda 4-16 hafta siirerken, yillar

boyunca da devam edebilir.

Yeniden sekillenme evresinde 4 olay gerceklesir:

1-Kalsifiye kikirdak, osteoid dokuyla degisir ve bir ¢esit birincil trabekiiler doku
olusur.

2-Olusan trabekiiler dokunun yerini lameller kemik doku alir.

3-Kompakt kemik uglarmndaki kallus dokusu, lameller kemikten yapilmis ikincil
osteonlara degisir. Lameller kemik, kas kuvveti ve mekanik streslere paralel
diizenlenmis osteonlardan olusur.

4-Kemik medullasi yeniden sekillenir. Kanal i¢indeki kallus, osteoklastlar tarafindan

fagosite edilir ve bosluklar yeniden diizenlenir (26, 32, 33 ).

Yeni kompakt
kemik

,/"lp\ H
Kemik kallus ﬁ X
Osteoblast A
Osteoklast

Spongioz 4 t \
kemik W \P N
osteosit \ ? of
o Kemik kallus formasyonu o Yeniden sekillenme

Sekil 6: Kallus olusumu ve yeniden sekillenmenin gosterilmesi (17)
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Kemik lyilesmesinde Metabolik Thtiya¢ Ve Madde Ulasim

Hiicrenin hayatta kalmasinda oksijen, glikoz ve aminoasitlerin erigimi ile
metabolik tirlinlerin (CO2, laktat, lire) temizlenmesi 6nemlidir. Kirik veya greftleme
bolgesine molekiillerin hareketi ve madde ulasimi kollektif olarak gelisir. Bu siire¢
(dolasim) s1v1 akimi yogunluk egimleri veya elektromanyetik kuvvetlere yanit olarak
gelisir. Dolasim sistemindeki sivi akimi, kas kasilmasi, yercekimi, arteriyel basing
yayllmada onemlidir. En 6nemlisi ise yogunluk farkiyla pasif diflizyon olmasidir.
Kirik hematomunun ¢ogu i¢in etkili bir kiitle ulagim sistemi saglayan ayrilmamis
kiriklar veya kortikotomilerde osteojenik hiicre ve kan akimi arasindaki mesafe
kiigiik olabilir. Bu durumlarda kirik hematomonun osteojenik hiicreleri veya greft

icine transplante edilen hiicreler belirgin metabolik miicadelelere tabi olurlar (33).

Kemik lyilesmesinde Etkili Degisiklikler

Hastanin karakteristik ozellikleri kemik iyilesmesinde direk etkilidir. Iyi
beslenme, anabolik olaylar ve infeksiyon gibi komplikasyonlarin sinirlandirilmasi
icin gereklidir. Nikotin gibi maddelerin kullanimi kemik olusumunu azaltirken
paratroid hormon kemik olusumunda yararhidir. Bolgesel faktorlerde kemik iyilesme
yanitin1 etkiler. Yumusak dokular dikkatle ele almmali, sinirli bolgeye temas
edilmeli, 1s1, kimyasal travmaya dikkat edilerek kan akimimnin siirdiiriilmesi olduk¢a
onemlidir. Kirik tedavisinde kullanilan kayic1 plaklar, kirik hattina en az zarar veren
yontemlerdir. Yumusak dokunun etkilendigi agik tibia kiriklarinda nonunion riski
yiiksektir. Mekanik faktorler de kemik iyilesmesinde onemlidir. Uygun kompresif
gilicler iyilesmeye maksimum yanit verir. Mekanik dizilim kirik iyilesmesi ic¢in
osteotomi ile diizeltilmelidir. Bu miicadele hiicre i¢ine difiize olan oksijen ve diger
besinlerin (glukoz gibi) hizi ve o bodlgede bulunan diger hiicreler (metabolik
gereksinim) tarafindan tiiketilen oksijen ve diger besinlerin hiz1 arasindaki

dengesizlikden etkilenir (33).
Kirik fyilesmesini Etkileyen Faktorler
Kemik iyilesmesini gerileten bir¢ok farkli neden bulunmaktadir.

Bunlar;

1. Acik ve yiiksek enerjili kapali kiriklara bagli yumusak doku hasari
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Sistemik hastaliklar
Patolojik kiriklar
Enfeksiyon

Segmenter kiriklar

A

Kortikostoroid kullanimi

Kirik lyilesmesi ve Kok Hiicre

Kirik kaynamama problemleri gelisen cerrahi teknik ve kirik onariminda
kullanilan materyallerde gelismeler olmasma karsm, basarisizlik %10 gibi devam
etmektedir. Ileri yumusak doku hasari ve periost hasari olan kiriklarda iyilesme
gecikmesi veya kaynamama durumlar1 goriilebilmektedir. Kirik iyilesmesinin
olmadigr veya kaynama yoniinden problem olabilecek durumlarda allojenik
mezenkimal kok hiicreler kullanilabilir. Labaratuarda iiretilmesi ve ¢ogaltilabilmesi
neticesinde gliniimiizde ortopedi ile ilgili problemlerde kullanilmaya baslanmistir.
Ayrica kikirdak, tendon hasarlarinda da mezenkimal kok hiicre kullanimi basarili

sonuglar elde edilmektedir (34, 35, 36 ).

Kok Hiicre

Kok hiicreler, boliinebilme ve kendini yenileyebilme yetenegi olan,
ozellesmemis, farklilasabilen, hasarli dokuya nakledildiginde dokuyu islevsel olarak
cogaltabilen, in vivo ortamda doku hasarinin olmadig1 durumlarda bile hiicrelerin
farklilasmalarin1 saglayabilen hiicrelerdir. Farklilasmamis kok hiicrelerin, diger
hiicrelerden farkli olarak baslangigtaki hiicrenin karakteristik 6zelliklerini tagiyan en
az bir benzer hiicre olusturabilme yetenegi (self-renewal); tek bir hiicreden birden
fazla hiicre serisine farklilagabilme yetenegi (multi-lineage differentiation) ve bir
dokunun islevsel olarak yeniden yapilandirilmast 6zellikleri vardir. Kok hiicreler
farklilasma yeteneklerine gore totipotent, multipotent ve pluripotent olarak
siniflandirilirlar. Totipotent hiicrelerin, smirsiz farklilasma ve farkli dokulara
yonlenebilme ozellikleri vardir. Viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele
sahip embriyonik hiicrelerdir. Bu hiicreler, embriyonik ve embriyo dis1 yapilari
olusturabilme yetenegine sahiptirler. Totipotent hiicrelere 4 hiicreden 8 hiicreye

kadar olan tiim blastomerler 6rnek olarak verilebilir. Totipotent hiicreler gelismenin
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ileri evrelerinde pluripotent hiicrelere doniisebilirler. Pluripotent hiicreler,
embriyonun blastokist evresinde bulunan hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicrelere
kaynaklik eden i¢ hiicre kitlesinden elde edilen hiicreler ‘pluripotent kok hiicreler’
olup gerekli ortam saglandiginda yaklasik 200 hiicre tiiriine doniisebilecek
potansiyele sahiptirler. Gelisim 1ilerledik¢e hiicreler pluripotensi Ozelliklerini
kaybederek daha Ozellesmis hiicrelere doniisiirler. Bulunduklar1 dokuya o6zgii
hiicreleri olusturabilen kok hiicreler multipotent kok hiicreler diye adlandirilir. Son
donemde multipotent kok hiicrelerle yapilan c¢alismalarda, sadece bulunduklari
dokuya ait hiicreleri degil farkli dokulara ait hiicreleri de meydana getirebildikleri
gosterilmistir. Multipotent bir kan hiicresi diger 0Ozellesmis kan hiicrelerine
doniisebilme yetenegine sahiptir. Multipotent hiicreler kemik iligi stromal ve
mezenkimal kok hiicreler gibi yetiskin kok hiicrelerdir (37, 38 ).

Viicudumuzun gesitli organlarinda ve bu organlarm belirli doku bolgelerinde
lokalize olan gerektiginde kendini ¢ogaltip ve farklanabilen kok hiicreler “Yetiskin
Kok Hiicreler’ olarak tanimlanir. Doku ya da organa ait 6zel doku biitiinliiliigiiniin
devamimi saglar. Embriyonik germ hiicreleriyle karsilastirildiginda yetiskin kok
hiicreleri daha az sayida hiicre tiiriine farklanma kapasitesine sahiptirler ve prokiirsor
(Oncili veya progenitdr) hiicre olarak isimlendirilir. Yetigkin kok hiicreleri akciger,
kalp kasi, iskelet kasi, kemik iligi, retina, kan ve deri gibi doku ve organlarin

olusumuna katkida bulunur (39,40 ).

Eriskin Kok Hiicreleri

Eriskin  kok hiicreleri viicutta bircok doku ve organda bulunurlar ve
bulunduklar1 bolgedeki hiicrelerin hasar gormesi durumunda cogalarak hasarli
kismin onarilmasini saglarlar. Bir organizma olgunlasirken, kdk ve onciil hiicrelerin
sayis1 azalir. Dolayisiyla, erigkinlerdeki dokular az sayida kok ve onciil hiicre
icermektedir ve bu hiicreler farkli anatomik yerlesimlerle smirhdirlar. Olgun bir
dokudaki hiicrelerin ¢ogu, kendi bulunduklar1 c¢evreye uyum saglamis, belirli
fenotipik 6zellikleri olan farklilasmis hiicrelerdir. Dolayisiyla, bir organin yenilenme
kapasitesi, yasla birlikte ve etkin bir sekilde bdliinebilen kok ve onciil hiicrelerin
sayisiyla orantili olarak azalir. Bu smirlamalarla birlikte viicut, dokularin yerine

konulmas1 ve yenilenmesi i¢in iki biiyilik strateji gelistirmistir. Birincisi, farklilagsmis
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ve islev goren hiicrelerdeki ¢ogalma kapasitesidir. Hasar sonrasi, o bolgede hiicre
kaybmin smirli bir sekilde yerine konmasmi yonlendirmeye yetecek diizeyde
mitojenlerin salindig1 ve bdylece hiicre boliinmesinin uyarildigi karaciger, iskelet
kas1 ve damar endotel hiicreleri bu gruba girmektedir. ikincisi ise, boliinebilen kok
hiicrelerden gelen yeni nesil hiicrelerin, farklilagsmis hiicrelerin yerini almasidir. Kan
hiicreleri buna ornek olarak verilebilir. Erigkin kok hiicreleri; hematopoietik kok
hiicreler, stromal (mezenkimal) kok hiicreler, organlarda yerlesik diger eriskin kok

hiicreleri olarak guruplandirilir (37, 41).

Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler yetiskin bir kok hiicre tipidir. Bu hiicreler basta
kemik iligi olmak iizere; kikirdak, kemik ve yag dokularinda smirli sayida
iiretilebilir. Kemik dokusunun tamiri, osteoartrit ve kikirdak dokusunun tamiri gibi
alanlarda klinik kullanim potansiyeli mevcuttur. Bircok calismada, mezenkimal kok
hiicrelerin bagisiklik yanitin diizenlenmesinde rol oynadigi ve bagisiklik yaniti
baskiladig1 kanitlanmistir. Mezenkimal kok hiicreler “destek hiicresi” 6zelligi
tagtyan, stromal kokenli, erigkin kok hiicre tipidir. Bu hiicreler hematopoetik
ozellikte olmayan (non-hematopoetik) pluripotent kok hiicrelerdir ve pek cok degisik
hiicre tiliriine farklilasma yetenekleri vardir. Bircok dokudan elde edilebilirlikleri,
sayica cogalabilmeleri ve dayanikli olmalari nedeniyle tibbin bir¢ok alaninda
kullanim potansiyeline sahiptirler. Biitlin bunlarin yaninda ¢ogunlukla immiin sistem
iizerine baskilayici 6zellik tasimalari, salgiladiklar1 ¢6ziiniir faktorler, hiicreler arasi
veya hiicre dis1 matriks ile yakin iliski halinde bulunmalar1 ilgiyle karsilanmaktadir.
Mezenkimal kok hiicrelerin dezavantaji elde edildikleri dokularda az sayida
bulunmalaridir. Bu durum temel bilim arastirmalarinda ve klinik kullanim
alanlarinda mezenkimal kok hiicrelerin in vitro ¢ogaltilmalarimi gerekli kilar. Yine
karsilasilan bu durum yiiziinden hiicre kiiltiirii pasajlamalar1 ile maruz kalian bir¢ok
uyarict faktor kok  hiicrelerin  biyolojik ve immiinfenotipik 6zelliklerinde

farklilasmaya yol agabilir (39, 42).
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Mezenkimal Kok Hiicrelerin Fiziksel Ozellikleri ve In Vitro
Cogaltilmalan

Mezenkimal kok hiicreler dokularda ¢ok az sayida bulunmaktadirlar. Gerek
klinik uygulamalarda gerekse temel bilim arastirmalarinda yeterli hiicre sayilarma
ulagabilmek i¢in in vitro ortamda ¢ogalmalar1 gerekmektedir. MKH’ler faz kontrast
mikroskobu altinda, hiicre kiiltlir ortamlarinda incelendiginde, ig seklinde fibroblast
benzeri hiicreler olduklar1 gézlemlenmistir. Hiicreler diisiik konsantrasyonda koloni
olustururken, yiiksek yogunlukta hiicre bulunan ortamda yan yana dizilmis hiicre

gruplar1 halinde bulunduklar1 gézlemlenmistir (39).

Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklan

MKH’ler i¢cin ana kaynak kemik iligidir. Kemik iliginde MKH’ler disinda
mezoderm kokenli hematopoetik ve endotel kok hiicreleri bulunur. Farkli
¢alismalarda kemik iligi aspirasyonunda 1x10°® mononiikleer hiicreye kars ortalama
2 ile 100 arasinda degisen sayida MKH mevcut oldugu gosterilmistir. Kemik iligi
disinda MKH kaynaklar1 olarak; karaciger, kas dokusu, sinovial sivi, kemik, periost,
lipoaspirasyon materyalleri, gobek kordonu kani, gobek kordonu stromasi, plasenta,
amniyon sivisi, dis pulpast ve maksillofasial dokular1 siralayabiliriz. Solid
dokulardan enzimatik izolasyon yapilabilir. Izole edilen hiicreler yukarida da
belirtildigi gibi fibroblastoid morfolojide olup, kiiltiir kaplarmma yapisabilen, ¢ok
yonlii farklilasabilen ve spesifik yiizey belirleyicilerini tasiyan hiicrelerdir. Yapilan
calismalarda koken alinan doku tipine gore, bu hiicrelerin farklilagsma 6zellikleri ve
fonksiyonlar1 bakimindan farklilik gosterebilecegi belirtilmistir. Bu ylizden doku
onarimlarinda o boélgeye spesifik doku kullannminin daha avantajli olacagi

vurgulanmustir (39, 42).

Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immiinofenotipik Ozellikleri

Heterojen hiicre kiiltiirlerinde sadece mezenkimal kok hiicreleri tanimlayan
spesifik bir antijen heniiz tanimlanmadigindan mezenkimal kok hiicreleri ortamda
bulunan diger hiicre gruplarindan ayirt etmek i¢cin hematopoetik kok hiicreler veya
hiicrelerin izole edildigi dokuya 06zgii antijenlerin negatif olmasi gerekmektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerin adezyon, hiicre-hiicre, hiicre-hiicre dis1 matriks
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iligkilerinde rol oynayan stromaya 6zgii antijenleri yiiksek oranda eksprese ettikleri,
hematapoetik hiicrelere 6zgii antijenleri ise ekspre etmedikleri bilinmektedir. Kemik
iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinin immiinfenotipik 6zellikleri,
akim sitometri teknigi ile incelenmektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin stroma ile
iligkili antijenlerinden tipik kabul edilenleri SH2 (CD105 ), SH3-SH4 (CD73 ),
CD90, CD29, CD44 i¢in pozitifdir. Hematopoetik antijenlerdeki (CD45, CD34,
CD14 veya CD11b, HLA smif II, CD79 veya CD19 vb.) pozitiflik oranmin %2’yi
gecmemesi gerekmektedir (39).

Kemik Tamir ve Rejenerasyonunda Kok Hiicre

Kirik iyilesmesi hala ¢oziilememis bircok karmasik biyolojik olay sonucu
gerceklesmektedir. Bu olaylarda kemik indiiksiyonu ve kondiiksiyonu i¢in hiicre ici
ile hiicre dis1 sinyal sistemi de yer almaktadir. Kirign birinci giinii hematom olusur,
mezenkimal hiicreler bu bolgelere gd¢ eder. Kemik iligindeki mezenkimal kok
hiicrelerde osteojenik farklilagsma baslar. Preosteoblastlar ve osteoblastlarin degisim
ve baskalagim ile birlikte iigiincii giin anjiyogenez baglar. 7 ve 10. giinler arasinda
intramembrandz kemiklesmede hiicre proliferasyonu en yiiksek seviyededir.
Kikirdak olusumu ve enkondral kemiklesme baslamistir. Hiicre proliferasyonu 14.
glinde biter ancak osteoblastik aktivite devam eder. Yumusak kallusun
mineralizasyonu ile kikirdak rezorbe olur. Kemik olusumu 21. giine kadar devam
eder. Kemik remodelizasyonu 21. giinde baslar ve lameller kemik meydana gelir
(43). Mezenkimal kok hiicrenin osteosit ve kondrosite doniigsebildigini gosteren in
vitro ¢aligmalar vardir. Doku tamiri ile ilgili birgok in vivo ¢alisma yapilmaktadir.
Degisik cins bircok hayvanda farkli biiytikliikte kemik defektlerinin tamirinde
mezenkimal kok hiicre kullanilmistir (44).
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GEREC VE YONTEM

Pamukkale Univesitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulu'nca
yapilan 09.06.2011 tarih ve 5 sayili toplantilarda bu ¢alisma PAUHDEK-20011/027

protokol no ‘lu arastirma projesi olarak etik kurul onay1 almustir.

Kemik 1ligi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu Ve Kiiltiire
Edilmesi

Deneysel calisma, mezenkimal kok hiicrelerin elde edilmesi i¢in 5 adet erkek
sigan, deneysel calisma i¢in 30 adet (4-6 aylik yaklasik agirliklar1 220 g.) dis1t Wistar
Albino tipi sicanlarla yapildi. Tiim denekler i¢in 6nerilen uygun kosullar saglanarak,
12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda ad libitum su ve yem ile beslenerek

yapild1

Deneysel Uygulama

Bu arastirmada kullanilan biitiin kimyasallar Sigma Kimyasallarindan temin
edilmistir. Erkek olan 5 adet sican sakrifiye edildikten sonra siganlarin femur
medullasindan alinan trabekiiler kemik pargalar1 antibiyotik (penisilin streptomisin -
250 ul) ve 50 ml DMEM/F-12K (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, A.B.D.) igeren
santrifiij tliplerine alindu.

DMEM ile 4 kez yikama sonrasinda 50 ml DMEM/F-12K, 250 pl penisilin
streptomisin, 0.5 ml esansiyel aminoasit ve 0,045 gr kollejenaz (Worthington,
Lakewood, NJ, A.B.D.) 20 um ¢apinda fitrelerden (Falcon, Franklin NJ, A.B.D.)
gecirilerek hazirlandi. Kemik yiizeyinin, hiicresel materyallerden temizlenmesi
amaciyla, enzimatik yikim i¢in kemik parcaciklari bu soliisyon icerisnde 3-4 saat 37
derecede bekletildi.

Kemik pargalar1 % 0.9 luk sodyum kloriir ile 3 kez yikandi. Enzimatik yikimin
durdurulmast i¢in %10 fetal bovine serum (FBS) (Atlanta Biologicals, Atlanta, GA,
A.B.D.)kullanild1. 0,5 ml glutamin, 0.5 ml esansiyel aminoasit, 250 pl penisilin
streptomisin ile 45 ml DMEM/F-12K iceren tam besiyeri hazirlandi (DMEM besi

yeri).
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Kemik parcalar1 igerisinde tam besiyeri bulunan kiiltlir flasklarma ekildi.
Kiiltiir flasklarinda adherent hiicreler %80’lik bir yogunluga eristiginde (yaklasik
olarak 3-4 hafta), %0.25’lik tripsin (Type II-S, Sigma, St. Louis, MO, A.B.D.) igeren
EDTA soliisyonu kullanilarak kiiltiir plaklarm tabanina yapismis olan hiicrelerin

kalkmas1 saglandu.

KoKk hiicrelerin karakterizasyonu

Bu asamada elde edilen hiicrelerin kok hiicre karakterinde olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in elde edilen hiicrelerin ii¢ ana hiicre tipi olan adipojenik,
kondrojenik  ve osteojenik  farklilasim  gosterdiklerini  kanitlama  islemi
gerceklestirildi. Bunu gostermek i¢in asagida anlatilan uygun besi yerleri ve boyama

materyalleri kullanildi.

Osteojenik Ve Adipojenik Tek Tabaka Haline Gelen Kiiltiirlerin
Farkhlasmasi

Osteojenik ve adipojenik farklilasma i¢in 1,5 x 10° hiicre/ml yogunlukta
hiicreler her bir kuyucuk i¢in 5 x 10° hiicre/cm® olacak sekilde bazal besi yeri ve
penisilin streptomisin igeren besiyeri uygulanarak 6 ve 12 well’lik chamber plate’lere
ekildi. Tek tabaka haline getirilen kiiltiirlerde osteojenik farklilasma osteojenik
dontstiiriiciiler kullanilarak, adipojenik farklilasma adipojenik ddoniistiiriiciiler
kullanilarak aktive edildi. Kiiltlirlere ostojenik ve adipojenik doniistiiriiciiler ilave
edilmeyerek kontrol gruplar1 olusturuldu. Osteojenik aktivasyon 3 hafta, adipojenik
aktivasyon 2 hafta uygulandi. Kiiltiirler %95 hava ve 9%5’lik karbondioksit
basincinda, 37 °C de inkiibasyona birakildi. 3 giin ara ile besi yerleri degistirildi.

Oil Red O boyama soliisyonu hazirlanmasi:
0.5 gr Oil Red O boyast (Zymed) 100 ml izopropanol i¢ine eklenerek 4 saat
cam sisede karistirildi. Kurutma kagidi kullanilarak boya filtre edildi. Hazirlanan Oil

Red O g¢alisma soliisyonu 2/3 oraninda distile su ile diliie edildi.
Fiksatif Soliisyonu Hazirlama

11 ml %37’lik formaldehit, 29 ml PBS kullanilarak %10’luk fiksatif soliisyonu

hazirlandi.
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Midyumu tamamen kaldirdiktan sonra hiicreler PBS ile yikandu.

Hiicre ylizeyi kuruduktan sonra %10’luk formaldehit kullanarak hiicreler fikse
edildi. 30 dakika beklendi

Fikse edilen hiicreler 2 kez PBS ile yikandu.

Hazirlanan Oil Red O boyama soliisyonu ile hiicreler 1 saat inkiibe edildi.
Boyama soliisyonu hiicrelerin tizerinden alinip PBS ile 1-2 kez yikama yapildi
Hematoksilen eosin ile hiicreler zit boyandi ve distile su ile boyanmn yikanmasi
gerceklestirildi.

Adipojenik hiicreler mikroskop altinda goriintiilendi.

Adipojenik kiiltiir PBS i¢inde saklandi.

Osteojenik Degisimin Alizarin Red S Boyamasi ile Hiicre Analizi
Midyum platelerden kaldirildiktan sonra PBS ile 1 kez yikand:.

