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OZET

Emet A., Hiicreden Arindirilmis Omentum Biyo¢catinin Mezenkimal Kok Hiicre
ve Trombositten Zengin Plazma ile Kombinasyonlarinin Kritik Kemik Defekti
Iyilesmesine Etkisi: Bir sican Modeli. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dal, Uzmanhk Tezi, Ankara, 2018. Kritik
kemik defekt tedavisi uzun siireli ve yiiksek maddi ylikiimliikler olmasi nedeni ile
ortopedik cerrahi tedavide sorun olmaya devam etmektedir. Literatiirde tanimlanmis
bir ¢cok tedavi yontemi olmasina ragmen hala yeni tedavi yontemleri arastirilmaya
devam edilmektedir. Bu ¢alismada kritik kemik defekti tedavisi lizerine biyogatinin ve
kok hiicre ve trombositten zengin plazma ile kombinasyonlarinin iyilesmeye katkisi
arastirildi. Toplam 32 adet 300 gr ve iizeri Wistar Albino sigan 5 gruba ayrildi. 2 adet
sican trombositten zengin plazma hazirlanmasi i¢in 6tenazi uygulandi. Omentum
deseliilerize edilerek hazirlandi. Her grup bilateral dnkol Radius kemigi cisimden
kritik kemik defekti yapilacak sekilde cerrahisi yapildi. 1. Grup kontrol grubu olarak
kullanilarak herhangi bir uygulama yapilmadi. 2. Grup i¢in deseliilerize omentum
biyogatisi uygulandi. 3. Grup i¢in deseliilerize omentum biyogatisina mezenkimal kok
hiicre uygulandi. 4. Grup i¢in deseliilerize omentum biyocatisina trombositten zengin
plazma uygulandi. 5. Grup i¢in deseliilerize omentum biyocatisina hem mezenkimal
kok hiicre hem de trombositten zengin plazma uygulandi. Post operatif donemde 6
hafta beklenilerek 6. haftanin sonunda hayvanlara o6tenazi uygulandi. Onkol
diseksiyonu sonrasinda bilateral 6nkollarin direkt grafileri ¢ekildi. Her gruptan 4 énkol
randomize olarak biyomekanik ¢aligsma i¢in segilirken 8 6nkol histolojik inceleme i¢in
secildi. Radyolojik olarak Cook skorlamasi ve histolojik olarak ta Salkeld skorlamasi
kullanilarak inceleme tamamlandi. Skorlamalar istatistik analize tabi tutuldu. Sonug
olarak biyomekanik anlamda anlaml fark saptanmadi. Radyografik olarak omentum
biyocati ve omentum biyogati ile beraber trombositten zengin plazma uygulanan
gruplar kontrol grubuna gore anlaml farklilik gosterdi. Ayn1 zamanda omentum ve
kok hiicre uygulanan gruba gore de anlamli farklilik saptandi. Histolojik skorlamaya
bakildiginda kontrol grubuna ve kok hiicre ve omentum beraber uygulanan gruba gore,

omentum ve omentum ve trombositten zengin plazma uygulanan grup arasinda



omentum ve omentum ve trombositten zengin plazma uygulan grup lehine (p<0.001)

anlaml farklilik saptandi.

Sonu¢: Hiicreden armndirilmis omentum biyogatisi, kritik kemik defektlerinde
kullanilabilecek uygun bir biyocatidir. Tek basina biyocati olarak kullanildigi zaman
hiicre vitalitesini destekledigi, kemiklesmenin oldugu, defektin azaldig1 ve
kayboldugu, biyocatinin rezorbe oldugu gosterilmistir. Mezenkimal kok hiicre
kombinasyonu iyilesmeyi bozmus ve azaltmistir. Kaynamayr arttirmak igin
biyogatimiz ile beraber kombine edilen PRP, histolojik olarak daha iyi kaynama

saglamistir.

Anahtar kelimeler; biyocati, omentum, sigan, kritik kemik defekti, kok hiicre,

trombositten zengin plazma.



ABSTRACT

Emet A., Decellularized Omentum Scaffold Effect on Healing of Critical Sized
Bone Defect With Combination of Mesenchymal Stem Cell and Platelet Rich
Plasma; A Rat Model. Hacettepe University Faculty of Medicine Department of
Orhtopaedics and Traumatology, Ankara, 2018. Critical sized bone defect
treatments have high-costed and long time needing is still a major clinical concern on
orthopaedic surgery. Despite there is a lot of treatment modalities on literature, we are
also looking for new treatment methods. In this study, decellularized omentum
scaffold effect on healing of critical sized bone defects are researched. Also there are
combinations of mesenchymal stem cells and platelet rich plasma with decellularized
omentum scaffold are researched. 30 Wistar-Albino rats are were categorized into 5
groups. 2 rats sacrified for preparing the platelet rich plasma. For every group, bilateral
forearm were surgically disected and critical sized bone defect were formed on Radius
bone shaft. 1. Group was the control group, so bone defect left with no scaffold be
applied. 2. Group was the decellularized omentum group, 3. Group was decellularized
omentum group with combination of mesenchymal stem cells. 4. Group was the
decellularized omentum group with combination of platelet rich plasma. 5. Group was
the decellularized omentum group with combination of both mesenchymal stem cells
and platelet rich plasma. 6 weeks of healing were waited after post operative period.
After healing, rats were sacrified and forearm bone disection were done. Both
radiologic and biomechanic studies were done. Also bone histology examination were
done. X-rays were examined with Cook Scoring system and histologic examination
were done with Salkeld Scoring system. Parameters that constitute of this model were
found and statistical analyze were performed. Biomechanically, there is no significant
difference between groups. Radiographically, omentum applied and omentum with
PRP combination applied groups are significantly different form the control and
omentum group with combination of mesenchymal stem cells. Also histologically,
omentum applied and omentum with PRP combination applied groups are
significantly different (p<0.001) form the control and omentum group with

combination of mesenchymal stem cells.



\Y

Conclusion: Decellularized omentum scaffold is a suitable scaffold for critical sized
bone defects. Vitality of new cells are maintaned, new bone formation is seen, defect
size become smaller and evanished and also scaffold is resorbed for single use of
decellularized omentum. With combination of mesenchymal stem cells, new bone
formation is diminished and bone healing is damaged. Decellularized omentum with

combination of PRP increased bone healing histologically.

Keywords; scaffold, omentum, rat, critical sized bone defect, mesenchymal stem

cells, platelet rich plasma.
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1. GIRIS

Kemik defektlerinin tedavisi ortopedik cerrahide halen 6nemli bir sorun
olmaya devam etmektedir. Ozellikle hastalarda tedavi planim belirlemede yas, kronik
hastaliklar varligi, beslenme durumu gibi bir¢ok faktdr rol oynamaktadir. Aym
zamanda var olan yumusak doku ve kemik kaybi1 da tedavide dikkate alinmalidir.
Masif osteoliz, yiiksek enerjili travmalar ve agik kiriklar, kemik tiimorleri, kemik
enfeksiyonlari, metabolik hastaliklar kemik defektlerine en sik yol acan hastaliklar
olarak 6rneklendirilebilir. Yapilan ¢aligsmalarda kritik kemik defekti tanimi net olarak
kemik ¢apinin %50 sinden fazla kemik kaybi veya kemikte 1-2 santimetre (cm)’lik
kemik defekti olusmasi olarak yapilmaktadir. Kritik kemik defektinin iyilesmesini

etkileyen faktorlerde;

1. Tiim kemikte ¢evresel kayip

2. Diyafizde olan kemik defekti

3. Cevreleyen yumusak dokularin zarar gérmiis olmasi (periost ve kas dokusu)
rol almaktadir.

Tedavi i¢in literatiirde bircok yontem tarif edilmistir. Bu tedavi yontemleri
arasinda baglicalar1 otolog kemik greftleri, allogreftler, demineralize kemik matriksi
gibi disaridan uygulanacak destek dokular ile beraber cerrahi tedaviler arasinda da
Masqualet teknigi, distraksiyon osteogenezisi, akut kisaltma ve sonrasinda fiksator
destekli uzatma tedavileri veya vaskiilarize fibula grefti gibi tedavi secenekler de
mevcuttur. Ayn1 zamanda tedavi edilemeyecek hastalarda literatiirde 6nerilmese de
amputasyon da bir segcenek arasindadir. Tedavi segeneklerinin uzun siireli olmasi,
genellikle tekrarlayan cerrahi ihtiyac1 olmasi, maliyet-fayda olarak c¢ok efektif
olmamasi ve ek morbidite yaratmasi nedeni ile ortopedik tedavide yeni ¢oziimler

aranmaktadir.

Literatlir taramasinda uygun biyocati tanimi dogal dokuyu taklit edebilme
yetenegi olan, hiicre tutunmasi, proliferasyonu ve diferensiyasyonuna izin veren ve

yardimci olan bir biyomateryal olarak tanimlanmaktadir.



Tedavi siireci uzun ve zahmetli ve maliyeti yliksek bu ortopedik sorun i¢in hala

glinlimiizde optimal bir tedavi bulunmamaktadir. Calismanin amaci;
1. Kritik kemik defektlerinde kaynamay1 saglayabilecek uygun bir biyocati
tiretilebilir mi?
2. Kaynama ve iyilesme daha fazla nasil gelistirilebilir?
olarak 6zetlenebilir.

Calismada 5 farkli grup olusturularak daha once literatiirde denenen ve tek
basina kemik kaynamasina faydali oldugu gosterilen PRP (Platelet Rich Plasma,
Trombositten Zengin Plazma) ve kok hiicre tedavileri eklenerek kaynama igin en iyi

tedavi kombinasyonu bulunmaya ¢alisilmistir.

Bu calisma sonucunda elde edecegimiz bilgilere gore kritik kemik defektlerine
uygulanabilecek, tedavi siiresini kisaltan ve tekrarlayan cerrahi girisimlere ihtiyaci

olmayan bir tedavi yontemi bulmay1 hedeflemekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemigin Genel Ozellikleri

Kemik, viicudun destek ve koruma gorevini iistlenen en sert dokusudur. Kemik
duragan goriintiisiine ragmen aktif bir organdir. Kemik matrikste yer alan inorganik
maddelerden 6zellikle kalsiyum ve fosfat metabolizmasi ile olan iliskisi nedeni ile
kemik yapim ve yikimi es zamanli olarak devam etmektedir. Bu dongii ayn1 zamanda
organik komponentlerden kollajen matriks, boyut, kemik yapisi, kemik iyilesmesi ile
de yakindan ilgilidir. Bu dongiide herhangi bir defekt kemikte bir hastalik ile
iliskilendirilebilir (1). Bu sebeple kemigin histolojisini ve fizyolojik 6zelliklerini iyi

bilmek gereklidir.

2.1.1. Kemigin Yapisi

Kemigin yapisina genel olarak bakildigi zaman makro dis yap1 ve mikroskopik

goriintii olarak ayrilabilir.

2.1.1.1. Makro dis yapi

Kemik histolojisinde kesitsel yiizeyi incelendigi zaman dis tarafta kortikal veya
kompakt kemik igte ise kansell6z veya trabekiiler kemik goriiliir. Kortikal kemik ince
barlar halinde kanselloz kemigi sararlar. Kortikal ve trabekiiler kemikler benzer
hiicresel yapiya sahip olmasina ragmen matriks organizasyonu ve mekanik 6zellikleri

bakimindan farklilagirlar (2).

Kortikal veya kompakt kemik daha ¢ok uzun kemiklerin goévde kisminda ve
yasst kemiklerin yiizeyinde bulunurken kansell6z veya trabekiiler kemik toplamda
daha az olmak {izere, genellikle uzun kemiklerin u¢ kisimlarinda veya yass1 kemiklerin
igerisinde bulunurlar. Kortikal kemiklerde Havers sistemlerinin olusturdugu lamellalar
ile sert bir yap1 olustururken, kansell6z kemiklerde ise birbiri ile baglantili plaklar ve

trabekdiller ile bal petegi goriintiisii olustururlar (1).
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Sekil 2.1. Kemik makroskopik ve mikroskopik yapisinin sematik goriiniimii*

* Mechanical properties and the hierarchical structure of bone, Medical Engineering & Physics 20
(1998) 92-102

2.1.1.2. Mikroskopik yap1

Mineralize kemigin mikroskopik yapisinda 2 kemik yapisi bulunmaktadir.
Bunlar orgiimsii veya primer kemik ve lamellar veya olgun kemik olarak
adlandirilmaktadirlar. Orgiimsii kemik embriyonik dénemde, biiyiime plaklarinda
veya iyilesme dokusunda bulunur. Olgun kemikte ise kemik, tendon yapisma
yerlerinde az miktarda bulunmaktadir. Lamellar kemik ise olgun kemige verilen addr,
orgiimsii kemikten farkli olarak daha az hiicre sayisina sahiptir ve bu hiicreler daha
yavastirlar. Orgiimsii kemige bakildiginda olgun kemige gore 4 kat daha fazla hiicre
sayisi icermekte, ayni zamanda kollajen lifleri dagilimi daha diizensiz ve
mineralizasyonu daha degiskenlik gostermektedir. Lamellar kemik kollajen fibrilleri
caplar1 daha kiigiik, birbirlerine sikica tutulmus tabakalar halindedirler ve mineral
dagilimi diizenli ve esittir (3) (Sekil 2.1). Bu nedenle orgiimsii kemik lamellar
kemikten daha esnektir ve immatiir kemik ve iyilesen kirik kemik olgun iskelete gore

daha az sertlik ve dayaniklilik gosterir.



2.1.1.3. Hiicre kompozisyonu

Kemik canli bir doku oldugundan dolay1 devamlilig1 i¢in hiicrelerin koordineli
caligmalar1 gerekmektedir. Bu sebeple birden fazla hiicre gruplarina ihtiyag
bulunmaktadir. Bu hiicreler ise farklilasmamis veya osteoprogenitor hiicreler,

osteoblastlar, osteoklastlar ve osteositlerdir (4).

Osteoprogenitor hiicreler farklilasmamis ve baska dokularda da bulunabilen
tek niikleuslu, kiiciik ve az organelli bir hiicrelerdir. Farklilasma uyaris1 alana kadar
latent bir pozisyonda beklerler ve uyari ile beraber osteoblastlara doniistirler (Sekil
2.2).
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Sekil 2.2. Osteoprogenitor hiicre osteoblast ve osteosit donlistimii*

— o

*Grabowski, P. (2009). Physiology of Bone. Endocrine Development, 32-48.

Osteoblastlar, mezenkimal kdk hiicrenin osteoprogenitor hiicreye doniismesi
sonrasinda olusan tek hiicreli, ekzantrik niikleuslu, sentetik organelleri iceren kiiboidal
hiicreleridir (5). Aktiflestiklerinde iki yol izlerler. Sentetik aktivitelerini azaltarak
yiizey hiicresi haline gelirler veya sentezledikleri matriksle sardirarak osteosit haline
dontigiirler (Sekil 2.2). Yiizeyel hiicreler ise kemik ylizeyinde olup, kemik
rezorpsiyonu da olmayan ayni zamanda yeni kemik formasyonunun olmadigi bolgede

bulunurlar (6).



Osteositler, olgun kemigin % 90’indan fazlasini olusturan hiicrelerdir. Lakiina
igerisinde yerlesimli olup, dendritik uzantilar ile beraber diger osteositler ile baglanti
halindedirler. Beraber yuvarlak yerlesimleri ile en kiigiik kemik birimi olan osteonu,
osteonlar ise havers sistemini olustururlar (Sekil 2.1). Bu sistem kortikal kemigin ana
komponentidir. Kemik mineral yapis1 ve ekstraseliiler matriksi ile, dendritik uzantilar
arasindaki baglantisi kan ile kemik arasindaki mineral alig verisini imkan1 i¢in kritiktir.

Viicut mineral balansini dengede tutmak i¢in yardimci olurlar (7).

Osteoklastlar, ¢ok niikleuslu, sitoplazmasinda yiiksek enerji ihtiyaci i¢in ¢ok
sayida mitokondri igeren, kemik matriks icerisine ¢ok sayida kompleks sitoplazmik
uzantist bulunan kemigin biiyiik bir hiicreleridir. Uzantilarinda bulunan hidrojen
iyonlar1 ve proteolitik enzimler sayesinde kemik rezorpsiyonu saglarlar. Bu sayede
Howship lakiinalar1 denilen kemik iizerinde cukurlar yaratarak kemigin yeniden

sekillendirilmesinde rol oynarlar.

2.1.1.4. Kemik matriksi

Kemik matriksi organik ve inorganik olarak 2 grupta toplanabilir. inorganik
matriks kemik kuru agirliginin yaklasik %70 ini olustururken organik matriks ise kalan

kisimlar1 tamamlar.

Organik matriks daha ¢ok siki fibroz dokuya benzer. Tip 1 kollajen organik
matriksin yaklasik %90’m1 olusturmaktadir. Diger %10’luk kisim ise kiigiik
proteoglikanlar, osteonektin ve az miktarda tip 5 kollajen ve diger kollajenlerden
olusmaktadir. Mineralizasyonun stabil olarak tutulmasi ile beraber kemik su
tutulumunu da saglayan yapisidir. Mineralizasyon olustuktan sonra rezorpsiyonuna

kadar organik matriks stabil kalir.

Inorganik matriks ise komponent olarak bakildiginda daha ¢ok kalsiyum
iceriklidir. Ayn1 zamanda sodyum, magnezyum sitrat, floriir ve eser elementler de
igcermektedir (8). Mineralizasyonun artmasi ile beraber kemik sertligi artmaktadir. Bu

ise ¢ocuklarda ve eriskinlerde kirik olusumunun farkli olmasi nedenini agiklar.



2.1.2. Kemik Fizyolojisi

Kemik dinamik bir organ olmasi sebebi ile yeni kemik olusumu ve
rezorpsiyonu ayni anda olusmaktadir. Dinamik olarak osteoblastlar yeni kemik sentezi
yaparken, osteoklastlar ise kemik rezorpsiyonundan sorumludurlar. Bu mekanizmalar
ise molekiiler diizeyde sistemik ve lokal faktérler etkisi altindadir. Ozellikle 20 yiizyil
itibari ile literatiir osteoblast ve osteoklast hiicrelerin hormonal kontroliine

odaklanmustir (9).

Osteoblastlar, mezenkimal kok hiicre diferansiyasyonunda Parathormon (PTH)
ile beraber Biiylime Hormonu (GH) ve prostoglandinleri kullanirlar. Son zamanlarda
Insiilin Benzeri Biiyiime Hormonu (IGF-1) da 6nemli etkilere sahip oldugu
bulunmustur. Ayn1 zamanda Transforming Growth Factor-3 (TGF-B) stiper ailesine
ait Kemik Morfogenetik Protein (Bone Morphogenetic Factor, BMP) osteoblast
indiiksiyonunda 6nemli etkilere sahiptir (10). BMP-2 ve BMP-7 RUNX ve Osterix
genleri tizerinden mezenkimal kok hiicrenin osteoblast doniisiimiinde transkripsiyonel

etkileri bulunmustur (11) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Kok hiicrenin osteoblast doniisimii™*



Osteoklastlar ise bilindigi tizere kemik rezorpsiyonundan sorumlu hiicrelerdir.
Bu hiicre aktivasyonunda ozellikle 2 reseptor fizyolojik olarak rol oynar. Bu
reseptorler RANKL (Niiklear Faktor Kappa Beta ligandi, NKf-k}) ve M-CSF
(Monosit-koloni Stimiile edici Faktor) dir. Bu reseptorlerden RANKL osteoblast ve
osteoklast etkilesiminde 6nemli rol oynar. RANK Ligandi aktivasyonu ile tirozin
kinaz (TAK1) aktive olarak osteoklastositogenezi baslatarak kemik rezorpsiyonunu
baslatirlar (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Osteoklast aktivasyonu*

* Datta, H. K., Ng, W. F., Walker, J. A., Tuck, S. P., & Varanasi, S. S. (2008). The cell biology of bone
metabolism. Journal of Clinical Pathology, 61 (5), 577-587.



Osteositler ise makaslama kuvveti ve mekanik stres sonrasinda olusan mikro
kiriklarda kemik metabolizmasinda merkezi bir rol oynarlar. Dendritik uzantilari
yardimi ile sadece kemik metabolizmasi degil ayni zamanda iskelet sistemi ve

kalsiyum ve fosfat metabolizmasi lizerinde de biiyiik rolleri mevcuttur (1).

2.2. Kemik Defektleri ve Kritik Kemik Defekti Tanimi

Kemik defektleri ortopedik cerrahide sik karsilasilan bir hastaliktir. Bir¢ok
sebep ile kemik defekti olusabilir. Bunlar arasinda en sik olarak yiiksek enerjili
travmay1 takiben kemik kaybi ile beraber acik kemik kiriklari, ¢ok parcali kemik
kiriklari, patlama yaralanmalari, enfeksiyonlar, herhangi bir sebebe bagli kemik

debridmanlart, tiimor rezeksiyonlari, osteolize bagli olarak gelisebilir (12).

Kemik defekti tedavisinin yonetimi hem zorlu bir siire¢ hem de uzun siireli
oldugundan dolay1 tedavi plani ve karar verilmesi ekstra 6nem arz etmektedir. Tedavi
plan1 yanlis yapildig1 takdirde uzun donem sonuglarda daha sik komplikasyon ve kotii
sonuglar literatiirde tanimlanmaya devam etmektedir. Ancak kemik defekti tedavisi ve
yonetiminde literatlirde hala net bir ortak karar bulunmamakta ve karar vermede kanita
dayali tip kullanma zorlugundan dolay1 hala net bir algoritma bulunmamaktadir (12).
Bu sebeplerden dolayi literatiirde kritik kemik defekti tanimi yapilmasi gerekmistir.
Rutin kemik defekti tedavisinde planlanan tedavilerin bir kisminin kritik kemik defekti
tedavisinde kullanilmamasi, kullanildiginda hastalara gereksiz ko-morbiditeler
yaratmasi ve iyilesmede zaman kaybi yarattifindan dolayr bu tanimlama ihtiyaci

duyulmustur (13).