Hiicreler formaldehit soliisyonu ile 30 dakika fiske edildi.

2 kez distile suyla yikama yapild1

Alizarin Red S (Zymed) boyama soliisyonunda (pH 4.2) 2-3 dakika tutuldu.
Alizarin Red S boyasi 3 kez distile su ile yikandi.

Hematoksilen eozin ile zit boyama yapildi

Distile su ile boya yikand1

Osteojenik hiicreler 151k mikroskobu altinda goriintiilendi.

Osteojenik kiiltiir PBS icinde saklandi.

Membran Olusturma

Karakterizasyonu tamamlanan hiicreler 5 pasaja kadar cogaltildi. 5. pasaja

ulagildiginda kiiltiir flasklarinda adherent hiicreler %80°lik bir yogunluga eristiginde
(yaklasik olarak 3-4 hafta), 9%0.25° lik tripsin (Type II-S, Sigma) igeren EDTA

soliisyonu kullanilarak kiiltiir plaklarin tabanina yapismis olan hiicrelerin kalkmasi

saglandi. Hiicreler petri kaplarmin tabanindan kaldirildi. Mikroskop altinda

hemositometri sayimlar1 gerceklestirildi ve 2x10*h/cm’® olacak sekilde 100 mm’ lik

petrilere ekildi.
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Indiiklenmemis kok hiicre igeren grupta hiicre kiiltiirii icin DMEM besi yerinin

icine sadece 50 pug /ml olacak sekilde askorbik asit ilave edilerek besi yeri hazirland1.

Osteojenik olarak indiiklenen grupta DMEM besi yerinin i¢ine ilave olarak 50
ng/ml askorbik asit ve ikincil ilave olarak 10”7 M/ml deksametazon iigiincii ilave
Gliserophosfat Disodium Salt Hydrate 10 mM olacak sekilde besi yeri hazirlandi.
Petrilerin tabaninda olusan membranlarin mikroskopik olarak gosterilmesi ile hiicre
kaziyicilar ile (cell scraper) membrana zarar vermeden kazinarak membranlar

kaldirildi.

Olusturulan Membranlarin Osteojenik Karakterinin Gosterimesi

Bu amagla tarif edildigi gibi 3 hafta ilgili besi yerleri i¢inde muamele edilen
membranlarin 3 hafta sontrasinda % 10 luk formaldehit solusyonu icinde tespit
edildikten sonra mineralizasyonun tespiti i¢in Alizalin Red S boyasi ile 2-3 dakika

boyandi.

Histolojik Bulgularin RT- PCR ile Teyit Edilmesi
Osteojenik belirtegler olarak kollajen tip I, alkalen fosfataz, osteokalsin,

Osteopontin gibi spesifik primerler kullanilmistir.

Cerrahi Yontem

Agirliklart (ort.220 g) ve yaslar1 (3-6 ay) birbirine esit, disi 30 sigan rastgele
her grupta 10 si¢an olacak sekilde 3 gruba ayrildi.
Sicanlara intraperitoneal 10 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun® ;Bayer) ve
ketamin hidrokloriir (Ketalar®,Eczacibasi ilag Sanayi ve Ticaret A.S) ile genel
anestezi uygulandi. Traglama sonrasi sicanlarin sag uyluk laterali povidin iyot
(Betadine®) ile boyanip steril olarak cerrahiye hazirlandi
Tiim sicanlarin sag uyluk lateraline 3 cm lik cilt insizyonu uygulandi. Femur cismine
ulagmak i¢cin hamstring ve vastus lateralis adele gruplar1 arasindan girildi. Kaslar
mediale ve laterale ekarte edilerek kemik doku agiga ¢ikarildi. Sican femurlarinin
saftina kil testere kullanilarak transvers olarak kirik olusturuldu. Takiben sican

femurunun trokanter major tipinden 18 g spinal igne yardimi ile medullar kanala
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delik agilarak girildi. Ayni boyutlarda Krishner telleri (1,8 mm) kullanilarak femoral
kanal igerisinden gonderildi. Kirik hattinin fiksasyonu i¢in kirik u¢lari arasinda 1 mm
lik bosluk birakilarak kemik defekti modeli olusturulacak sekilde fiksasyon saglandi.

Uc gruba ayrilan sicanlardan osteo deney grubuna kirik fiksasyonu
intrameduller olarak saglandiktan sonra kemik defekti olusturulan alanin etrafina
defektli bolgeyi 360 derece saracak sekilde hazirlamig oldugumuz osteojenik
indiiklenmis kok hiicre membranini uyguladik.

Indiiklenmemis deney grubu siganlara indiiklenmemis kok hiicre membranmi
inrameduller kirik fiksasyonunun ardindan yine defektli bolgeyi 360 derece saracak
sekilde uygulandi.

Kontrol grubu siganlara da sadece ayni oOzellikte kirik olusturuldu ve
intrameduller K teli ile ile fiksasyon saglandi.

Trokanter tipindeki kirshner telinin kemik diginda 2 mm lik kismu cilt altinda

kalacak sekilde kesilerek cilt kapatildi.

o

?,

Resim 1: Sican femurlarina kirik olusturma ve intrameduller fiksasyon.
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Resim 2:Femurdaki kirik hattina kok hiicre membraninin sarilma asamasi
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Resim 3: Sican femurlarina mezenkimal kok hiicre membrani1 uygulanmasi

A) Sican femurlarina transvers kirik olusturularak her iki kirik hatti arasinda 1
mm bosluk birakilarak defekt olusturuldu. Trokanter major tipinden
gonderilen k teli ile intramediiller fiksasyon saglandi. B) Kirik hatt1 ¢cevresine
kok hiicre membranimmin steril kosullarda kirik hattina uygulamisi. C) Kink
hatti cevresini 360 derece saracak sekilde kok hiicre membraninin
yerlestirilmesi. D) Membran uygulama islemi sonrasi radyografik goriintii.
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Tablo 2. Cerrahiye Alinan Sicanlara Uygulanan Membran Tipi Ve Sican Sayisi

Osteojenik grup Indiiklenmemis Kontrol grubu
grup
2. Hafta 2 sican 2 sican 2 sican
4. Hafta 2 sican 2 sican 2 sican
6. Hafta 3 sican 3 sican 3 sican
8. Hafta 3 sican 3 sican 3 sican

Birinci grup sigcanlara kirikk + intrameduller fiksasyon + osteojenik
farklilagtirilmis  kok hiicre membrani (osteo grubu). Ikinci grup sicanlara
farklilagtirilmamis kok hiicrelerden olusturulmus membran (indiiklenmemis grup)
Ugiincii grup siganlara sadece kemikte defekt+fiksasyon uygulandi (kontrol grubu).
Cerrahi iglemlerin ardindan cilt alt1 absorbe olan siitiir materyali ile cilt absorbe
olmayan dikislerle kapatildi. Yara yeri povidin iyot ile temizlendi. Cerrahi islem

bitirildi.

Radyolojik Degerlendirme

Her gruptaki sicanlara ait operasyon uygulanan femurlarina 0.giin, 2. hafta, 4.
6. ve 8. haftada direk grafi cekildi. Rontgen ¢ekimleri CE marka rontgen cihazi ile
1s1n tiipii kemik 6rneklere 100 cm mesafede olacak sekilde 55 kV ve 6.25 mAS/s de
yapildi. Elde edilen dijital rontgen goriintiileri fotograflanarak bilgisayara aktarildu.
Radyolojik degerlendirmede radyolojik kaynamanin gdstergesi olan anteroposterior
ve lateral planda 3 kortekste kaynama bulgusunun olusmasi esas alindi
Anteroposterior ve lateral planda kortekslerin 3 iinde kaynama oldugu goriilenler

kaynamis kemik olarak degerlendirildi.

Sakrifikasyon Asamasi

Ikinci haftada ¢alismadaki gruplardaki siganlardan osteojenik indiiklenmis
membranli gruptaki iki sigan, indiiklenmemis gruptaki iki si¢an, kontrol grubundaki
iki sican toplam alt1 sigan ameliyattan sonraki 2. haftada yiiksek doz lokal anestezik

madde verilerek sakrifiye edildi.
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Doérdiinci haftada her gruptan 2 sican toplamda alti sigan radyolojik

goriintiileme yapildiktan sonra sakrifiye edildi.

Altinc1 haftada her gruptan 3 sican,8. haftada her gruptan 3’er sigan radyolojik
goriintiileri alindiktan sonra sakrifiye edildi. Siganlarin femurlarimi incelemek igin
kalca ve dizden dezartikulasyon yapildi. Yumusak dokusuyla birlikte 2 giin % 10’luk
formaldehit solusyonunda bekletildikten sonra kemik defektinde olusan kallus
dokusuna zarar vermemeye Ozen gosterilerek femurlarin g¢evresindeki yumusak

dokular s1yrildi ve intramediiller tespit materyalleri ¢ikarildi.

Sakrifikasyon Sonrasi Makroskobik Degerlendirme

2,4, 6 ve 8. haftalarda yapilan sakrifikasyondan sonra sican femurlarmin kirik
hatlarindaki yumusak dokular olusabilecek olan kallus dokularina zarar vermeyecek
sekilde temizlendi. Temizleme sonrasi her grup femurun kaynama dokularmin
degerlendirilmesi makroskobik olarak yapildi. Makroskobik inceleme yapilan rat
femurlarinin  6rnek teskil edecek birer tanesinin goriintiileri resim 4 ve 5 de

gosterildi.

Histolojik inceleme Asamasi

Sakrifikasyon sonrasi iizerlerindeki yumusak dokulardan armdirilmis sican
femurlar1 fiksasyon i¢cin % 10 formaldehid solusyonunda bekletildi. Ardindan
materyalleri dekalsifiye etmek i¢cin % 8 lik formik asit stok soliisyonu+% 8 lik
hidroklorik asit soliisyonu esit oranda karistirildi Kemik dokudaki kalsiyum
uzaklagana kadar soliisyonda bekletildi. Materyaller su ile yikandi. Materayallerin
kirik hatt1 ortada kalacak, kallus dokularmi igine alacak sekilde ve uzun eksene
paralel kesitler olacak sekilde makroskopik kesitler alindi. Kesitler alindiktan sonra
takip asamasina gecildi. % 70 , %80 , % 90 , %100 liik alkol serilerinde 1’ er saat
tutuldu. Ardindan 2 saat ksilen solusyonunda, 2 saat sivi parafinde bekletildi.
Bloklama isleminden sonra 5 mikron kalinliginda kesitler alindi. 1 saat etiivde, 1
saat ksilende beklettikten sonra %100, 90, %80 ,%70 lik alkol soliisyonlarmmda
toplam 15 dk bekletildi. Su ile yikandi. Hematoksilende 3 dakika bekletilme sonrasi

su ile yikand1. % 1°lik asit alkol solusyonuna batirilip ¢ikarildi. Tekrar su ile yikandi.
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Amonyaklt suya(% 1°lik ) batirilip ¢ikarildi. Tekrar su ile yikandi. Eosinde 30 sn
bekletildi. Su ile yikanma sonrasinda % 70 , %80 , % 90 , %100 lik alkol serilerinde
10-15 dakika tutulduktan sonra ksilende 10 dk bekletildi. Entellan ile kapatma islemi

yapildi. Preparatlar mikroskobik incelemeye hazir hale getirildi.
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BULGULAR

Yaptigimiz c¢alismada olusturulan her {i¢ gruptaki sigcanlarin caligmanin
baslangicinda esit agirlikta ve ortalama ayni yasta olmasina dikkat edildi. Ortalama

agirhiklar1 220 gram, ortalama 3-6 aylik sicanlar secildi.

1. Grup sicanlar osteojenik yonde farklilastirilmig kok hiicre membrani
uygulanan (osteo grubu).

2. Grup sicanlar osteojenik farklilastirmaya ugratilmamis kok hiicre
membrant uygulanan (indiiklenmemis grup).

3. Grup 1ise sadece kirik olusturulup herhangi bir kok hiicre

uygulanmamis grup olarak belirlendi (kontrol grubu).

Cerrahi islem uygulama sonrasinda ikinci haftada her gruptaki ikiser sican grafi
cekimi sonrasi sakrifiye edildi.

Dordiincii hafta sonunda her gruptan ikiser sigan sakrifiye edildi.

Altinc1 haftada her gruptan 3 er sigan, sekizinci haftada her gruptan 3 er sigan
sakrifiye edildi.

Sakrifikasyon Oncesi her sicanin opere edilen ekstremitelerine grafi ¢ekildi.Bu
grafilerden bir tanesi baslangic grafisi olarak resim 3 te gosterildi. Sakrifikasyon
sonrast sigan femurlar1 proksimalde kalca ekleminden distalde diz ekleminden
dezartikiile edilerek femurlar1 ¢ikarildi. Cikarillan femurlar yumusak dokularinin
fiksasyonu i¢in 1 giin %10 luk formaldehit soliisyonunda bekletildi. Ardindan

makroskobik incelemeye tabi tutuldu.

Makroskobik Bulgular

ikinci hafta:

Sakrifiye edilen sigan femurlariin makroskobik incelenmesi sonunda;

Osteojenik indiiklenmis kok hiicre membrani uygulanmis olan gruptaki (osteo
grubu) sicanlarm kirik hattinda membranin konuldugu seviyelerden itibaren genis bir

kallus dokusunun gelismis oldugu goriildii. Tespit materyalinin ¢ikarimimin ardindan
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yapilan degerlendirmede kirik hattinda anteroposterior ve lateral planda minimal
hareket oldugu gozlendi.(Resim 4 C)

Osteojenik  farklilastirilmamis kok hiicre membrani uygulanan grup
(indiiklenmemis grup) femurlarda ¢evre yumusak dokulardan armdirma sonrasinda
defektli alanda kaynama bulgularinin olmadigi kallus dokusunun makroskobik olarak
gelismedigi goriildi. Kirik hatlarmin  birbirine  hi¢ tutunmadigr  gozlendi.
Intrameduller tespit materyalinin ¢ikarilmasinin ardindan kirik hattt tamamen
birbirinden ayrildi (Resim 4 B).

Kontrol grubunun yumusak dokular1 temizlendikten sonra kirik hattinda yine
kaynama bulgularinin hi¢ olmadigi goriildii. Ve intrameduller tespit materyali
cikarildiktan sonra kirik hattinin tamamen birbirinden ayrildig: goriildii (Resim 4 A)

Sonu¢ olarak 2. haftada osteojenik indiiklenen grupta yumusak kallus
dokusunun diger gruplardan farkli olarak erken dénemde olustugu goriildi. Tiim bu
islemler sonrasinda sican femurlar1 % 10 luk formaldehit solusyonuna konuldu.

Histolojik inceleme i¢in bekletildi.

Dordiincii hafta: Her grup sicandan 2’ ser tane sican olacak sekilde
sakrifikasyon islemi tekrarlandi. Sakrifiye edilen femurlar ¢evrelerindeki yumusak
dokulardan arindirildiktan sonra her gruba 6rnek teskil edecek olan birer tanesinden
fotograf ¢ekilerek orneklendi.(Resim 4 E,F,G)

Osteojenik kok hiicre membrant uygulanmis gruptaki sican femurlarmimn 4.
haftada yumusak dokudan ayristirma sonrasindaki degerlendirmelerinde; kirik
cevresindeki kallus dokusunun kemik dokuya benzer sekilde sertlestigi goriildii.
Kirik hattinda intrameduller tespit materyalinin ¢ikarilmasmin ardindan patolojik
hareket saptanmadi. Kemik biitiinliigii tama yakin yeniden saglanmis ¢evre kallus
dokularmin kemik yapisinda ve sertlesmis oldugu goriildii (Resim 4 F).

Osteojenik farklilastirilmamis (indiiklenmeyen grup) kok hiicre membrani
uygulanan grup sican femurlar1 4. haftada yumusak dokularindan arindirildi. Kirik
hatlar1 agildiginda yumusak kallus dokusunun olustugu fakat kaynamaya yeterli
olmadig1 goriildii. 4. hafta indiiklenmemis kok hiicre membran1 uygulanan grup 2.
hafta osteojenik gruplarla karsilastirildiginda kallus dokusunun biiyiikligi de

osteojenik gruba gore cok az ve sadece kirik olan bolgeye lokalize oldugu gorildi.
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Kirik icin  uygulanmigs intrameduller fiksasyon materyali ¢ikarildiginda
indiiklenmemis tiim sican femurlarinda kirik hattinda hem anteroposterior hem
lateral planda hareketin oldugu gorildii. Bu femurlarin bir tanesi 6rnek olmasi
acisindan resimlenerek gosterildi (Resim 4 E).

Kontrol grubu sicanlarda 4. hafta yumusak dokular1 temizleme isleminden
sonra sican femurlarinda makroskobik degerlendirmelerinde kirik hattinda yine
kallus dokusunun olustugu goriildii. Ancak yine olusan bu kallus dokusu sadece kirik
hattina lokalize osteojenik grupta 2. haftada elde edilen kallus dokusu gibi genis bir
alanda olmadig1 goriildii. Olusan kallus dokusu yumusak kivamda olup, kirik
hattinda patolojik hareket oldugu, kaynama bulgularmin gelismedigi goriildii (Resim
4 D).

KONTROL INDUKLENMEMIS OSTEO

Resim 4: Sakrifikasyon ve Yumusak Dokulardan Arindirma Sonrasi Sican
Femurlarinin 2. ve 4 haftadaki Makroskobik Goriintiileri.

A) Kontrol grubu 2. hafta goriintiisii: kirikk hattinda kallus dokusunun
olusmadigi kaynama dokularimin olusmadigi goriilmekte B) indiiklenmemis
grup: kirik hattinda kallus dokusunun ve kaynama bulgularinin olmamasi
dikkat cekici C) Osteo grubu: 2. haftada diger gruplardan farkh olarak kirik
bolgedeki kallus dokusunun belirginligi dikkat cekici D) 4. hafta kontrol
grubun: Kkallus dokusu olusmus fakat sadece kirik hattinda simirh E)
indiiklenmemis grup: 4. hafta goriintiisii kallus dokusu var fakat sadece kirik
hattina lokalize ve kiiciik F) 4. hafta osteo grubu: makroskobik olarak kirik
bolgenin tamamen onarnldig1 goriilmekte.
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Alt1 ve sekizinci hafta:

Alt1 ve 8. haftalardaki makroskopik bulgularimizda hem kontrol grubunda
hem de indiikklenmemis membran kullanilan gruptaki sigan femurlarinda olusan
kaynama dokularinin 4. Haftadaki osteojenik grupta elde edilen kaynama bulgularina
erismedigi goriildii. Makroskobik incelemede sican femurlarinin intramediiller tespit
materyalleri ¢ikarildiginda hem anteroposterior hem de lateral planda kirik hatlarinda
hareket oldugu gorildi. Olusan kallus dokular1 yine osteojenik indiiklenmis
membran kullanilan sigan femurlarmin kallus dokusu kadar genis bir alanda olmadig1
kallus dokularinin sadece kirik hatti ¢evresine sinirli ve kirik uglarmin birbirine
tutunmasina yeterli olmayacak diizeyde olduklar1 goriildii (Resim 5). Tiim sican
femurlar1 makroskobik incelemenin ardindan fiksasyon i¢in % 10 luk formaldehid

solusyonuna almarak histolojik inceleme yapilmak {izere saklandu.

KONTROL INDUKLENMEMIS OSTEO
H

8.hf

Resim 5: Altinci ve 8. hafta sican femurlarinin makroskobik goriintiisii
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Radyolojik Bulgular

Calismamizda tiim siganlarm 0. giin, 2 haftalik, 4. haftalik, 6. haftalik ve 8
haftalik grafileri ¢ekildi. 0. Giin grafileri ile siganlarin kirik femurlarma uygulanan
cerrahi ve fiksasyonlar degerlendirildi. Cekilen grafiler sonrasi tespitlerin yeterliligi
goriildii ve daha sonraki grafiler i¢in baslangi¢ noktasi olarak degerlendirildi.
Sicanlara 2. haftada direk grafi ¢ekildi. Cekilen grafilerde indiiklenmemis grupta
osteojenik grupta ve kontrol grubunda kirik hattinda kaynama bulgularmin
olusmadigr gorildi. Tim grafilerde kirik hatlarinin ayrik oldugu ve kallus

dokusunun heniiz olusmadig1 saptandi.

Doérdiincti  hafta grafileri degerlendirildiginde ise hem kontrol hem de
indiiklenmemis grup sican femur kiriklarinda kirik hattinda kaynama yani kallus
dokusu formasyonunun olugsmadig1 gézlendi. Osteo grubunda ise 4. haftada kallus
dokusunun olustugu hatta kirik hattmin kaybolmaya basladigi yani remodeling
evresinde olabilecegini diisiindiiren bulgulara rastlandi. Osteojenik indiiksiyon
uygulanan grupta diger gruplardan farkli olarak kirik iyilesme evrelerinin hizl
ilerledigi ¢ekilen grafilerde saptandi. Bulgular1 desteklemek i¢in kontrol ve
indiiklenmemis grup sican femurlarmin 6. ve 8. hafta goriintiileri de c¢aligmaya
eklendi. 8. haftanin sonunda her iki indiikklenmemis grup ve kontrol grubu sigan
femurlarinda radyolojik kaynama bulgularmin olugsmadigi gézlemlendi. Bu bulgular
1s1¢inda hem makroskobik hem de radyolojik bulgulara dayanarak osteojenik
indiiksiyon uygulanan membranlarm kirik kaynamasmi olumlu ydnde etkiledigi
hipotezi desteklenmis oldu.

Osteojenik grupta 4. haftada tam kaynama elde edildigi i¢in ve bu gruba ait
dokularin radyolojik, makroskobik ve histolojik incelemelerinde kaynamanin
gosterilmesi dolayisiyla osteojenik gruba ait 6. ve 8. hafta dokularina ayrica
histolojik doku takibi gergeklestirilmemistir. 6. ve 8. haftaya ait toplam 6 siganin

makroskobik incelemelerinde kirik iyilesmesi gdzlemlenmistir.
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OSTEOJENIK GRUP iINDUKLENMEMI$ GRUP KONTROL GRUBU

4.hafta

8.hafta

Resim 6: Sican femurlarinin 0-2-4-6-8 hafta radyolojik goriintiileri

Sican femurlarimin aralhikh radyolojik goriintiileri osteojenik indiiksiyon
uygulanan grup sican femurlarinda 4. Haftada tam kaynama gozlenirken
kontrol ve indiiklenmemis membran uygulanan gruplarda 8. Haftanin sonunda
halen kaynama bulgularinin olusmadig: goriilmekte
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HiSTOLOJIiK BULGULAR

Sican Mezenkimal Kok Hiicrelerin Trabekiiler Kemikten izolasyonunda
Elde Edilen Bulgular

5 adet sican femurundan alinan trabekiiler kemik pargalar1 enzimatik yikimdan
sonra 100 mm lik petri plaklarma ekildi. Uzerine besi yeri ilave edildi. Besi yeri 3
giinde bir degistirilerek mezenkimal kok hiicreleri ¢ogaltildi. (Resim 7) 7. Giinde
mezenkimal kok hiicreleri migrasyonla petri kabinda mikroskobik olarak goriilmeye
baslandi. 10 giinde migrasyon ve proliferasyon ile petri kabinda sayica ¢ogaldiklar1
gortildi. 2. haftada sayilarinin arttigi ve 3. hafta sonunda da petri babinin tamamen

kok hiicrelerle doldugu goriildii.