Genel olarak kritik kemik defekt tanimi yeterli cerrahi stabilizasyona ragmen
kendiliginden iyilesmeyen ve ek cerrahi tedaviye ihtiya¢ duyan defekt olarak
tamimlanmistir (14). Genel klavuzlara bakildigi zaman ise taniminda, kemik ¢apinin
%50 sinden fazlasinda kemik kaybi ile beraber en az 1-2 cm’lik kemik defekti olarak
tanimlanmistir (15). Ayn1 zamanda sik olarak hayvan modellemesi kullanildigindan
dolay1 ayrica bir tanimlama daha getirilmistir. Bu tanimlamada, hayvanin tiim hayat1
boyunca iyilesemeyen en kiiciik kemik defekti veya hayvanin hayati boyunca
beklenmesine ragmen %10’dan fazla iyilesme gosteremeyen kemik defekti olarak

bahsedilmektedir (16, 17).
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Yine kritik boyutu mutlak ve goreceli olarak ayrica tamimlanabilir. Bu
tanimlama igerisinde bu sefer kemigin ¢evresel olarak kaybi, kemik kaybinin oldugu
anatomik lokasyon (metafizer, diyafizer veya artikiiler), eslik eden yumusak doku
yaralanmasi, periosteal yaralanma, ek hastalik varligi veya ko-morbiditeler de
bulunmaktadir (12). Genellikle kontrollii hayvan model ¢aligmalarinda bu durumlar
dahil edilmez veya devre dis1 birakilir (18, 19). Yani hayvan modellemesine goére

insan hastalarda kritik boyut daha da farkli ve az boyutta olabilmektedir.

Ayni zamanda kemik defektini kaynamama ile karistirmamak gereklidir.
Kaynamamada bozulmus bir hiicresel 1yilesme ile beraber molekiiler diizeyde eksiklik
bulunmaktadir. lyilesmede herhangi bir eksiklik kemik kaybi boyutu goéz oniinde
bulunmaksizin kaynamama yaratabilir. Ancak kritik kemik defektlerinde ise viicudun
kemik defektini kapatabilecek diizeyde yeterli kemik {iretememesi durumu mevcuttur.
Bu durumda hiicresel ve molekiiler fonksiyonlarda herhangi bir sorun
bulunmamaktadir (20). Bu durum tedavi plani a¢isindan ciddi énem arz eder. Cilinkii
kaynamamada uygulanacak tedavilerin higbiri kritik kemik defekti tedavisinde

uygulanamaz.

2.3. Kemik Defekti Tedavisi

Kemik defekti tedavisinin karar1 verilmeden 6nce kemik iyilesmesi hakkinda

bilgi sahibi olunmasi gereklidir. Bu bilgiler 1s181inda tedavi planlanabilmektedir.

2.3.1. Kemik Iyilesmesinin Fizyolojisi ve Histolojisi

Kemik erigskin hayatta iyilesebilme 0Ozelligi gosterebilen ender matiir
dokulardan bir tanesidir. Bu durum fizyolojik ve biyomekanik olarak bir¢ok faktoriin
bir araya gelmesi ile olusmaktadir (21, 22). Hayvan deneyleri ile 6zellikle iyilesmenin

histolojisi, biyomekanigi ve biyokimyasi daha iyi anlagilabilmistir (23).

Kemik iyilesmesinde iki temel histolojik tip tarif edilmistir. Primer ve sekonder

iyilesme olarak ta adlandirilmaktadir.

Primer kemik iyilesmesi veya diger adi ile direkt kemik iyilesmesi, kemigin

dogal iyilesmesinde ¢ok sik olarak rastlanmamaktadir. Ozellikle tam anatomik
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rediiksiyon sonrasi ve mutlak stabil bir fiksasyon sonrasinda goriilen bir iyilesme
bigimidir. Primer iyilesmede kontakt iyilesme ve bosluk (gap) iyilesme sekilleri
goriilebilir. Kontakt iyilesme 6zellikle her iki kirik ug arasinda 0.01 mm ve %2 den az
deformasyon oldugu zaman goriiliir (24). Bu kosul saglandigi zaman 6ncelikli olarak
osteoklast aktivasyonu ile beraber kirik kisimlarda longitidiinal kaviteler olusmaya
baslar ve giinliik 50-100 p arasinda uzunluk olarak ilerler. Bu kaviteler daha sonra
osteoblastlar tarafindan doldurularak kemik kaynamasi saglanir (25). Boylece yeniden
Havers sistemleri olusur ve bu sistem ile beraber penetran kan damarlar1 osteoblast-
osteosit doniisiimii i¢cin elzem olan biyokimyasal prekiirsorleri tasir. Kopriilesen
osteonlar ile beraber kemik iyilesmesi periosteal kallus dokusu olusmadan
tamamlanmus olur. Ikinci iyilesme olan bosluk iyilesmesinde ise bu aralik yaklasik 800
pile 1 mm arasindadir (26). Once bu aralik lamellar kemik ile aks boyunca
doldurulduktan sonra sekonder osteon formasyonu olusur. Ve osteon formasyonunu
igcerisindeki yeniden vaskiilarizasyon, osteoprogenitor hiicreleri tasir ve kirik hatti
boyunca osteoblast formasyonunu tetikler. Yeni olusturulan bu kemik daha zayif
olmak ile beraber 3-8 hafta sonra remodelizasyon ile yine kallus dokusu olusmadan

kirik iyilesmesi saglanmis olur (24).

Sekonder (indirekt) kirik iyilesmesine bakilacak olursa, bu iyilesme sekli en
stk goriilen kirik iyilesme seklidir (27). Primer kemik iyilesmesinden farkli olarak
mutlak stabilizasyon ve tam anatomik rediiksiyonun tam tersine mikro-hareket ve yiik
tasima sonrasinda goriilen bir iyilesme seklidir. Bu iyilesme sekli ortopedik
tedavilerde 6zellikle tiim cerrahi olmayan tedavilerde ve ayni zamanda intramediiller
¢ivi, eksternal fiksasyon ve komplike komiine kiriklarda bazi internal fiksasyon
tedavilerinde goriilmektedir (28). Fizyolojisinde Oncelikli olarak basamaklarina
bakildiginda, ilk once akut travmayi takiben kirik hematomu olusmaktadir. Bu
hematom icerisinde periferik ve intramediiller kan hiicreleri ile beraber kemik iligi kok
hiicreleri de bulunmaktadir. Bu yaralanma ile erken donemde inflamatuar faz
baslamakta ve bu faz iyilesmeyi saglamaktadir. Bu inflamatuar faz 6zellikle kirik
hematomu olustuktan sonra ilk 24 saatte baslar ve 7 giine kadar siirer ve hematom
koagiilasyonunu takiben yumusak kallus dokusu olusumuna kadar devam eder. Kirik
hematomu literatiirde 6zellikle interlokinler (IL-1, iL-6) Tumor Nekrosing Factor-a
(TNF-a), Fibrobast Growth Factor (FGF), Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1),
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Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Vascular Endotelial Growth Factor
(VEGF), Transforming Growth Factor (TGF siiperfamilyasi, BMP-2, BMP-7) sinyal
molekiilleri agisindan énem arz eder. Bu molekiiller endoteliyal hiicreler ile beraber
makrofajlar, monositler, trombositler tarafindan sentezlenmekte olup bu
sentezlenmeye go¢ eden osteoblastlar ve osteoklastlar da katilirlar. Literatiirde
biyokimyasal diizeyde bu faktorler tanimlanirken kirik iyilesmesinde ayni zamanda bu
faktorlerden bazilarinin da 6zellikle BMP-2 ve BMP-7 kullanimina baslanmistir (29-
31). lyilesmede bir sonraki basamak ise mezenkimal kok hiicre migrasyonu ve bu kok
hiicrelerin yerlesebilecegi bir ekstraseliiler matriks olusumudur. Ekstraseliiler matriks
tyilesme dokusunda bulunan hiicreler tarafinca sentezlenebilecegi gibi ayn1 zamanda
da cerrahi planlamasi igerisinde bulunabilir. Iyilesme igin literatiire bakildig1 zaman
bu konu hakkinda bir¢ok arastirma bulundugu gibi biyocati tanimlamasi ve kullanilan
biyogatilar igerisinde bu konuya deginilecektir. Kallus dokusunun olusumunda gerekli
olan kok hiicrelerin nereden geldigi tam olarak bilinmemekle birlikte ozellikle
cevreleyen yumusak dokudan, periosttan ve kemik iliginden geldigi diisiiniilmektedir
(32). Kok hiicrelerin gogli tamamlandiktan sonra kollajen-1 ve kollajen-2 sentezi ve

bir¢ok peptid sentezi baslar. Bu da yumusak kallus formasyonunun olusumunu saglar.

Sekonder kemik iyilesmesi hem enkondral hem de intraosseoz ossifikasyonun
beraber olusumu ile saglanir. Bu durum kartilojen kallus dokusunun olusumu ve bu
dokunun minerailzasyonu ve remodelizasyonu ile tamamlanir. Bahsedildigi gibi
primer hematomu takiben fibrinden zengin graniilasyon dokusu olusmaktaydi (33).
Bu doku igerisinde her iki kirik hattinda enkondral ossifikasyon olusmaktaydi.
Mekanik olarak stabilitesi az olan bu u¢larda kartilaj dokusu olustuktan sonra yumusak
kallus olusumu ile kirik stabillesir (34). Travma sonrasinda 7-9 giin sonra yumusak
kallus dokusu olusmustur ve bu doku kollajen tip 2 ve proteoglikanlardan zengindir.
Ayn1 zamanda intramembrandz ossifikasyon da uyarilmis olur ve subperiostal olarak
mineralizasyon ile beraber sert kallus formasyonu olusur. Sert kallus formasyonu
olusumu sirasinda Koloni Stimiile Edici Faktor (CSF), RANKL, TNF-a,
osteoprotegrin gibi biyokimyasal faktorlerin uyarim ile kartilaj dokusu ekstraseliiler
matriksinde kalsifikasyon saglar. Mitokondri igerisindeki graniilasyonlar hipoksik
zeminde kalsiyum tagimaya baslar ve ekstraselliiler matrikse dogru tasindik¢a fosfat

ile birleserek apatit kristallerini olusturur (35). Kondrosit apoptozisi ile beraber
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ekstraseliiler matriks kollajen tip 1 dominant hali alir ve proteoglikan sentezi artar. Bu
formasyon ile kirik uglar1 arasinda kontakt ve yari-rijit iyilesme dokusu kullanima ve
yiik tasimaya uygun hale gelir (27). Es zamanl olarak VEGF, anjiopoetinler ile
beraber vaskiilarizasyonu tetikler ve neo-vaskiilarizasyon saglanmis olur. Ayni
zamanda BMP tiplerinin de anjiogenezise katki sagladig: literatiirde gosterilmistir
(36). Sonunda remodelizsyon ile skar dokusu goriilmeden kirik iyilesmis olur. Bu
remodelizasyonda osteoklast aktivasyonu takiben sert kallus rezorpsiyonu ve
osteoblast aktivasyonu ile lamellar kemik olusumu rol oynar. Ayn1 zamanda kemik
polaritesi de remodelizasyonda ¢ok énemlidir. Aksiyal yiiklenme ile beraber konveks
taraf elektropozitif olurken konkav taraf elektronegatiftir. Osteoklast aktivasyonu ve

osteoblast aktivasyonu bu elektrik aktivitesine bagli olarak ta kontrol edilir (23).

Sonu¢ olarak, uygun kanlanma, uygun niitrisyonal denge ile beraber
biyokimyasal molekiiler seviyede herhangi bir bozukluk olmasi durumunda
kaynamama goriilmektedir. Yine bahsedilmesi gereken diger énemli bir nokta da
mekanik olarak stabilizasyondur. Mekanik olarak instabil ve uygun kanlanma olmayan
durumlarda atrofik kaynamama gergeklesirken, mekanik olarak instabil ve uygun
kanlanmasi1 olan dokularda hipertrofik kaynamama gerceklesmektedir. Bu durum da

ekstra mekanik stabilitenin iyilesmede 6nemli oldugunun gostergesidir (37).