Resim 7: Kok hiicrelerin izolasyonu ve ¢ogaltilmasi

A) 7. giin trabekiiler kemikten migrasyonla ayrilan mezenkimal kok hiicre B)
10. giin migrasyon ve proliferasyonla sayica artan mezenkimal kok hiicreler C)
2. hafta sonunda mezenkimal kok hiicrelerin goriintiisii D) 3. hafta mezenkimal
kok hiicrelerin petri kabinin tamamini kaplamis hali. Bar = 100 pm.
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Mezenkimal Kok Hiicrelerin Degisim Potansiyellerinin Gosterilmesinde
Elde Edilen Bulgular

Bu hiicrelerin mezenkimal kok hiicreleri oldugunu kanitlamak i¢in hiicrelerin
degisim potansiyelleri gosterildi. Mezenkimal kok hiicrelerin 3 ana 6zelligi;
Yag dokuya doniisebilmeleri, kemik dokuya doniisebilmeleri ve kikirdak dokuya

doniisebilmeleri gosterildi.

Yag hiicrelerine doniisiimiin gosterilmesi i¢in 2-3 haftalik inkiibasyon sonrasi
Oil Red O boyasi ile kirmizi renge boyanan hiicreler yag hiicrelerine doniistimiin

gerceklestigini gosterdi.

Kemik dokuya doniisiim i¢in 3 haftalik inkiibasyon ile Alizalin Red S boyasi
ile kalsifikasyon odaklarinin goriilmesi kemik dokuya doniistimii gosterdi
Kikirdak dokuya doniisiim ise 3. hafta sonunda santrifiij sonrasi besi yerine
kondrojenik indiikleyici olan TGF-beta verilmesi ile kikirdak matriksindeki

glikozaminoglikan sentezi gosterildi.
Elimizdeki hiicrelerin mezenkimal kok hiicrelerin karakteristik 6zelligi olan her

ii¢ ana hiicre tipine doniisebildiginin gosterilmesi iiretilen hiicrelerin mezenkimal kok

hiicre oldugunu gostermistir (Resim 8).
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Resim 8: Kok Hiicrelerin Karakteristik Ozelliklerinin Gosterilmesi

A) Oil Red O boyasi ile yag hiicrelerinin boyanmasi B) Alizalin Red S boyasi ile
kemik dokudaki kalsifikasyon odaklarinin goriintiilenmesi C) Alcian Mavisi ile
kikirdak matriksindeki glikozaminoglikanlarin gosterilmesi. Bar = 20 um.

3 hafta indiiklenen ve 3 giinde bir besi yeri degistirilerek hiicreler idame edildi.
3. haftanin sonunda petrilerin tabaninda olusan mebranlar mikroskobik olarak
gozlendi. Hiicre kaziyicilar ile membranlara zarar vermeden mikroskop altinda
kazmarak kaldirildi (Resim 9). Membranlar kaldirildiktan sonra mikroskop altinda
incelendi. Indiiklenmemis grup membranlarin daha kalin ve manuple edilebilir
oldugu goriildii. Indiiklenen grup membranlarin ise daha ince ve kolay yirtilabilir
oldugu tespit edildi (Resim 9 C ve D). Bu membranlar kisa bir siire bekletildiginde

icerdikleri kollajenle orantili olarak biiziigtiikleri goriildii. Membranlar cerrahi

37



uygulama yapilana kadar ayr1 besiyerleri iginde saklanarak 37 derecede operasyon

odasina steril olarak nakledildi.

Resim 9: Kok hiicre membranlarinin goriintiisii

A) Osteojenik indiiksiyon uygulanan membranin goriintiisii B) Osteojenik
indiiksiyon uygulanmamis kék hiicre membramnin goriintiisii C) Osteojenik
indiiksiyon uygulanmamis kok hiicre membraninin hiicre kaziyicilar ile
kaldirllmis hali D) Osteojenik indiiksiyon uygulanmis olan kok hiicre

membraninin hiicre kaziyicilar ile kaldirilms hali. Bar:2mm

Ayni membranlardan alman oOrneklerde gergeklestirilen histopatolojik

analizlerden yukarida tarif edildigi gibi indiiklenmemis grubun histoloji
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goriintiisiinde 3 veya 4 hiicre kalinliginda biitiinliigli daha kolay korunan membranlar

elde edildigi gozlendi.

Osteojenik indiiksiyon uygulanan grupta ise makroskopide tespit edilen daha

ince ve gozenekli yap1 mikroskopik olarak da gozlemlenmistir (Resim 10 E ve F).

’ \
—

Resim 10: Kok hiicre membranlarinin mikroskobik goriintiisii

E) Osteojenik indiiklenmis mebranin mikroskobik goriintiisii F) Osteojenik
indiiklenmis kok hiicre membraninin mikroskop altinda goriintiisii ok ile
isaretlenmis alanlar: Osteojenik indiiklenmis kok hiicre membranlarinin hiicre
yogunlugunurn az oldugu alanlardir. Bar:200 mikron G) Osteojenik olarak
indiiklenmemis membranin mikroskobik goriintiisii H) Osteojenik olarak
indiiklenmis membranmin mikroskobik goriintiisii Bar:100 pm

Olusturulan Membranlarin Osteojenik Karakterinin Gosterilmesi

Bu amagla tarif edildigi gibi 3 hafta ilgili besi yerleri i¢inde muamele edilen
membranlarm 3 hafta sontrasinda % 10 luk formaldehit solusyonu i¢inde tespit
edildikten sonra mineralizasyonun tespiti i¢in Alizalin Red S boyasi ile 2-3 dakika
boyandi. Indiiklenen grup ile indiiklenmeyen grup alizalin red boyasi ile

karsilastirildiginda osteojenik indiiksiyon uygulanan kok hiicre membrani grubunda
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boyanmanin indiiksiyon uygulanmayan gruba oranla belirgin sekilde fazla oldugu

gosterilmistir.

Resim 11: Membranlarin Alizalin Red S boyasi ile boyanmasi

A) Osteojenik indiiksiyon yapilmamis grup B) Osteojenik indiiksiyon yapilmis
grup. Indiiksiyon yapilmayan gruba gore mineralizasyonu gosteren kirmizi
boyah alanlar dikkati cekmekte Bar:200 pm
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RT-PCR Yéntemi ile Histolojik Bulgularin Teyit Edilmesi

Osteojenik belirtecler olarak tip 1 kollajen osteokalsin, osteopontin gibi spesifik
primerler kullanilmistir. Gergeklestirilen analiz sonucunda osteojenik indiiksiyon
yapilan grup membranlarda, Indiiksiyon yapilmayan gruba oranla ifadelerinde
belirgin artis oldugu gosterilmistir.

Sonu¢ olarak elde edilen bulgular olusturulan membranlarm (osteojenik
indiiklenmis ve osteojenik indiiklenmemis) amaca yonelik hedeflenen membranlar

olarak olustugu gosterilmistir.

Col1a2 I
ALP ™

OC IEn
OP =

Resim 12: Osteojenik indiiklenmis kok hiicre membranlarinin histolojik

bulgularinin RT- PCR ile teyit edilmesi.
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Tablo-: RT-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primer dizinleri.

GEN R/F PRIMER DIZIN NCBI GEN
BANKASI NO.
GAPDH F GGGCTCTCTGCTCCTCCCTGT NMO017008.3
R CATGGGGGCATCAGCGGAAGG
Kollajen tip F AGCAGGTCCCCGAGGCAGAG NMO053356.1
lal
R GCAGGACCCGTTTGTCCGGG
Osteopontin | F TTGCCTGTTCGGCCTTGCC AB001382.1
R ACGCTGGGCAACTGGGATGA
Alkalen F CGGGTGAACCACGCCACTCC NMO013059.1
Fosfataz
R GGCCAGCAGTTCAGTGCGGT
Osteokalsin F TCCGGGGTTTGGCTCCTGCT M25490.1
R GGCGAAGGCCTGGAAGGGGA

R: Reverse primer F: Forward primer

Histolojik inceleme Bulgular

Ikinci haftada makroskopik olarak kirikta kaynama olmadigi tespit edilen
kontrol grubu ve indiikklenmemis grup sicanlardaki tespit materyali kirik hattindan
cikarildiginda kemiklerin  kirik  hattindan ayrilmig ve tutunma olmamis
oldugunungoriilmesi dolayisiyla histopatolojik incelemeye gerek gorilmemistir.
Yogun kallus dokusu saptanan 2. hafta osteojenik gruptaki iki sican femurundan biri
histolojik incelemeye alinarak osteojenik gruptaki kaynama bulgular1 histolojik
olarak gosterildi. Sitolojik takip ve dekalsifikasyon sonrasinda alinan kesitlerin
Hemotoksilen Eozin boyamalarinda kirik hattini i¢ine alacak sekilde epifize kadar
uzanan genis bir kallus dokusunun olustugu goriildii. (Resim 13 A) Bu kallus
dokusunun epifize yakin kisimlarinda kondrojenik ve osteojenik degisimin

goriildiigi alanlar yani kondroosteojenik kallus dokusunun gelistigi alanlar tespit
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edilmistir (Resim13). Kirik hattinda tam birlesme goriilmemekle birlikte iki kirik

hattinin birbirine yaki konumlandig1 gézlemlenmistir.

Sonug olarak 2. haftada ostejenik indiiklenmis grupta kemik kallus olusumunun

gergeklestigi diger gruplarda ise bu asamalarin gergeklesmedigi goriilmektedir

Resim 13: Ikinci hafta osteojenik kok hiicre membram kullamlan kirik hattinin
goriintiisiiA) = isareti ile gosterilen alanlar kondrojenik kallus alanlary, » ile

gosterilen alanlar kirik hattini isaret etmekte B) ==>isareti ile gosterilen alanlar
kondrojenik kallus alanlarimm » isareti ile gosterilen alanlar kallus icinde

kemiklesen alanlarn gostermekte Bar:1 mm
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Sonug olarak ikinci haftada kirik iyilesme sathalarindan kemiksi kallus olusumunun
osteojenik grupta gergeklestigi diger gruplarda ise bu asamaya 2. haftada

ulagilmadig1 gézlemlenmistir.

Ikinci haftada indiiklenmemis grupta kirik hattina sarilan kok hiicre
membraninin kemige entegre olmayacak sekilde kas dokusu ve kirik etrafinda yer
aldigt ve fibroz bag dokusu seklinde kaldigi gozlenmistir. Bu bulgular
gergeklestirilen histolojik takip ve mikroskopik analizle gosterilmistir.(Resim 14)
Histolojik inceklemede dokunun fibréz doku oldugu goriildii. Konulan membranin
kemik yoniinde farklilasmayip ¢evre dokunun 6zelliklerini kazanarak fibroz doku

karakterine farklilastigini saptadik.

Resim 14: Ikinci hafta kontrol grubu kirik hatt1 ve cevresinde goriilen fibrotik

dokunun histolojik goriintiisii bar:100 pm

Doérdiincii Hafta histolojik bulgular

Makroskopik goriintiilerde tespit edilmis olan kontrol ve indiiklenmemis grup
siganlarin kirik hatlarinda 2. hafta osteojenik grupta gozlenen kallus dokusuna oranla
daha kii¢iik olmakla birlikte kallus dokusu gelistigi goriilmiigtiir. Ayn1 kemiklerin

histolojik kesitlerinde de makroskopi ile uyumlu olarak kallus dokusunun varligi ve
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kallus dokusu igerisinde osteojenik degisimin oldugu goriildii. Ancak hem kontrol
hem indiiklenmemis gruplarda kirik hattinda bir birlesme goézlenmemistir.
Radyolojik bulgular (Resim 6) da histolojik ve mikroskobik (Resim 15) bulgular1
desteklemektedir.

Resim 15: Her ii¢ grup kirik hattinin 4. hafta Histolojik Goriintiileri

A) Kontrol grubu: Kok hiicre uygulanmayan grup B) indiiklenmemis grup:
Osteoindiiksiyon uygulanmamis kok hiicre membrani uygulanan grup C) Osteo
grubu: Osteojenik indiiksiyon uygulanmis kok hiicre membrani uygulanan
grup, kirik hattinin birlestigi ve kemik iliginin yeniden olustugu goriilmekte

Bar:1 mm
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Diger taraftan 4. hafta osteojenik grubun histolojik bulgularinda ise kirik hattinda
belirgin kemiklesme ve remodeling gergeklestigi kallus dokusunun tamama
yakininin ortadan kalktig1 goriilmiistiir. Kemik medullasi igersinde yaygin kemik

iliginin bulundugu gosterilmistir.

Caligmanin 6. ve 8. hafta bulgularinda kirik hatlarinin radyolojik ve makroskobik
incelemelerinde kontrol ve indiikklenmemis kirik hatlarindaki defektin hala
kaynamamis olmas1 ve radyolojik goriintiilerde kallus dokusunun 8. haftada halen
olusmamis olmast makroskopik incelemede ise kirik hatlarinda patolojik hareketin
varlig1 dikkat ¢ekiciydi. 2. ve 4. Haftadaki osteojenik indiiklenmis membran
uygulanan grup sican femurlarinda 2. Haftada yumusak kallus dokusunun olusmus
olmas1 4. Haftada ise kemigin makroskopik olarak kaynama bulgular1 gostermesi ve
remodele olmaya baslamis olmasit osteojenik indiikklenmis membranin kirik
kaynamasini artirdigini bize agik¢a gosterdi. Bu nedenle 6. ve 8. haftadaki histolojik
inceleme bulgularina gerek duyulmadi. 6. ve 8. haftadaki kirik dokular1 makroskobik

degerlendirmeye tabi tutuldu.
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TARTISMA

Gilinlimiizde trafik ve i§ kazalar1 nedeniyle kirik 1yilesmesi toplumun 6nemli bir
saglik problemi haline gelmistir. Arastirmacilar kirik iyilesmesini gelistirmek ve
siireci hizlandirmak igin ¢esitli yontemler gelistirmektedirler. Kirik iyilesmesi
iizerine yapilan arastrmalarmn sayist her giin artmasina ragmen, tam anlamiyla
anlagilamamistir. Kirik 1yilesmesi mekanizmasi1 arastirmacilarin  hala ilgisini

¢cekmektedir.

Kirik 1iyilesmesi, temelde bir bag dokusu iyilesmesidir. Fakat yumusak
dokudan farkliligi, osteoblast ve osteoklastlarin aktiviteleri ile 6zellesmis kalsifiye

kemik dokusu meydana gelmesidir (45).

Kirik olusumunu takiben kemik biitlinliigiiniin yeniden saglanabilmesi
amaciyla organizmada bir¢ok degisiklikler meydana gelir. Kirik iyilesmesi karmagik
bir olaydir. Iyilesme 3 evreye ayrilir: 1) Yangy, 2) Yenilenme, 3) Yeniden sekillenme

(Remodeling). Evreler birbiri ile iligkilidir (46).

Kirik iyilesmesinde hiicreler arasi fiziksel ve biyokimyasal etkilesimler ortaya
cikmaktadir ve iyilesmeye etki edecek faktorler arastirilmaktadir (47). Giliniimiize
kadar kirik 1iyilesmesini hizlandirmaya yonelik cesitli ¢aligmalar yapilmistir.
Kaynamayr olumlu yonde etkileyen caligmalardan rutinde kullanilanlar elektrik
stimulasyonu, mekanik stimulasyon ve ultrasondur (48). Kemik kaynamasini
biyolojik olarak hizlandirabilecek ¢alismalarda otojen ve allojen kemik greftleri,
sentetik greftler, otojen kemik iligi ve bliytime faktorleri (49, 50, 51), BMP (52, 53),
Transforming Growht Faktor— (54, 55), fibroblast biiylime faktorii (56), insiilin
benzeri biiyiime faktori, bliylime hormonu (57), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

(58) ve NGF (59) dir.
Gelistirilen tekniklerden otolog kemik greftleri kaynamama, artrodez, spinal

flizyon, diizeltici osteotomiler, kemik defekti iceren kiriklarin tedavileri igin

kullanilabilmektedir. Greftler kemik yapimimi saglayan hiicreler icerir. Avantaji
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kemik yapimini uyaracak matriks yapist ve igerdigi kemik yapimini uyarici protein
ve sitokinler yardimiyla osteoindiiktif olmasi nedeni ile diger kemik grefti benzeri
maddelerden daha cok 6zelliklidir. Fakat hastadan temin edilecek kemik greft miktar1
sinirhidir. Greft alinan bolgeye ek cerrahi islem yapilmasi gereklidir. Greft alinan
bolgede hasara yol agmasi gibi dezavantajlar1 da vardir. Taze donmus tiirdes kemik
greftleri de kullanilabilmektedir. Fakat taze donmus tiirdes kemik greftlerinden viriis
kaynakli hastalik gegme riski ve kemigin yapisindaki antijenik uyaranlarm fazla
olmasit nedeni ile alicida immiinolojik reaksiyonlara sebep olabilmektedir. Bu
nedenle mezenkimal kok hiicrelerin, viicudun kapasitesini asacak derecede kemik
defektlerinin tedavisinde kullanilabilmesine yonelik ¢alismalar 6nem kazanmistir ve
calismalar devam etmektedir (60, 61, 62, 63, 64). Bu calismanin ortaya ¢ikmasindaki
en Onemli etkenlerden bir tanesi budur. Calismada sican femurlarina kirik modeli
olusturuldu. Olusturulan kemik defekti intrameduller ¢ivileri taklit eden kirschner
telleri ile fikse edildi. Fiksasyon sonrasi elde edilen kok hiicre membranlar1 kirik
bolgelere uygulandi. Kirik hattim1 tam c¢evrelemesine dikkat ederek ve araya
kaynamay1 etkileyebilecek baska bir dokunun girmesine engel olacak sekilde kok

hiicre membran kirik hattma uygulandu.

Kemik 1iyilesmesi ¢alismalarinda klinik basarisizliklar1  6nlemek i¢in
yonlendirilmis doku rejenerasyonu yontemi de gelistirilmistir (65, 66, 67).
Yonlendirilmis doku rejenerasyonu kemik defekti ile ¢evresindeki yumusak dokular
arasma bir membran bariyer yerlestirilerek defekti ¢cevreleyen kemikten derive olan
hiicreler disindaki hiicrelerin defekte girisleri dnlenmekte ve elde edilen bos alanda

osteogenezisin engellenmeksizin gelisebilmesi saglanmaktadir (68, 69).

Kirik kemigin iyilesmesindeki en onemli faktor puluripotent etkiye sahip
mezenkimal kok hiicrelerdir. Kemik uglarmin temas ettigi, kirik bdlgesinin
kanlanmasinin bozulmadig1 kosullarda kirik olusmasindan itibaren gelisen hematom
ve yangisal cevap olusur. Mezenkimal hiicrelerin bolgeye go¢ etmesini, ¢ogalmasini,
farklilasarak osteoblastlara donlismesi saglanir (70, 71, 72). Kemik iligi mezenkimal
kok hiicre yoniinden yogun bir icerige sahiptir ve elde edilmesi kolaydir. Yapilan

baz1 ¢aligmalarda kemik iligi hiicrelerinin herhangi bir farklilastirma islemine tabi
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tutulmadan ve osteokondiiktif destek yap1 kullanilmadan uygulanmasi sonucu
basarili sonuglar elde edildigi bildirilmistir (73, 74). Bizim ¢aligmamizda da kok
hiicre membranlar1 yap1 iskeleti kullanilmadan membran haline getirildi. Bir grup
siganlara da indiikklenmemis yani osteojenik yonde farklilagtirilmamis kok hiicre
membran1 uygulandi. Indiiklenmemis kok hiicre membrani uygulanan sigan
femurlarinda kirik hattina membran uygulanan bolgede kas dokuya da karismis
sekilde, makroskopik olarak sekestr dokusunu andiran yapiyla karsilasildi. Histolojik
incelemeye tabi tutuldugunda ise dokunun fibrotik oldugu goriildii. Buradan yola
cikarak uygulanacak olan kok hiicre membraninin mutlak suretle osteojenik
farklilagtirilarak veya baska dokularda kullanilacaksa benzer dokuya farklilastirilmak

suretiyle tatbik edilmesi gerekliligi kanisina varilmistir.

Kok hiicreler embriyodan, fetustan, gobek kordonundan ve yetiskinlerden elde
edilebilmektedir (75). Kok hiicre tanimin1 olusturan temel 6zellikler; kendi kendini
yenileyebilme yetenegi veya baslangictaki hiicrenin 6zelliklerini tagiyan en az bir
benzer hiicre olusturabilme yetenegine sahip olmasi (self-renewal), tek bir hiicreden
birden fazla seri hiicresine farklilagabilmesi (multi-lineage differentiation), belli bir

dokunun in-vivo fonksiyonel 6zelliklerini gostermesidir (76).

Kemik 1iligi stroma hiicreleri; osteoblast, kondrosit, adipozit, myoblast,
hepatosit, kardiyomyozit ve noral hiicrelere doniisebilme ozelligi gostermektedir
(77). Kemik iligi stromasinda bulunan mezenkimal kok hiicreler kemik iligi, periost,
trabekiiler kemik, adipoz doku, sinovyum, iskelet kaslari, dis pulpast ve
periodonsiyumdan izole edilmistir (78). Kok hiicrelerin temel fonksiyonu
yerlestikleri dokunun onarim ve rejenerasyonunu saglamasidir. Yetiskin kok hiicreler
en ¢cok kemik iliginde bulunmaktadir. Kemik iligi hematopoetik ve mezenkimal

orijinli kok hiicreleri igermektedir (79).

Mezenkimal kok hiicrelerin immiinsiipresif 6zellikleri de vardir. Dolayisiyla
mezenkimal kok hiicreler hastalikli organ veya dokunun rejenerasyonu icin
kullanimda ideal transfer materyalleri olarak diistiniilmiistiir. Ancak mezenkimal kok

hiicrelerin transfer sonrasi transfer edildikleri lokal dokuya farklilastiklarinda bu
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immiinolojik 6zelliklerini kazanip kazanmadiklar1 bilinmemekteydi. Hua Liu
tarafindan yapilan calismada bu sorunun cevabi Yeni Zelanda tavsanlarindaki
osteogenesis ile aranmistir. Calismada osteojenik yonde farklilastirilmis mezenkimal
kok hiicrelerin in vitro olarak MHC 2 ekspresyonu yapmadiklar1 goriilmiis. Allojenik
lenfosit proliferasyon yetenekleri olmamasinin yaninda antiinflamatuar sitokinlerden
IL 10 ve TGF salgilanmasin1 da arttirdiklar1 gérilmistiir. Calismada osteojenik
indiiksiyon yapilmis olan kok hiicrelerin indiiksiyon yapilmamis gruba gore daha
fazla antiinflamatuar sitokin olan interlokin 10 salgiladiklar1 bulunmus.
Transplantasyondan sonra mezenkimal kok hiicrelerin in vivo farklilagtirilmaya
ugratildiklarinda 4 hafta sonra yapilan in vivo degerlendirmede osteojenik aktiflenen
kok hiicrelerin de MHC class 2 ekspresyonu yapmaya basladiklar1 gosterilmistir.
Osteojenik grubun immiinolojik Ozelliklerini tekrar kazandigi goriilmiis. Buradan
yola ¢ikildiginda bu ¢aligmada osteojenik aktiflenen kok hiicrelerin kemik yapimini
artirmasi, indiiklenmeyen grupta ise kemik doku yerine fibrotik doku artiklarina
rastlanmasinin sebebi kismen aciklanmis olmakta ama daha ¢ok bu fibrotik dokunun

cevre bag doku karakterine uymak suretiyle olustugu kanaatine varimistir(112).