2.3.2. Kemik Defekti Tedavisi Yonetimi

Ciddi kemik kaybi, kemik kiriklarinda sik rastlanilan bir durum degildir ve
tedavisi zordur. Cerrahi tedavisi zaman alici, teknik olarak zor, fiziksel ve psikolojik
acidan hasta icin zorlayic1 ve basari sansi agisindan garantisi olmayan bir durumdur
(14).

Hastalarda oncelikli olarak metabolik ve endokrinolojik durumlar kontrol
altina alinmalidir. Optimal iyilesmede gosterilmis Onemli olan bir ¢ok faktor
bulunmaktadir. Bu faktdrler arasinda tiitiin kullanimi1 ve glisemik kontrol en 6nemli
hasta bazli faktorlerdendir. Bu durumlar disinda beslenmenin optimalizasyonu ve
hormonal balans ta ¢ok degerlidir. Tedavi edilecek hastalarda D vitamini, tiroid ve
paratiroid hormon degerlerine bakilmasi, hipogonadizm varliginin sorgulanmasi ve

olasi sikintilarin giderilmesi tedavide rol oynamaktadir  (38). Genel hasta
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degerlendirilmesinden  sonra travma  bélgesi yumusak doku  durumu

degerlendirilmelidir. Yumusak doku rekonstriiksiyonu hasta bazinda degerlendirilmeli

ve optimal tedavisi yapilmalidir.

Kemik defektlerinin izole tedavisinde ise cerrahi standartta segenekler

mevcuttur. Bu segenekler literatiirde algoritmik olarak ta tanimlanmistir (39) (Tablo

2.1).

Tablo 2.1. Kemik defektlerinde tedavi algoritmasi

Yonetim Metodu

Defekt Buyiik|igt

Avantajlar

Dezavantajlar

Otolog Kemik Grefil

Allogreft

D Hze Kemnik Madrik

Kemuk Morfogenetik Protein

Masqualet tekmigi

Distraksiyon Osteopenesisi

(Mizarov Tekmpi)

Akut Kisabima

Vaskilarize Fibala Grefti

Amputasyon

Belirsiz

Sepmontal kemik defehtiert icin

Tek basamak tedavi, Bulagic
bastalik gegis yok, Immiinolojik
reaksiyon yok, Diguk malivet,
ostcaindhad, osteokondilkaf ve
eovieajendk daellikler

Danie balge kompliasyonkan yok,
sinirsiz hacim, yapisal dzellikleri
vt

Osteomndiikeif Ozellikior, donie

yetersiz kimst

Segmental kemik defektlen iwm
yetersiz kanst

2 10 em (5-24 cm aras)

$-10 cm

10:20 e

Uygalanamaz

bolge komplikasyonlan yok

Ostecandiknf ozellikler, kemak
wreftl arttine:

Ekstermal fiksatde veya nternal
fiksantir kudlanidabilis, weus maliyet,
rekonstriksiyon zuman defekt
ilyiklids ile alakasi

Donile balge kompliasyonkan yok,
goklu osteotamiler fle zaman
Kusaltilabilir, givenilie scknik

Dande bddge sorundan, simirl gredt
hacmi, yapial deelliklen yok

Stk remodelizsyon, hastalik
bulagma nisks, osteoindihaif ve
osacajenik daellikler yok, maliyets
viiksek

Malivet viiksek, yapsal Gzctlik vok,
segmental kemik defektlorimde kaunit

yok
Yapesal beellik yok, yiksek maliyet

Iki basunsakh cermahi, uzun
ramanda iyilesme, allogrefi veyn
oeogref kollammm 3:1 den faxla

olamie

Uzan rekonsr@ktif peetyvol,
Eksternal (sasyoonn waun slrel)
olmssing bagh
Romplikasyonlr, implan
kullamamman pahalbligs

Basit ve izl yi y h fks Aullanimm sorlugs.
doku problemler! ek sefenle dofeks ve Kusaltns by OkSidiine
ugdabili, donie balger haglt olorak tokrar wearma theiyne,
komplikasyvalsn yok, vouz maliyet Maliyot ydksckligi
Masqualet ve llizaroy seknigine Doniie bodge sonumban, prosediirin

ghre daka buxh rekoastritksivon,
ucuz nmbiyet

EXstremite kurtarmsadaya pore daba
zh ve ueuz maliyet, geng ve
erigkanlerde iyt protex sonuglan

cermhi olarak zorfugu, timith
kullamm, tekrarlayan knklar

Kalet ofarak ekstremite kaybn,

hayat boyu protez kllanmmn
maliyeti

Kemik iyilesmesinde bilinmesi gereken birkag terim i¢in agiklama gereklidir.

Bu terimler 6zellikle osteoindiiksiyon, osteokondiiksiyon ve osteointegrasyondur.

Osteoindiiksiyon, andiferansiye pluripontent kok hiicrelerin kemik hiicrelerine

dontlistimiidiir. Yani kisaca osteogenesis olarak ta adlandirilabilir (Sekil 2.5).
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Osteokondiiksiyon ise kisaca kemigin bir yiizey iizerine veya kanallarina, porlarina

veya bosluklarina dogru biiyiimesidir (40).

Osteointegrasyon biraz daha farklidir. Implant ile kemik arasindaki direkt
kontakt olarak adlandirilabilir (41). Histolojik olarak ise implant ile kemik arasinda
fibr6z doku olugsmadan direkt olarak kemik olusumu olarak tanimlanmistir. Dolayisi
ile osteoindiiksiyon, osteokondiiksiyon ve osteointegrasyon birbiri ile i¢ ige gegcmis

tanimlardir ve kemik iyilesmesinde 6nemlidirler.

Tedavide defektif kemik yerine konulabilecek implant veya greft li¢ 6zellik
icermelidir; osteokonduktif matriks, osteoindiiktif proteinler ve osteojenik hiicreler.

Bu komponentlerin hepsini i¢eren implant veya greft tedavide altin standart olmalidir.

C@R D) Andiferansiye

‘ Mezenkimal Kok Hucre

OSTEOGENIK INDUKSIYON /'QD
Preosteoblast

KEMIK OLUSUMU — M Osteoblast

-
Osteosit
24

* T., A, & C, J. (2001). Osteoinduction, osteoconduction and osseointegration. European Spine
Journal, 10 (0), S96-S101.

Sekil 2.5. Osteoindiiksiyon™®

Bu bilgiler 1s1ginda defekt tedavisine doniildiigii zaman ilk olarak otolog kemik
greftleri 5 cm den kiiciik defektlerde kullanilabilir. Ozellikle osteokondiiktif 6zellikleri
agir basmakla beraber ayn1 zamanda kii¢iikk te olsa osteoindiiktif ozellikleri de
mevcuttur. {liak kanattan alinan greftler hala giiniimiizde altin standart tedavi yontemi
olarak ge¢mektedir. Yine literatiirde vurgulanan artik Reamer-Irrigator-Aspirator
(RIA) da otolog greft alinma ydntemi olarak 6ne ¢ikmaktadir (42). 5 cm’den biiyiik

defektlerde ise greft rezopsiyonu goriilmekte ve nekrotik kemik dokusu temizlendigi
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goriilmektedir (43). Bu sebeple biiyiikk defektlerde kullanilamamaktadir. Ayni

zamanda dondr bolge sorunlar1 da yine bu tedavi sekli komplikasyonlarindandir (44).

Bir diger tanimlanmis tedavi yontemi ise allogreftler veya kemik grefti yerine
konulabilecek materyallerdir. Oncelikli olarak allogreftler, kanselloz ve kortikal
olarak ayrilabilir. Burada kanselloz allogreftler osteokondiiktif bir materyal olarak
gorev almakta olan devital greft seklidir. Kortikal allogreftlerde ise yapisal olarak
katkida bulunurlar. Kemik yer degistirme * (Creeping Substitution)’ ile vitalize dokuya
donebilirler. Demineralize kemik matriksi ise hidroklorik asit ile mineralizasyonu
azaltilmis kemik matriksi olarak tarif edilebilir. Bu durumda kemik allogreftinde
osteokondiiktif matriks ile beraber osteoindiiktif biiyiime faktorleri bulunmaktadir.
Donor kemik ve alinma sekli ile kalitesi degismektedir (45). Bu tedavi yontemleri ise
maliyeti yiiksek, ayni zamanda kemik defektlerinde kullanmimi sinirhidir. Ozellikle

demineralize kemik matriksi i¢in yeterli kanit ta yoktur.

Otolog kemik greftleri 5 cm den biiylik kemik defektlerinde rezorpsiyonu ile
beraber kullanimi uygun degildir. Bu durumda Masqualet alternatif olarak
indiiklenmis membran teknigini one siirmiistiir. Bu teknikte biiylime faktorlerinden
ozellikle VEGF, TGF-a, BMP-2 gibi zengin, ayristirilmis bir kompartman yaratilmak
istenmistir (46). Bu kompartman ile greft rezorpsiyonu azaltilarak ayni1 zamanda bu
faktorler yardimi ile ve membranin vaskiilarizasyonu ile konsolidasyon arttiritlmak
istenmistir. Dolayis1 ile defekt biiyiikligiinden bagimsiz olarak kemik kaynamasi
saglanabilmesi hedeflenmistir (47). Iki basamakli bir tedavi seklidir. Oncelikli olarak
Polimetil metakrilat ile defekt boslugu korunarak membran olusumu saglanir ve 2.
basamak cerrahi tedavide ise bu bosluk greftlenir. Uzun siireli bir tedavi yontemi
olusu, kullanilan implantlarin maliyeti ve tekrarlayan cerrahi ihtiyaci her ne kadar

giivenilir bir tedavi olsa da bu teknigin olumsuz yonlerindendir.

Distraksiyon osteogenezisinde, segmental bir kemik kaybi baska bir seviyeden
mobilize olmus kemik segmenti ile kapatilmaya caligilir. Bu segment mobilize hale
getirildikten sonra, eksternal fiksator veya intramediiller ¢ivi yardimi ile kontrollii bir
sekilde kaydirilmas1 ana prensibidir. ilizarov tarafindan popiilerize edilmis olup
kendisinin tirettigi sirkiiler fiksatorlerin daha sonra monolateral ile de uygulanabildigi

gosterildikten sonra daha fazla ¢aligma ve cerrahi uygulama igerisine girmistir. Pre-
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operatif planlama sonrasinda kurulacak olan ‘frame’ teller ve pinler yardimi ile
fiksasyonu yapilir. Takibinde metafizyal olarak kortikotomi yapilarak mobilize bir
segment olusturulur. Genellikle 1 hafta siiren bir latent periyod sonrasinda ise giinliik

1 mm olacak sekilde segmentin kaydirma islemi gergeklestirilir (48).

Bu yoOntemin avantajlarmma bakildigi zaman gilivenilir olmasi, defekt
bliyiikliigiinden bagimsiz olarak tedavi edilebilirligi, ek olarak yumusak dokulara zarar
vermemesi olarak gosterilebilir. Ancak uzun siiren tedavi olmasi, hastaya psikolojik
olarak ciddi ytik bindirmesi, uzamig eksternal fiksasyonda pin dibi enfeksiyonlar1 ve
tekrarlayan hastanede kalis siireleri géz 6niinde bulundurulmalidir. Maliyeti yiiksek
bir tedavi olmasi1 ve ayni1 zamanda eksternal fiksasyon ¢ikarildiktan sonra yeniden kirik
olusabilmesi veya deformasyon gelisme ihtimali de bu tedavinin olumsuz

yonlerindendir (49).