Goujon tarafindan 1869 yilinda kemik iliginin osteojenik potansiyeli ile 1ilgili
ilk bilgiler yaymlanmistir (80). Ilk defa kemik olusturmak i¢in otolog kemik iligi
kullanilabilirligi bildirilmis. Chutro (81) kemik iligi igeren kemik greftinin uzun
kemik kiriginda kullanilabilecegini gdstermistir. Daha sonra Mc Gaw ve Harbin (82)
osteojenik rejenerasyonda kemik iliginin roliinii tespit etmistir (83). Ilk olarak
1976°da Friedenstein yetiskin kemik iliginde gii¢lii osteojenik potansiyeli olan hiicre

popiilasyonunu (84, 85) tanimlamistir.

In vitro ve in vivo diferansiasyon 6zellikleri olan hiicreler klinik igin tedavi
edici bir bakis olusturmaktadir. Tedavisinde gii¢liik ¢ekilen konular, dejeneratif ve
progresif hastaliklar, kaynamamis kiriklarda kullanimi akla gelmektedir. Bu amacla
otojenik yada allojenik kok hiicreler lokal yada sistemik infiizyon seklinde
uygulanmaktadir. Mezenkimal kok hiicre ile ilgili ¢esitli alanlarda oldukga ¢ok tedavi
uygulamalar1 goriilmektedir. Bu genis uygulama alanlar1 igerisinde kardiyovaskiiler

sistem hastaliklar1, miyokart infarkt1 (86, 87), periferik arter hastalilar1 (88), akciger
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fibrozisi (89), spinal kord yaralanmalar1 (90, 91), dermatolojik hastaliklar, kas

iskelet sistemi, kiriklar ve periferik sinirlerle ilgili calismalar yapilmaktadir.

Mezenkimal kok hiicrelerin doku rejenerasyon potansiyeli giderek oOnem
kazanmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin dogum sonrasi vaskiilogenezde onemli
rolii yapilan c¢alismalarda gosterilmistir. Kemik gelisimi ve kirik iyilesmesinde
damarlanma kemik formasyonu oncesi olusur. Sanjay Kumar ve arkadaslarmin
yaptig1 ¢alismada atimik siganlarda segmental kemik defekti olusturma sonrasi
lobaratuvar sartlarinda rekombinant teknoloji kullanilarak mezenkimal kok hiicrelere
adenoviriis 6 ile VEGF ve BMP 2 ekspresyonu yapmasi saglanmis. Ve kemik
defektine olan iyilestirici etkileri aragtirilmis. BMP 2 ve VEGF eksprese eden grupta
yeni kemik formasyonunun ve anjiyogenezin kontrol gruplarma gore anlaml olarak

fazla oldugu goriilmustiir (111).

Mezenkimal kok hiicre insanda genellikle siiperior iliak kanattan alman kemik
iliginden elde edilir (93, 94, 95). Alternatif olarak femoral ve tibial medullar
kisimlarindan (96, 97) ve torasik ve lomber vertebralardan da elde edilebilirler (98).

Bu calismada da kok hiicreler sicanlarin femur medullar kisimdan elde edilmistir.

Mezenkimal kok hiicreler, cok sayida pasaj boyunca lobaratuvar ortaminda
kiiltiirde tiretilebilir. Tek hiicre diizeyinde osteoblastlari, kondroblastlari, adipositleri,
fibroblastlar1 ve iskelet myoblastlara diferansiye olabilirler (99, 100). Ayrica in vivo

olarak kullanildiklarinda ayni farkli hiicre dizisine diferansiye olabilmektedir (101).

Kemik rejenerasyonu basamaklari; 1. Osteogenesis; kemik iyilesmesinin tim
asamalarina katilir ve hiicre transferi ile kemik olusturma kapasitesini kapsar. 2.
Osteoindiiksiyon; Kemik formasyonun indiikleme kapasitesinde olan materyallerdir.
Ornegin demineralize kemik matriksi, yalniz basma degil biyolojik aktif
sitokinlerinlerle birlikte mezenkimal kok hiicreleri osteoblastik ve kondroblastik
farklilasmaya veya mezenkimal kok hiicreleri c¢ogalmaya tesvik eder. 3.
Osteokondiiksiyon; kemik yapici hiicreler (mezenkimal kok hiicre ve onlarin

driinleri) i¢cin destek yap1 saglar. 4. Osteopromosyon; biyolojik ve mekanik
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kolaylastirict  faktorlerin  etkisi ile kemik iyilesmesi ve rejenerasyonunun
saglanmasidir. Bizim calismamizda mezenkimal kok hiicreden olusmus membran
kirik bolgeye sarilarak uygulanmis ve kemik rejenerasyonunun olugmasi

saglanmigtir.

Mezenkimal kok hiicrelerin osteoblastik aktivitesinin kemik iyilesmesine
katkisin1  gdsteren ¢ok sayida yaym vardir. Ichuro Sekia ve arkadaslarmin
calismasinda mezenkimal kok hiicrelerin dejeneratif artrit ve kikirdak hasari
varhiginda sinovyal sivida arttigmi gdstermistir. On capraz bag tamiri yaptiklari
hastalarin dizlerinden operasyon esnasinda sinovyal sivi Ornekleri alinmis. Bu
hastalarin dizlerindeki kikirdak dejenerasyonu artroskopik olarak goriilmiis. Hastalar
radyolojik olarak evrelendirildikten sonra 6 saglikli goniilliiden, 20 hafif osteoartriti
olan hastadan, 26 agir osteoartriti olan hastadan sinovyal sivi analizi alinarak
incelenmis. Sinovyal sivinin hiicresel komponentleri hiicresel analiz i¢in kiiltiire
edilmis. Sinovyal sividaki MSC miktarinin artroskopik olarak derecelendirilen
kikirdak hasar1 boyutu ile orantili olarak arttig1 belirlenmis. Normal goniilliilerin
sinovyal sivilarinda mezenkimal kok hiicrelere hemen hemen hig¢ rastlanmamis, buna
karsin osteoartit derecesi arttikca mezenkimal kok hiicrelerin de korele olarak
sinovyal sivida ¢ogaldig1 belirlenmis. Bu durum viicudun normal mekanizmalarinda
onarim isini mezenkimal kok hiicreler ile yaptigi sonucunu dogurmaktadir. Yapilan
calismada da bu durum taklit edilmis ve viicudun dogal mekanizmalar1 kullanilarak

kirik tedavisinde mezenkimal kok hiicrelerin kullanimi arastirilmistir (25).

Kemik iyilesmesinde neovaskiilarizasyonun yeni kemik olusum siirecinde
gerekliliginden bahsedilmisti. Kirik sonrasi bdlgedeki damarlarin hasarlanmasi
sonucunda ortaya ¢ikan hipoksik durum VEGF gibi sitokinlerin agiga ¢ikamalar1 i¢in
gerekli olan gen ekspresyonunu saglamaktadir. Kirk olusumundan sonra VEGF iin
ortaya ¢ikmasi ile endokondral osifikasyonun bircok basamagi kontrol altina alinir.
VEGEF insan ve sicanlarin osteoblast hiicrelerinden salindiklar1 ortaya konulmustur.
Ve kemik formasyonunda wuyarici etkiye sahiptir. Deneysel ¢alismamizda

uyguladigimiz kok hiicre membranlar1 da kirik hattinda sarildiklar1 bolgede VEGF

52



iretmekte ve yeni kemik olusumunda tim bu sayilan Ozellikleriyle kemik

kaynamasini artiric1 yonde etki etmekte oldugunu diisiindiirmektedir (44).

Mezenkimal kok hiicrelerin invitro osteogenik potansiyelleri ortaya
konulduktan sonra, invivo potansiyellerini de ortaya koyan ¢alismalar da
yapilmaktadir (102, 103). Kiiltiire edilmis mezenkimal kok hiicre veya
yogunlastirilmig kemik iligi aspiratlar1 kullanilarak yapilan bu ¢alismalardan olumlu
sonuglar alinmaktadir. Taguchi ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada kemik
iligi hiicrelerinin invivo migrasyonu ve kemik tamirine olan katkisini

degerlendirilmistir (104).

Kok hiicrelerin geleneksel greftleme yontemlerinin yerini almaya baglamasi
icin yapilan bircok calisma bulunmaktadir. Hossein Nejadnik ve ark yaptigi
calismada geleneksel yontemlerle otolog kondrosit transplantasyonu, kemik iligi
kokenli mezenkimal kok hiicre implantasyonu ile karsilastirilmis. 72 kondrosit hasari
olan hasta lezyon yeri ve yas olarak eslestirilmis. 36 hastaya geleneksel yontemlerle
kondrosit transplantasyonu uygulanmis. 36 hastaya da kemik iligi kdkenli
mezenkimal kok hiicre uygulanarak tedavi edilmis. Klinik sonuglar operasyon
sonrast ve 3, 6, 9, 12, 18. haftalarda incelenmis. Tedavi etkinligi acisindan her iki
grup arasinda belirgin bir farka rastlanmamis. Sonu¢ olarak mezenkimal kok
hiicrelerin artikiiler kikirdak tamiri i¢cin kullanilmasinin kontrosit transplantasyonu
kadar etkili bir yontem oldugu, ayrica mezenkimal kok hiicre kullaniminin daha az
diz cerrahisi gerektirmesi, dondr saha komplikasyonuna sebep olmamasi ve
maliyetinin diisiik olmasi ile geleneksel yontemlerden daha avantajli oldugu

bildirilmis (113).

Kok hiicrelerin yine bir greftleme gerektiren ortopedik rahatsizlik olan femur
bas1 avaskiiler nekrozunun tedavisinde kullanimina yonelik c¢aligmalar da
bulunmaktadir. Zang Hua Lee ve ark yaptiklar1 calisma mezenkimal kok hiicrelerin
farkli bir uygulama yolu kullanilmis. Mezenkimal kok hiicreleri femur basi
osteonekrozunu tedavi etmek icin intravendz olarak verilmis. Ve alicidaki kok hiicre

migrasyonunu ve dagilimimi incelenmis. Mezenkimal kok hiicreleri in vitro olarak
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yesil florosan protein ile isaretlenmis. Sicanlarm vena kaudalisinden verilmis. Ve
isaretli kok hiicrelerin dagilimi 0-6-24-48-72. ve 96. saatlerde godzlenmis.
Tavsanlarda ise olusturulan femur basi osteonekrozu modeli uygulanmasmdan 2
hafta sonra 5x 107 isaretli kok hiicre kulak veninden verilmis. Tavsanlarin organlari
2, 4 ve 6. haftalarda incelenmis. Kok hiicrelerin liniform olarak organlara dagildig:
gdzlenmis. 6. Haftada tavsanlarm tiim organlar1 tekrar incelenmis. Isaretli kok
hiicrelerin kemik iliginde diger organlarda olandan daha fazla toplandigi bulunmus.
Tavsanlarda greft versus host reaksiyonu ve immiinolojik reaksiyona rastlanmamas.
Calismada allojenik mezenkimal kok hiicrelerin sistemik kullaniminin da giivenilir
oldugu ve femur basi osteonekrozunda kullanilabilir bir alternatif tedavi metodu

oldugu sonucuna varilmistir (23).

Ural ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada tavsanlarin her iki tibialarinda
defekt olusturulup eksternal fiksator uygulanmistir (105) . Tibialardan birinde defekt
bolgesine lokal olarak mezenkimal kdk hiicre verilmistir. Kok hiicre verilmeyen tibia
kontrol grubu olarak kullanilmis. Uygulamanmn 15. giinii ve bir ay sonra radyolojik
olarak incelenmis. Birinci ay sonunda histokimyasal olarak mezenkimal kok hiicre
uygulanan tarafta daha hizli iyilesme saglandigi ve eksternal fiksatoriin tutulma

stiresinin kisaldig1 gosterilmistir (105).