Akut kisaltma da en basit ve en hizli tedavi yontemlerinden bir tanesidir. Aynm
zamanda bu tedavi erken donemde yumusak doku rejenerasyonuna izin verebilen,
primer yara onarimi saglayabilen bir tedavi yontemidir. Siklikla ekstremite uzunluk
farkinin Onemi daha az olan {ist ekstremite segmenter kemik kayiplarinda
kullanilabilir. Daha sonrasinda uzatma veya distraksiyon osteogenezisi kullanimi
ihtiyaci1 olmasi, kisaltma sirasinda damar katlantisi sebebi ile perfiizyonun bozulmasi,
kisaliga bagli olarak ekstremite kullanim zorlugu bu tedavi yonteminin

komplikasyonlarindandir (50).

1970’ de mikrocerrahi tekniklerinin gelismesi ile popiilerize olan vaskiilarize
fibula grefti uygulamas: segmenter kemik defektlerinde sik kullanilan bir tedavi
yontemiydi. Ancak ciddi mikrocerrahi uzmanligi gerektirmesi, hem dondr bolge
sorunlarinin olusmasi hem de limitli kullaniminin olmasi nedeni ile giiniimiizde
indiiklenmis membran teknigi ve distraksiyon osteogenezis tekniklerinin de gelismesi
ile popiilaritesini kaybetmistir. Ayni zaman da yiikk verme konusunda fibula
hipertrofisinin beklenmesi nedeni ile zamana ihtiya¢ duyulmasi, hem de bu zaman
icerisinde greftte kirik olma ihtimali nedeni ile komplikasyonlar1 fazla olan bir
tekniktir (51). Cok sik uygulanmamaktadir. Literatiirde 4-17 c¢cm arasi defektlerde
kullanilabilecek bir tedavi yontemidir (52).
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Hasta iizerinden degerlendirilmesi yapildiginda ve giliniimiiz tedavi
yontemlerinden fayda goriilmeyecegi diisiiniilen hastalarda amputasyon da bir
secenektir. Ekstremite kurtarmaya yonelik girisimlere gore daha hizl iyilesme ve
ozellikle gen¢ ve erigkinlerde protez kullanimina adaptasyonun hizli oldugu goz
oniinde bulunduruldugunda, ek morbiditeler varliginda kullanilabilecek bir tedavi
metodudur. Ancak ekstremitenin kalic1 olarak kaybi ve hayat sonuna kadar protez
kullaniminin vermis oldugu maliyet yiiksekligi ve psikososyal problemler de bu

tedavinin sorunlarindandir.

Ozetle bakildig1 zaman tedavide kullanilan ydntemler hala giiniimiizde tam
olarak ¢oziim saglayamamis ve hala hem ortopedik cerrahi hem de hasta agisindan bir
basa ¢ikilmasi gereken bir mesele olmaktadir. Bu durum hala giiniimiizde yeni tedavi

yontemlerinin arastirilmasina sebebiyet vermektedir.

2.4. Kemik Iyilesmesinde Kok Hiicre

Gilintimiizde gelisen kok hiicre teknolojisi ile beraber hastaliklarin tedavisinde

literatiirde yapilan ¢alismalarin sayis1 ve kullanimi artmistir.

2.4.1. Kok Hiicre Tanimi ve Ozellikleri

Kok hiicreler tanim olarak kendi kendini yenileyebilen, bir kisim yavru ve
kendisine benzeyen hiicre olusturabilen ve ayni zamanda 06zel hiicre grubuna
dontisebilme yetenegi olan hiicrelere verilen genel isimdir. Kok hiicreler kendi
igerisinde belirli gruplara ayrilirlar; bunlar totipotent kok hiicreler, pluripotent kok
hiicreler, mulitpotent kok hiicreler ve unipotent kok hiicreler. Kisaca totipotent
hiicreler plasenta da dahil olmak {izere ekstra-embriyonik ve embriyonik her hiicreye
doniigebilme yetenegine sahip hiicrelerken, pluripotent hiicreler ise embriyonik

herhangi bir hiicreye doniisebilme yetenegine sahip hiicrelerdir (53).

Bir kok hiicre biitiin hiicrelere doniisebilme yetenegini kaybederse bu hiicreye
multipotent kok hiicre adi verilmektedir. Bu hiicreler genellikle bagli bulundugu
embriyonik germ yapragina ait hiicre toplulugu iiretebilirler. Genellikle doku veya

organ spesifik olarak adlandirilirlar. Kas-iskelet sistemi igerisinde 6rnek verilecek
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olursa en sik bilinen hematopoetik kok hiicrelerdir. Biitiin kan dokusu hiicrelerini ve
sadece bu hiicreleri iiretebilme yetenegine sahip hiicrelerdir. Ayn1 zamanda ¢alisma ve
ortopedik cerrahi tedavi agisindan 6nemli olan kemik iliginde bulunan mezenkimal
kok hiicreler de bulunmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin 6zelliklerine ayrintili

olarak degerlendirilecektir.

Son olarak ise unipotent kok hiicreler sadece tek bir gruba doniisebilme
yetenegi olan hiicrelerdir. Literatiirde bazen kok hiicre olarak adlandirilmayabilirler.
Bu hiicre grubuna oOrnek olarak kas dokusu igerisindeki satellit hiicreler 6rnek

verilebilir. Sadece kas hiicresine doniisebilme yetenegine sahiptirler.

2.4.2. Mezenkimal Kok Hiicre Ozellikleri

Anlatildig: tizere kirik iyilesmesi kemik kirildig1 andan itibaren baglamaktaydi.
Kirik hematomu olusumu takiben pro-inflamatuar faz ile beraber inflamatuar hiicreler
ve inflamatuar sitokinler hizla artmaktaydi. Ayni zaman igerisinde progenitor hiicreler
de endosteal ve periosteal olarak ayni1 zamanda kirik sonrasinda kemik iliginden go¢
ederek iyilesmeyi baslatmaktaydilar. Iyilesme sirasinda sayisiz sitokinler ve
kemokinler mekanik faktorlerin de yardimi ile genetik proliferasyonu arttirmakta ve
osteojenik ve kondrojenik diferensiyasyonu saglamaktaydilar. Endosteal ve periosteal
bolgelerde kirik stabilizasyonu daha fazla iken intraosseoz ossifikasyon ve mobilitenin
daha fazla oldugu kirik hattinda ise endokondral ossifikasyon olusmaktayd: (Sekil
2.6).
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Endokondral ossificasyon

intramemarano: Intramembandz >

Kortikal Kemik

-3 —
Intramembranaz Intramembrandz j —

i Kallus P e
- = Endokondral Dssifikasyon .

Sekil 2.6. Intramembrandz ve endokondral ossifikasyon™

* Bragdon B., Bahney C. Origin of Reparative Stem Cells in Fracture Healing, Current Osteoporosis
Reports August 2018, Volume 16, Issue 4, pp 490-503

Bu bilgiler ile hiicre gruplarindan osteojenik etki agisindan doniisiim igin
onemli olan bir takim yiizey belirtegleri (Marker) literatiirde belirtilmistir. Burada
onemli olan Mezenkimal Kok Hiicreler’in yiizey belirteglerinden bahsedilmelidir. Bu
belirtegler mezenkimal kok hiicre doniisiimleri agisindan prediktif onem arz eder (53).

(Tablo 2)

Tablo 2.2. Mezenkimal kdk hiicre yiizey belirtegleri

CD29 Travmatize Bolge Substance P isaretleyicisi

CD31 Endoltelyal| Anjiojenik progenitor yuzey isaretleyicisi

CcD34 Hematopetik| Endtelyal progenitor ylizey isaretleyicisi

CD44 Erken mezenkimal kdk hiicre isaretleyicisi

CD4s Genel hematopoetik kok hiicre isaretleyicisi

CcD73 in vitro osteojenik kapasitesi gosterilmis kok hiicre isaretleyicisi
CD105 In vitro osteojenik kapasitesi gésterilmis kék hiicre isaretleyicisi
CD146 Hematopetik | osteojenik ozellikleri olan kék hiicre isaretleyicisi
cD271 In vitro osteojenik kapasitesi gosterilmis kok hicre Isaretleyicisi
STRO-1 In vitro osteojenik kapasitesi gésterilmis kék hicre isaretleyicisi
Sca-1 In vitro osteojenik kapasitesi gosterilmis kok hiicre isaretleyicisi
C-kit Yenilenebilen endotelyal progenitor kék hicre isaretleyicisi

CXCR4 SDF-1a reseptdri


https://link.springer.com/journal/11914
https://link.springer.com/journal/11914
https://link.springer.com/journal/11914/16/4/page/1
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Ancak son zamanlarda yapilan ¢alismalarda kemik iligi kokenli mezenkimal
kok hiicrelerin daha az olarak kallus dokusuna katildiklar1 gosterilmistir (54). Ancak
kallus dokusuna direkt katkis1 olmasa bile inflamatuar yanitta ve ayni zamanda
stimulator sitokinlerin saliniminda 6zellikle TGF-8, IGF, EGF, GM-CSF gibi biiyiime

faktorlerinin saliniminda da 6zellikli ve 6nemli rolleri oldugu belirtilmistir (55).

Burada kemik iyilesmesinde baslik agilmasi gereken 6zellikli hiicre grubu
periosteal progenitdr hiicre grubudur. Periost en i¢ hiicre tabakasinda bulunan bu
hiicreler kallus dokusu olusmasinda 6zellikli rol oynar. Yapilan caligmalarda literatiire
siklikla periost zedelenmesi ile kemik dokusu iyilesmesinin gecikmesi arasinda
baglantilar gosterilmistir (56). Literatiirde bu hiicre toplulugunun en ciddi
osteoprogenitdr hiicre toplulugu oldugu ayni1 zamanda mezenkimal kok hiicre yiizey

belirteglerinden de CD73, CD90 ve CD105 tasidiklar: belirtilmistir (57, 58).

Modern genetik bilimi sayesinde daha fazla kok hiicre calismalar1 yapilmaya
baslanmistir. Giiniimiiz datasina bakildig1 zaman kemik iyilesmesinde birden fazla
progenitdr hiicre bulunurken, bu hiicre topluluklarinin fonksiyonel rolleri de hala
arastirilmaya devam etmektedir. Literatiirde yiizey belirteg sayisi gittikce artarken, bu
gruplarin bazilarmin fonksiyonlar1 hala tam olarak bilinmemektedir. Ancak daha
onemli olan ve akillardan ¢ikarilmamasi gereken nokta, hala bu hiicre topluluklarinin
beraber olarak etkilesimlerinin nasil oldugunu ve birbirlerini nasil tam olarak

etkileyeceklerinin bilinmemesidir (53).

2.5. Biyocat1 Tammm ve Ozellikleri

Anlatildig lizere kemik defektlerinde optimal tedavi giliniimiizde hala otolog
kemik greftleri idi. Ancak yeterli diizeyde greft alinamamasi, cerrahi siirenin uzamasi,
ek cerrahi girisimlere ihtiyag duyulmasi ve ko-morbiditelerin artmasi, maliyetin
artmasi gibi sebepler nedeniyle ortopedik cerrahlar tarafindan hala yeni tedavi
yontemleri arastirilmaktaydi (59). Arastirmacilar tarafindan hastanin kendi kansell6z
kemigi yerine gecebilecek, liretilebilecek ve saklanabilecek ¢esitli biyogati konseptleri

tizerinde caligmalar yapmaktadirlar.
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Biyogati tanimina bakildigi zaman literatiirde, kemik biiylimesi ve doku
gelismesi agisindan spesifik ¢evre ve mimari yaratan gecici kaliplardir (60). Uygun
bir biyogat1 ise dogal dokuyu taklit edebilen bir ekstraseliiler matriksi olan, hiicre
tutunmasi, proliferasyonu ve diferensiyasyonuna izin veren yardimeci bir

biyomateryaldir.

Kemik dokusuna bakildiginda osteoprogenitor hiicreler, biiyiime faktorleri ve
vaskiilarizasyon bu dokunun mikrogevresini olusturmaktaydi. Burada iyilesmede
temel fabrikasyon iirlinli biyocatidir. Burada iyilesmede biyogatinin temel sart1 hiicre
yapismasini, proliferasyonunu ve diferensiyasyonunu saglayabilmektir. Bu sartlar
saglayabilecek bir biyocat1 temel 6zelliklere sahip olabilmelidir. Bu 6zellikler; biyo
uyum, porozite, mikro ve nano yapi, degredasyon hizi, mekanik giicii, bilylime
faktorlerini ¢ekebilmesi olarak siralanabilir (61). Biyo uyum, kullanilan biyogatinin
lokal veya sistemik olarak bir yanit uyandirmamasi olarak agiklanabilir. Biyocati
mikro ve nano yapisi hiicre tutunmasi ve proliferasyonunu etkiledigi gibi ayni
zamanda vaskiilarizasyon ve dolayisi ile beslenme ve oksijenasyonu etkilemektedir.
Ayni zamanda bu yapidaki porozite, yani por olusumlar1 da osteogeneziste yani
osteoprogenitor hiicrelerin cevaplarinda 6nemlidir (62). Biiyiik porlar ile beraber hiicre
migrasyonu ve yayilimi artarken, kiiciik porlarda kemik ice biiylimesi olmaktadir.
Ayn1 zamanda bu porlarin birbiri ile baglantili olmasi biiyliyecek doku ve
vaskiilarizasyon agisindan 6nem arz eder. Ama por sayisi dengede tutulmalidir ¢iinkii
say1 arttik¢a biyogatinin mekanik giicti azalmaktadir ve kemik defektlerinde mekanik
giic te onemlidir. Kullanilacak optimal biyocatinin degredasyon hizi da diizenli
olmalidir ¢linkii degredasyon olmadan dnce yeterli mekanik giicli saglarken es zamanl

olarak yeni gelisecek kemik dokusuna da yer birakmalidir (63).

Literatiirde varolan biyogatilara bakildigi zaman ¢esitli materyaller
denenmistir. Bunlar gruplandirildigi zaman bu gruplar dogal ve sentetik polimerler,

seramik bazli biyocatilar, metalik biyocatilar ve kompozit biyogatilar olarak

gruplandirilabilir (64) (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. Biyogatt materyalleri ve alt bagliklari

Dogal Polimer Sentetik Polimer m Metalik m

Kollajen Poliester Biyocam Titanyum Polimer/Seramik
(Polilaktik asit,
Polikaprolakton)

Kitosan Kopolimer Kalsiyum Fosfat Paslanmaz Metal/Seramik
(PLGA) Celik

ipek Kémiir Metal /Polimer

Aljinat

Hyalironik asit
Peptid Hidrojel

Yaklasik 100 yildir otolog kemik grefti yerine kullanilabilecek materyaller
aranmaktadir. Ayn1 zamanda 20 yildan fazla olmak {izere doku miihendisligi ve
genetik miithendislikler ile biyogati iiretimi arastirilmaktadir. Literatiirde tariflenmis
bir¢ok biyocatt ve biyocati malzemesi bulunmaktadir. Bunlar arasinda dnceden beri
kullanilan metal ve seramik biyogatilarin degredasyon hizinin az olmasi veya
olmamas1 ve ¢ikarilmasi i¢in ek cerrahi girisim gerektirmesi nedeni kemik doku
miihendisliginden ziyade artroplasti tekonolojisi {izerinde g¢aligmasinin artmasina
neden olmustur (65-67). Biyoseramik kompozitlerde ise literatiirde en fazla ¢alismasi
yapilan biyocati tiirlerindendir. Hidroksiapatit kristaller, dikalsiyum fosfat ve
trikalsiyum fosfat en fazla denenen ve basarili olan tiirlerdendir. Ozellikle
hidroksiapatit kristaller kontrollii degredasyon ve sitotoksisite azlig1 nedeni ile
ortopedik cerrahide kullanilan biyogati tiiridiir. Osteokondiiktif ve osteoindiiktif
ozellikleri mevcuttur. Diger bir tiir olan trikalsiyum fosfat, ozellikle kollajen
kombinasyonu ile in vivo ¢alismalarda basarili sonuglari oldugu gosterilmistir (68).
Ancak kirilmaya yatkinlik ve degredasyon hizinin az olmasi ve bu hizin tahmin

edilememesi nedeni ile 6zellikle biyocati olarak kullanim1 yaygin degildir.

Bir diger 6nemli ve giinlimiizde popiilerize olmus biyogat1 tiirii ise
polimerlerdir. Esneklik, biyouyum ve biyodegredasyon temel o6zelliklerindendir.
Dogal polimerlerden drnekler arasinda kollajen bazli biyogatilar, ipek, aljinat, kitosan
ve hyaliironik asit denenmis ve sonuglar kiyaslanmistir. Ayni zamanda benzer

mekanizma ile sentetik polimerler iiretilmeye calisilmis ve bu iiretim sirasinda bir



24

biyogatinin énemli 6zellikleri sentetik polimerler {izerinde ayarlanmaya ¢alisilmistir.
Porlarin ¢aplari, porozite derecesi, degredasyon hizi ve mekanik giicii ayarlanarak
uygun biyogat1 iiretilmeye c¢alisilmistir. Bunlar arasinda en sik denenen sentetik
polimerlerde polilaktik asit, polikaprolakton, poliglikolik asit ve polietilen glikol
bulunmaktadir (69). Ancak genellikle bu sentetik polimerlerin hidrofobik yapisi ve
hiicre adezyonuna izin vermeyisi, biyoaktivite agisindan ikincil modifikasyonlara
ihtiyag dogurmustur (70). Ayn1 zamanda polimer biyocatilarin mekanik 6zelliklerinin
de yeterli olmayisinin diizenlenmesi i¢in yapilan arastirmalarda, kombine polimer-
biyoseramik ve polimer-biyoaktif cam kullanimi arastirilmaya baslanmistir. Bu sayede
hem biyocat1 adezif yiiziinde biyokatif materyal kullanilabilirken es zamanli olarak
mekanik Ozelliklerinin de arttirilmast saglanmistir. Kollajen bazli kompozit
biyocatilara baktigimiz zaman, 6zellikle hidroksiapatit kristalleri ile beraber kullanilan
biyogatilara literatiirde daha sik rastlanmaktadir. izole hidroksiapatit kristallere gore
degredasyonu daha iyi ve es zamanli olarak hiicre vitalitesinin arttigi ve
kemiklesmenin saglandig1 gosterilmistir (71). Ancak mekanik fiksasyon gerekmesine
vurgu yapilmistir. Ayn1 zamanda bir baska calismada hidroksiapatit kristallerinin
arttirilmasi ile beraber anjiogenezis ve matriks depolanmasinin arttigi, osteojenik

aktivitenin arttig1 ve mineralizasyonun arttig1 gosterilmistir (72).

Literatiirde varolan tanimlanmis biyocatilara bakildiginda optimal bir sonug
elde edilemedigi goriilmektedir. Cogu biyomateryal in vitro olarak test edilmis ve
gercek ekstraseliiler sivilarda, inflamasyon ve mekanik stimulasyon varliginda
denenmemistir. Dolayis1 ile optimal bir biyocati varligi hala net degildir ve

aragtirllmaya devam edilmektedir (59).

2.5.1. Deseliilarize Omentum’un Biyocat1 Olarak Uygulanmasi

Omentum Ozellikle zengin vaskiiler yapisi, hipoksik ve iskemik dokularda
anjiyojenik aktivitesinin olmasi, lokal yapilara adezyon kabiliyeti ve biiyiime
faktorlerinden zengin olmasit sebebi ile Ozellikle rekonstriiktif cerrahide sik
kullanilabilen bir dokudur (73, 74). Aym1 zamanda literatiirde serbest flepler olarak
veya pedikiilli olarak bir ¢ok amag¢ dogrultusunda kullanilabilmektedirler.

Kardiyovaskiiler cerrahide, genel cerrahide o6zellikle bir ¢ok dokunun iizerini
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ortmekte, yara enfeksiyonlarin1 kapatmakta ve skalp yaralanmalarinda yara yeri
rekonstriiksiyonunda kullanilabilecek bir dokudur (75). Bu adezyon ve ekstraseliiler
matriks kompozisyonundan 6tiirii yumugak doku augmentasyonunda kullanilabilecegi

in vitro olarak gosterilebilmistir (76).

Bu bilgiler omentumun bir biyogati olarak kullanilabilmesi igin cesaret
yaratmistir. Ancak 6ncelikli olarak deseliilarizasyonun iyi olarak bilinmesi gereklidir.
Deseliilarizasyon dogal yapiy1 ve ekstraseliiler matriks kompozisyonunu korurken es
zamanli olarak biitiin rezidiiel hiicresel fragmanlarin temizlenmesi olarak tarif
edilebilir. Bdylelikle korunmus olan ekstraseliiler matriks hiicre kemotaksisini,
mitozunu ve diferensiyasyonunu saglayabilir (77). Deseliilarizasyon protokolii fiziksel
kimyasal ve biyolojik ajanlar ile beraber yapilabilir. Ozellikle omentum bazli

biyogatinin deseliilarizasyon siireci literatiirde standardize edilerek tariflenmistir (78).

Benzer sekilde biyolojik biyocati olarak cilt, fasya lata ve kardiyovaskiiler
cerrahide perikardiyum olarak denenmis ve basarili sonuglar1 alinarak ayni sekilde
piyasada yer edinmis ve kullanima girmistir. Yine plasenta da biyolojik biyogati olarak

aragtirllmaya devam edilmektedir.

Literatiire bakildigi zaman ortopedik cerrahi igerisinde deseliilarize

omentumun kullanim1 yoktur, daha 6nce denenmemistir.

2.6. Trombositten Zengin Plazma (Platelet Rich Plasma, PRP)

Yaklasik 20 yildir otolog trombosit konsantrasyonlari ortopedi, spor hekimligi,
plastik cerrahi gibi tibbin birgok boliimiinde kullanilmaktadir ve bu konsantrasyonlar
arasinda en sik kullanilan konsantrasyon ise Trombositten Zengin Plazma (PRP) dir
(79). Temel anlami esas olarak tam kanin trombositten suprafizyolojik
konsantrasyonda otolog derivasyonudur (80). Temelde ortopedik tedavide kullanim
amaci sert ve yumusak doku iyilesmesinde aktive trombositlerden salinan biiylime
faktorleri ve biyoaktif molekiilleri kullanabilmektir. Igerisindeki biiyiime faktorlerine
bakildig1 zaman, FGF, osteoblast proliferasyonu ve diferensiyasyonu, IGF-1, Alkalin
Fosfataz (ALP), osteopontin ve osteokalsin gibi protein ve enzimlerin sekresyonunu
arttirmada, PDGF ve TGF-B1 ise mitojenik aktiviteyi ve kemik rejenerasyonunu

arttirmaktadir. PDGF, preosteoblast aktivitesi ve fibroblast aktivitesini arttiran en
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onemli faktorlerdendir. Aym1 zamanda vaskiilarizasyonu arttirma acgisindan aktive

trombositlerden VEGF salinimi da olmaktadir (81).