Gilinlimiizde yapilan c¢aligmalarda kemik iyilesmesinde ve defektlerin
kapatilmasinda osteoindiiktif ve osteopromotif materyallerin gen ekspresyonu ile
mezenkimal kok hiicrelerle kombine kullanimlar1 ve defektlerin kapatilmasinda
skafoldlar ile mezenkimal kok hiicrelerin kombine edildigi ¢caligmalar yapilmaktadir

(106, 107, 108).

Yaptigimiz ¢alismada kok hiicreleri skafoldsuz yani hiicresel iskelet
kullanmadan kemik defektli alanlara uygulandi. K6k hiicreleri skafold adi verilen
hiicre yap1 iskeletleri ile de kullanilabilir. Marcacci ve arkadaslar1 genis kemik kaybi1
olan uzun kemik defektlerinde doku miihendisligi uygulamalarmi kullanarak 3
boyutlu canli skafoldlar gelistirmisler. insan kemik iligi stroma hiicrelerini kiiltiir

ortaminda ¢ogaltmislar seramik porozlu hidroksiapatit skafoldlara ekmisler. Seramik
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skafoldlar kemik defektini karsilayacak boyutta hazirlanmis. Dort hastanin bu sekilde
kemik diyafiz defektleri tamir edilmis. Skafoldlar defektli alana yerlestirildikten
sonra eksternal fiksator veya ilizarov ile fiksasyon saglanmis ve radyolojik kontroller
yapilmis. Implantla hastanin alic1 kemigi arasinda tam kaynama 5-7. aylarda elde
edilmis. Enfeksiyon veya kaynamama gibi bir komplikasyonla karsilagilmamistir.
Kok hiicre caligmalarinin ¢ogalmasi ile ortopedinin zor kiriklarmnin tedavisi daha da

kolaylasacaktir (98).

Skafoldsuz uygulanan kok hiicre membraninin uygulamasi biraz daha dikkat
gerektirmektedir. Caligmamizda osteojenik indiiksiyon uygulanmis ve uygulanmamais
kok hiicre membranlart kullanildi. Kullanilan membranlarin uygulama esnasinda
birbirlerine yapigsma egilimleri oldugunu goriildi. Membranlarin ayni1 zamanda
kaldirildiklar1 andan itibaren hizli bir sekilde kullanilmas1 gerekliligi de yaptigimiz
calismada gosterildi. Kullanim1 geciken kok hiicre membranlarinin daha frajil bir hal

aldiklarini ilk anki kadar esnek olmadiklarini goriildii.

Horwitz ve ark.calismasinda osteogenesis imperfektali 3 ¢ocuga allojenik tim
kemik iligini iceren transplantasyon yapilmis. Cocuklarda transplantasyondan sonra
ilk 6 ayda kirik sayisinda anlamli azalma meydana geldigi gézlenmis. Osteoartrozlu
hastalara mezenkimal kok hiicreleri intraartikiiler olarak verilmis, sinovyal biyopsi

degerlendirmesinde olumlu gelismeler tespit etmislerdir (109).

Otolog kemik iligi hiicrelerinin klinikte elde edilisi nispeten noninvaziv bir
metodla yapilabilmektedir. Kemik 1iligi hiicreleri igne aspirasyon metodu ile
ileumdan lokal anestezi altinda yapilabilmektedir. Ne var ki kok hiigcrelerin
izolasyonu ve ¢ogaltilma siireci 3-4 hafta gibi bir siire gerektirmektedir. Kok hiicre
tedavisinin membran Halide uygulanabilmesi i¢cin gerekli olan bu siire akut kiriklarin
tedavisinde biraz zor goziikmektedir. Fakat acik kiriklarida gecici fiksasyon 6rnegin
eksternal fiksator uygulamasmin ardindan kalici fiksasyonun yapilacagi seansa
hazirlanarak uygulanmasi1 imkani vardir. Nonunion tedavileri de elektif tedaviler
olduklar1 i¢in nonunion tedavisinde de kullanilmast miimkiindiir. Membran

olusturmak icin 6zel skafoldlar gerekmemektedir. Calismamaizda hiicre membranlar1
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10 cm lik 6zel besi yerlerinde yapildi. Klinik kullanimda genis alanlar i¢in fazla
miktarda kok hiicre membrani elde etmek i¢cin ya c¢ok fazla kemik iligi hiicre elde
edilmeli veya seri pasajlarla alinan kok hiicrelerin ¢cogaltilmas1 gerekmektedir. Sonug
olarak klinikte kullanilacak ise cerrah operasyondan 6nce kok hiicre membraninin
yeterli miktarmi elde edecektir. Ayrica kok hiicre membranlarinin kolay maniiple
edilebilir olmasiyla enjektor ignesinden de rahatlikla gecebilir. Bu 6zellikleri ile de
osteonekroz tedavisinde osteonekrotik bolgelere rahatlikla iletilebilir ve klinik
tedavide kullanilabilir. Tiim bu sebeplerden dolay1r biz kok hiicre tedavisinin
ortaopedik vakalarda kullanilmasinin tedavisi zor olan hastaliklarin kesin ve kolay

tedavisi olacagi umudunu tasimaktayiz (44).

Cahan Gao ve ark yaptig1 calismada mezenkimal kok hiicrelerin osteopenik
hastalarda da kullanilabilecegi belirtilmistir. Osteojenik Onciil hiicrelerin ve biiyiime
faktorlerinin insan kemik iligi hiicrelerinde azalmis olmasi1 veya tamamen yok olmasi
azalmig kemik formasyonuna ve osteopeniyle sonuclanmaktadir. Chan Gao nun
calismasinda gen¢ sicanlardan alinan mezenkimal kok hiicrelerin yash osteopenik
siganlara aktarilmasiin femoral kanala uygulanan implantlarin osteointegrasyonunu
artirdiklar1 gosterilmis. Caligmada bizim ¢alismamizda yaptigimiz gibi kok hiicreler
gen¢ siganlarin kemik iliginden izole edilmis. Titanyum implant yiizeylerinde
osteojenik indiiksiyona tabi tutulmus. Olusturulan implantlar sicanlarin femurlarmna
intrameduller olarak yerlestirilmis. Osteopenik sigan femuruna yerlestirilen implant
cevresinde yeni kemik formasyonu olustugu kars1 femura yerlestirilen kok hiicresiz
implantla karsilastirilarak gosterilmis. Hem bizim c¢alismamizdan hem de bu
calismadan 151k alarak kok hiicrelerin klinik kullanima girerek osteopenik hastalarin
implantlarinda meydana gelen osteointegrasyon eksikligi probleminin asilabilecegi

kanisindayiz (24).

Nakamura ark. yaptigi calismada mezenkimal kok hiicrelerin kok hiicre
membrani halinde transplantasyonu ile kemik kaynamasinin artirilmasi planlanmastir.
Nonuion modeli sigan femuruna uygulanmis. Uretilen hiicre membranlar1 bizim
calismamizda oldugu gibi kirik femura skafold kullanilmadan tatbik edilmis. Direk

grafi ve histolojik analizler 2, 4 ve 8. haftalarda uygulanmis. Ultrason ve
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biyomekanik analizler 8 haftada uygulanmis. Kok hiicre membrani uygulanan grupta
kallus formasyonunun olustugu fotograf ve histolojik analizlerle gosterilmis. Kemik
kaynamasi kok hiicre membrani uygulanan grupta 8. haftada saptanmis. Bununla
beraber kontrol grubunda ise 8. haftada nonunionun devam ettigi gosterilmis.
Vertikal yonde traksiyon testleri de kok hiicre membrani uygulanan grupta belirgin
olarak kaynamayi desteklemis. Tiim bu bulgular 1s1ginda kok hiicre membrani
uygulanan grupta hiicre miihendisligi teknolojisiyle iiretilen dokunun kirik
kaynamasin1 artirabilecegi saptanmis. Nonunion defektli kemik kiriklar1 ve
osteonekrozlarda da kullanilabilecegi belirtilmis. Yapilan caligmadan farkli olarak
bizim calismamizda yine doku miihendisliginde kullanilabilecek olan onemli bir
noktaya deginilmistir. Histolojik olarak iiretilen kok hiicre membranlarinin
osteojenik indiiksiyonla uygulanmasinin bu calismalarda olmazsa olmazlardan
oldugu kanismna varilmigtir. Kemik kaynamasinin artirilmasmin ancak osteojenik
indiiksiyon varliginda miimkiin oldugu yalnizca indiikklenmemis kok hiicre membrani
kullanilan grup sicanlarda kallus dokusu yerine sadece fibrotik kalintilarla
karsilagilmis olmasi doku miihendisliginde gelecek caligmalara 151k tutabilecek

nitelikte oldugu diisiincesindeyiz (44).

Kok hiicre ¢caligmalar1 son donemin en popiiler aragtirma konularindandir. Kok
hiicreleri ile klinikte karsilagilan pek cok tedavisi zor olan hastaliklar tedavi
edilebilmektedir. Yapilan caligmalarin biiyiik cogunlugunun hayvanlar iizerinde
olmas1 arastirmalarin heniiz ¢ok taze olmasma baghdir. Kok hiicre ¢alismalarmin
nispeten uygun laborotuvar ortamlar1 gerektirmesi ileri arastirmalarin yapilabilmesi

icin teknik materyal ve malzemelere ihtiyag duyulmaktadir. Calismamizin
eksik yonii kullanmis oldugumuz tiirdes mezenkimal hiicrelerin herhangi isaretli
olmamasidir. Yeni olusan kallus dokularinin uygulanan kok hiicrelerinden mi
kaynaklandig1 yoksa ¢evre dokular veya kirik iyilesmesinin dogal bir sonucu olarak
m1 olustugunu agikca gosterilememistir. 2. haftada kallus dokusunun olusmasi, 4.
haftada tam kaynamanin gerceklesmesi bizim c¢alismamizdaki kok hiicre
membraninin etkili oldugunu gdstermekte idi fakat bunu kesin delillerle kanitlamak
gerektigi diisiincesindeyiz. Gelecek calismalarin isaretli kok hiicrelerle yapilmasinin

net sonuclar elde etmek adna faydali olacagi kanisindayiz.
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Buna ragmen kullandigimiz si¢anlarda kok hiicre tedavisine katkida bulunacak

onemli sonuglar bulunmustur.
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SONUCLAR

I)Kemik doku miihendisliginde kullanilan hiicre tasiyici iskelelere (skafoldlara)
gereksinim duyulmaksizin mezenkimal kok hiicrelerin bir membran olusturularak
doku hasarli (tezimizde kemik doku hasar1 incelendi) bdlgere uygulanabilecegi

gosterilmistir.

2)Calismamizda kemiklerin degerlendirme asamasinda 4. haftada osteojenik grupta
olusan kallus dokusunun diger gruplara oranla daha organize genis ve saglam oldugu
goriildii. Diger gruplarda olusan kallus dokusunun kirik hattina smirli ve giicsiiz
yapida oldugu goriildii. Kullanilan kok hiicre membranlarinin  kemik kirigi
modelinde iyilesme saglama ve kirik iyilesmesi siirecini hizlandirmalar1 i¢in kok
hiicre uygulamalarinda osteojenik indiiksiyonunun kesinlikle gerekli oldugu

diistiniilmektedir.
3)Bundan sonraki donemlerde yapilacak c¢aligmalarda kullanilan membran

hiicrelerinin isaretlenerek yeni olusan kemik dokuda gdsterilmelerin ortopedik doku

mithendisligi agisindan 6nem tasidig: diisiincesindeyiz.
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