Normalde kan trombosit sayimi1 150.000 ile 350.000 arasinda degismektedir.
Burada Trombositten Zengin Plazma, yani PRP sayilabilmesi igin normal
konsantrasyondan 3 ila 5 kat daha fazla olmasi gerekmektedir (82). PRP
hazirlanmasinda etkili oldugu bilinen birgok faktér bulunmaktadir. Bu faktorler
arasinda kanin antikoagiilasyonunu saglayan maddeler ile beraber santrifiij protokolii
ve hizi, toplam PRP voliimii, trombosit sayimu, i¢erdigi eritrosit ve 16kosit sayis1 da
onemlidir (83, 84). Hazirlanmadaki ve uygulanacak voliimdeki degisiklikler ise
biyoaktivitesini ve yararliligini degistirebilmektedir. Literatiire bakildiginda 6zellikle
cift santrifiij ile beraber trombosit aktivasyonunun ve konsantrasyonunun daha iyi

oldugun gosterilmistir (85).

PRP ile ilgili yapilan ¢aligmalarin biiyiik cogunlugu in vitro ¢alismalardir. Bu
calismalarda efektivitesi iyi olarak bulunmustur. Ozellikle kemik iligi kok hiicreleri
tizerinde yapilan ¢alismalarda osteojenik diferansiyasyonunda artmis proliferasyon
gosterilmistir (86). Ayni zamanda in vitro diferansiye olmayan kok hiicre ile beraber
kullaniminda yine hiicre proliferasyonu ve matiirasyonunda artis bulunmustur (87,
88). Hayvan deneylerinde ise PRP tek basina kullanimi ve otolog kemik greftleri,
allogreftler ve greft yerine kullanilabilecek diger materayaller ile beraber denemis ve

yine artmis kemik iyilesmesi sonuglari bulunmustur (89).

Sonug olarak her ne kadar giinlimiizde yapilan ¢alismalarda PRP sonuglarinin
etkili oldugu bulunmus olsa da standardize bir uygulama hacminin olmayisi,
hazirlanma bigiminde ¢esitli antikoagiilanlarin  kullanilabilirligi ve santrifiyj

uygulamalarinin farkli olmast ile yine ileri donem arastirilmasi gerekmektedir (89).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulunun 25.07.2017 tarihli ve 2017/49-08 karar1 uyarinca onay alinarak

gergeklestirilmistir.

Calismada 32 adet 300 gr tizeri erkek Wistar-Albino sigan (Rat) kullanilmugtir.
Denekler islem dncesi ve sonras1 ddnemde Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Laboratuari’nda takip edilmistir. Cerrahi girisimler Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1  Cerrahi  Arastirma  Laboratuari’nda

gerceklestirilmistir.

Deneyin baslangi¢ kisminda kullanilan deseliilarize omentum tiretimi DOKU
firmasi tarafinca ve kullanilan Mezenkimal Kok Hiicreler Hacettepe Universitesi Tip

Fakiiltesi Kok Hiicre Boliimii’nce iiretilmistir.
Deneyde kullanilan PRP Glo PRP firmasinin kiti ile hazirlanmigtir.

Deneyin  sonlandirilmasini  takiben hayvanlarin  6nkollarinin  direkt
radyografilerinin cekilmesi ve incelenmesi Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Radyoloji Anabilim Dali’nda, histopatolojik incelemeleri Hacettepe Universitesi Tip

Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda ger¢eklestirilmistir.
Onkol biyomekanik giicii ise TOBB Universitesi’nde gergeklestirilmistir.
Denekler 5 gruba ayrilmislardir (Tablo 3.1);

Birinci grupta, 6 adet sicana bilateral izole Radius kritik kemik defekti
yaratilmigtir. Cerrahi teknik asagida ozetlenmistir. Defekt olusturulduktan sonra 6
hafta iyilesme siiresi beklenmis, sonrasinda 6tenaziyi takiben bilateral {ist ekstremite
ampiitasyonu yapilarak dnkolda Radius ve ulna kemikleri diseksiyonu saglanmistir.
Bu izole edilen kemikler gruplandirilarak histopatolojik ve biyomekanik ¢alismalara

tabi tutulmustur.

Ikinci grupta, 6 adet sicana bilateral izole Radius kritik kemik defekti
yaratilmigtir. Cerrahi teknik asagida Ozetlenmistir. Defekt olusturulduktan sonra
hazirlanan insan kaynakli deseliilarize omentum yerlestirilmis ve 6 hafta iyilesme

siiresi beklenmis, sonrasinda Gtenaziyi takiben bilateral {ist ekstremite ampiitasyonu
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yapilarak onkolda Radius ve ulna kemikleri diseksiyonu saglanmistir. Bu izole edilen

kemikler gruplandirilarak histopatolojik ve biyomekanik ¢aligmalara tabi tutulmustur.

Uciincii grupta, 6 adet sicana bilateral izole Radius kritik kemik defekti
yaratilmigtir. Cerrahi teknik asagida 6zetlenmistir. Defekt olusturulduktan sonra insan
kaynakli deseliilarize omentum ile beraber hazirlanilan kok hiicreler beraber
uygulanmis ve 6 hafta iyilesme siiresi beklenmis, sonrasinda Otenaziyi takiben
bilateral {ist ekstremite ampiitasyonu yapilarak dnkolda Radius ve ulna kemikleri
diseksiyonu saglanmistir. Bu izole edilen kemikler gruplandirilarak histopatolojik ve

biyomekanik ¢alismalara tabi tutulmustur.

Dordiincii grupta, 6 adet sicana bilateral izole Radius kritik kemik defekti
yaratilmigtir. Cerrahi teknik asagida 6zetlenmistir. Defekt olusturulduktan sonra insan
kaynakli deseliilarize omentum ile beraber hazirlanan PRP beraber uygulanmis ve 6
hafta iyilesme siiresi beklenmis, sonrasinda 6tenaziyi takiben bilateral {ist ekstremite
ampiitasyonu yapilarak onkolda Radius ve ulna kemikleri diseksiyonu saglanmistir.
Bu izole edilen kemikler gruplandirilarak histopatolojik ve biyomekanik caligmalara

tabi tutulmustur.

Besinci grupta, 6 adet sicana bilateral izole Radius kritik kemik defekti
yaratilmistir. Cerrahi teknik asagida 6zetlenmistir. Defekt olusturulduktan sonra insan
kaynakl1 deseliilarize omentum ile beraber PRP ve kok hiicreler beraber uygulanmis
ve 6 hafta iyilesme siiresi beklenmis, sonrasinda Gtenaziyi takiben bilateral iist
ekstremite amplitasyonu yapilarak onkolda Radius ve ulna kemikleri diseksiyonu
saglanmistir. Bu izole edilen kemikler gruplandirilarak histopatolojik ve biyomekanik

caligmalara tabi tutulmustur.

Tablo 3.1. Gruplarin belirlenmesi

T o [aowJaow[iowJsow |

Uygulanan - Deseliilarize Deseliilarize Deseliilerize Deseliilerize
islem Omentum omentum + omentum + omentum +
Mezenkimal PRP PRP +
Kok hiicre Mezenkimal
kok hiicre

Say1 6 6 6 6 6



29

3.1. Kok Hiicre Hazirlanmasi icin Teknik
3.1.1. Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu ve Kiiltiirde Cogaltilmasi

Calisma kapsaminda 2016/03 toplant1 ve 01 Karar No’lu etik kurul karari ile
aragtirmalarda kullanilmak tizere saglikli kemik iligi nakli donorlerden elde edilen ve
arsivimiz kriyostoklarinda izole edilerek mononiikleer hiicreler kullanildi. Sekiz
yasinda, kadmn, saglikli kemik iligi vericisinden eclde edilen -196 °C de saklanan
mononiikleer hiicreler 37 °C deki su igerisinde ¢oziilerek T-75 doku kiiltiir kabina 20
x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve 10 ml biiyiime besi yeri (DMEM-LG, %10 fetal
bovine serum, %1 antibiyotik (Penisilin-Streptomisin) igerisinde 37 °C, %5 CO2’li
inkiibatore yerlestirildi. Hiicreler 4. pasaja gelene kadar hiicre Kkiiltiirline devam
edilerek adezyon gosteren fibroblastoid hiicreler elde edildi. Mononiikleer hiicrelerin
izolasyonunu takiben hiicreler 25 cm? flasklarda 4x10 5 hiicre/cm? olacak sekilde %10
FBS (Gibco, ABD), %1 Penisillin-streptomisin ve %1 L-Glutamin iceren DMEM-LG
(Biological Industries, Israil) iceren 5 ml medyum ile 37 °C, %5 CO2 ve nemli
ortaminda kiiltiire konuldu. Kiiltiirler 24-48 saat sonrasinda taze medyumla
degistirilerek flask tabanina yapigsmayan hiicreler uzaklastirildi. Her giin diizenli
olarak inverted mikroskopla kontrol edilerek 3—4 giinde bir kiiltiir ortam1 degistirilerek
kiiltiire devam edildi (Sekil 3.1). Hiicreler 7—12 giin igerisinde flaskin yiizeyini % 70—
80 kapladigi zaman % 0.25 oraninda hazirlanan Tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirildu.
Sonraki pasajlarda 4x10° hiicre/cm? olacak sekilde 75 cm?lik flasklara ekim yapilarak

hiicreler gelistirildi. Bu sekilde 3. pasaja kadar ¢ogalma islemi gergeklestirildi.

3.1.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin immiinfenotiplendirilmesi (Akim

Sitometri Calismasi)

Insan kemik iliginden izole edilen hiicreler akim sitometri cihazinda antikorlar
ile tanimland1. Antikor paneli olarak; CD29 (e-Biosciences, ABD), CD34 (BD
Biosciences, ABD), CD44 (e-Biosciences, ABD), CD45 (BD Biosciences, ABD),
CD73 (BD Biosciences, ABD), CD90 (BD Biosciences, ABD), CD105 (e-Biosciences,
ABD), CD146 (BD Biosciences, ABD) kullanilarak Navios (Beckman Coulter, ABD)

akim sitometri cihazi ile analizler yapildu.
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3.1.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkhlasma Potansiyellerinin

Degerlendirmesi

Mezenkimal kok hiicrenin adipojenik ve osteojenik hiicre serilerine farklilasma
potansiyelini degerlendirmek i¢in hiicre kiiltiir ortamina gerekli olan uyaranlar

eklendi.

Farklilagsmaya yonlendirilmis olan hiicreler morfolojik olarak ve histokimyasal

boyamalarla degerlendirildi.

Osteoblast Hiicre Farkhilasmasi: Tripsinize edilmis olan mezenkimal kok
hiicreler 9,6 cm? lik propilen petri kaplarma 2x10 3 hiicre/cm? olacak sekilde ekim
yapildi. Hiicreler, petri kaplar1 i¢ini %60—70 oraninda kapladig1r zaman, DMEM-LG
(Biological Industries, Israil) icerisine %10 FBS (Gibco, ABD), 100 nM
dexamethasone (Sigma, ABD), 10 uM beta-glycerophosphate (Sigma, ABD) ve 0,2
uM ascorbic acid (Sigma, ABD) ilave edilerek hazirlanmis olan osteoblast farklilasma
medyumu petrilerdeki hiicrelere 2’ser ml ilave edildi ve 30 giin siiresince 3-4 giin
araliklarla kiiltiir ortami degistirilerek takip edildi. Siire bitiminde farklilagsmasi
beklenen hiicreler Alizarin Kirmizisi S (Sigma, ABD) boyasi ile boyanarak farklilagsma
potansiyeli analiz edildi (Sekil 3.2).

Adiposit Hiicre Farkhilasmasi: Tripsinize edilmis olan mezenkimal kok
hiicreler 9,6 cm?’lik propilen petri kaplarina 2x10° hiicre/cm? olacak sekilde ekim
yapildi. Hiicreler, petri kaplari i¢ini % 90—100 oraninda kapladigi zaman, DMEM-LG
(Biological Industries, Israil) icerisine %10 FBS (Gibco, ABD), 1uM dexamethasone
(Sigma, ABD), 60 uM indomethacine (Sigma, ABD), 500 uM IBMX (Sigma, ABD)
ve 5 pg/ml insulin (Sigma, ABD) ile hazirlanmis olan farklilasma ortami konularak
farklilagma yapildi. Otuz giin siiresince 3—4 giin araliklarla medyumu degistirilerek
takip edildi. Bu siire sonunda farklilasan hiicreler Oil Red O (Sigma, ABD) boyasi ile
boyanarak tespit edildi (Sekil 3.3).

MKH Kiiltiirlerinin Fe ile isaretlenmesi: Flask igerisindeki hiicreler
konfluent hale getirildikten sonra 50 ug/ ml endorem (Endorem: ferumoxide ile isaretli
manyetik isaretli) ve 0,375 ug/ml poly-L-Lysine ile 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra
hiicreler PBS ile 3 kez yikanacak ve %0,25 Tripsin/EDTA ile yapisan hiicreler
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kaldirild1 ve tripan mavisi ile canlilik/hiicre sayis1 bakildi. Her bir sican igin 1x10°
hiicre olacak sekilde PBS igerisinde uygulama i¢in hazirlandi.

Mezenkimal kok hiicre morfolojisi ve cogalma o6zellikleri: Mononiikleer
hiicreler 25 c¢cm? ’lik flasklarda (T25) kiiltiir ortamima konulduktan 48 saat sonra

adezyon gosteren igsi yapida hiicreler gozlendi.

Sekil 3.1. Kiiltiir ortaminda ¢ogalan hiicrelerin inverted mikroskoptaki gériiniimii



A B
Sekil 3.2. Osteojenik vasat icerisinde uyarilan kok hiicrelerin ilerleyen giinler
icerisinde ¢ok sayida ve amorf depolanmalar gostermesi ve Alzarin Red

boyasi ile kalsiyum depolanmasinin gosterilmesi

(A:Alizari Red boyasi ile boyanmis osteojenik hiicreler 10x, B: Alizari Red boyasi ile boyanmamis
osteojenik hiicreler, 10x)

A B

Sekil 3.3. Adipojenik vasat igerisinde uyarilan kok hiicrelerin ilerleyen giinler
icerisinde yuvarlak yag damlacigi olusturmas: ve Oil Red O boyasi ile

boyanmasinin goriintiisi

(A: Oil Red O boyasi ile boyanmisg olan adipojenik hiicreler 10x, B: Oil Red O boyas! ile boyanmamis
olan adipojenik hiicreler, 10x)
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3.2. Omentum Deseliilerizasyonu i¢in Teknik

Daha 6nce etik kurul onay1 almis olan ¢alismalarda kullanilmak {izere ayrilan
ve fazla olan insan kaynakli omentum kullanildi. -80 °C’den alinan doku pargalari ilk
olarak derin dondurucuya (-20 °C) daha sonra da buzdolabina (+4 °C) konularak
dereceli olarak ¢ozdiiriildii. Daha sonra ¢ozdiiriilen dokular 1 1t’lik sise icerisinde
hazirlanan PBS igersine alinarak 24 saat boyunca ¢alkalamali karistiricida ¢alkalandi.

(24 saat boyunca PBS 3 kez degistirilmistir) (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Dokularin PBS icerisinde 24 saat boyunca yikanmasi
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Bu agsamadan sonra dokular %1 (w/v)’lik sodyum dodesil siilfat (SDS)
igerisine alinarak sabit calkalama hizinda 24 saat boyunca c¢alkalamaya birakildi.

(Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Dokularin %1 (w/v)’lik SDS igerisinde 24 saat boyunca ¢alkalanmasi

Daha sonra SDS ¢o6zeltisinden ¢ikarilan dokular PBS ¢6zeltisi ile en az 3 kez
yikanarak dokulari igerisinde kalan fazla SDS ortamdan uzaklastirildi. Bundan sonra
doku igerisindeki lipitlerin uzaklastirilmasi i¢in PBS igerisindeki dokular ayr tiiplere

alinarak 48 saat boyunca izopropanol icerisinde bekletildi. (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Dokularin izopropanol igerisinde bekletilmesi
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Dokular izopropanol ¢6zeltisinden alindiktan sonra en az 3 kez PBS ile yikand1
ve son agamaya geg¢ildi. Son asamada dokularda kalan DNA ve RNA ’lar uzaklastirildi.
Bunun i¢in dokular tek bir tiipe alinarak DNase ve RNAse enzim karisiminda 37°C
‘de 1 saat boyunca inkiibe edildi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Dokulardan DNA ve RNA ’larin uzaklastirilmasi
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Son olarak dokular PBS i¢erisinde yikanarak petri kaplarina dokiildi ve 48 saat
boyunca liyofilize edildi (Sekil 3.8, 3.9 ve 3.10).

Sekil 3.8. Dokularin PBS ile yikanmast

Sekil 3.9. Deseliiler yapilarin petri kaplarina dokiilmesi
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Sekil 3.10. Deseliiler yapilarin liyofilize edilmesi

3.3. Trombositten Zengin Plazma (PRP) Hazirlanmasi i¢in Teknik

Oncelikli olarak Glo PRP kiti (Sekil 3.11) kullanilarak PRP hazirlanmistir. ki
adet sigan PRP hazirlanmasi igin intrakardiyak kan alinarak otenazi uygulandi. Bu
Kitte var olan sodyum sitrat antikoagiilan olarak (Sekil 3.12) ayrica kitin igerisine 1 ml
olarak alind1 ve 6tenazi uygulanan siganlardan alinan 9 ml kan ile birlestirilerek 10 ml

ye tamamlandi (Sekil 3.13 ve Sekil 3.14).

Sekil 3.11. Glo PRP kiti goriintimii



Sekil 3.12. Kullanilan Sodyum Sitrat’in disaridan goriintiisii

Sekil 3.13. Otenazi uygulanan sicandan intrakardiyak olarak kan alinmasi

38
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Sekil 3.14. Kit icerisinde 10 ml ye tamamlanmis kanin goriintiisii ve Eritrosit

Kollektorli’niin takilmis hali

Daha sonrasinda tiip santrifiij aletine konularak 1200 RPM de 5 dakika
boyunca santrifiij edildi. (Sekil 3.15) Eritrosit kollektorii santrifiij sonrasinda 1 ml
cekilerek ayrildi. (Sekil 3.16) 2. Santrifiij 1200 RPM 10 dakika boyunca uygulanarak
son kalan kisim plazma kismi ayristirildi ve kullanilacak PRP elde edilmis oldu (Sekil
3.17).

& S>nntl CE ,
A C UOUES el ','

Sekil 3.15. Santrifiij aletinin ayarlanmasi
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Sekil 3.16. Santrifiij edildikten sonra PRP kiti ve eritrosit kollektoriinde eritrositlerin

toplanmast

Sekil 3.17. 2. Santrifiij sonrasi ve kullanilacak PRP elde edilmesi

PRP trombosit sayim dlciimii Hacettepe Universitesi Biyokimya Anabilim
Dalinda yapildi. Normal sigan trombosit sayiminin 650.000 hiicre/ ml oldugu, PRP
eldesinde bu sayim yapildiginda 2.100.000 hiicre/ ml oldugu bulundu.



41

3.4. Sicanda Kemik Defekti Yaratmak icin Cerrahi Teknik

0.25 ml/kg Ketamin %10 ve 3 mg/kg Ksilazin kombinasyonunun
intraperitoneal enjeksiyonu ile anestezi uygulandi. Sigan supin pozisyona alindi. (Sekil
3.18) Bilateral 6nkol volar bolge traslandi. Volar bolge Radius kemigi iizerinden
yapilan 1 cm’lik insizyonu takiben cilt ve cilt alt1 gegilerek volar bolge kas gruplarina
ulasildi. (Sekil 3.19) Kas diseksiyonunu takiben Radius kemiginin cisim kismina
ulagildi. (Sekil 3.20) 1 adet Kerrison Rongeur 5 mm ile Radius kemik cisminde 1
cm’lik tam kat kemik defekti yaratildi. (Sekil 3.21 ve Sekil 3.22) Kontrol grubu igin
ek baska islem yapilmayarak osteotomi hatt1 %0.9 luk salin ¢ozeltisi ile irrige edilerek

katlar anatomik olarak kapatildi.

Ikinci grup olan omentum grubunda, kemik defektine uygun olarak
deseliilerize omentum biyocatisi kiip seklinde kesilerek (Sekil 3.23) osteotomi hattina

yerlestirildi (Sekil 3.24). Daha sonra katlar anatomik olarak kapatildi.

Ugiincii grup olan deseliilerize omentum ve PRP kombinasyonunun
uygulandigi grupta, omentum disaridan PRP 0.1 ml ile uygulanarak islatildi ve
osteotomize hatta yerlestirildi (Sekil 3.25). Daha sonra katlar anatomik olarak
kapatildi.

Dordiincii grup olan deseliilerize omentum ve kok hiicre kombinasyonunun
uygulandig1 grupta, omentum disaridan 0.5 mm? liik kok hiicre iceren soliisyon
uygulanilarak islatildi (Sekil 3.26) ve osteotomize hatta yerlestirildi. Daha sonra katlar

anatomik olarak kapatildi.

Besinci grup olan deseliilerize omentum, PRP ve kok hiicre kombinasyonunun
uygulandig1 grupta, omentum disaridan 0.5 mm? liik kok hiicre ve PRP 0.1 ml ile
uygulanarak 1slatild1 ve osteotomize hatta yerlestirildi (Sekil 3.27). Daha sonra katlar

anatomik olarak kapatildi.
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Sekil 3.18. Sican supin pozisyonu

Sekil 3.19. Sican 6nkol volar insizyonu ve sorasinda 6nkol kas gruplarinin gériiniimii



Sekil 3.20. Sigan 6nkol kas diseksiyonu sonrasinda Radius kemik cismine ulagim

Sekil 3.21. Radius cisminden Kerrison Rongeur yardimi ile defekt olusturulmasi
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Sekil 3.22. Radius cisminde defekt goriiniimii

Sekil 3.23. Omentum biyocatinin kiip seklide kesilerek hazirlanmasi

44
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Sekil 3.24. Omentum biyocatinin osteotomi hattina yerlestirilmesi

Sekil 3.25. Omentum biyogatinin PRP enjeksiyonu ile 1slatilmasi ve uygulanabilir

hale getirilmesi
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Sekil 3.26. Deseliilerize omentum biyogatisi ve kok hiicre uygulamasi

Sekil 3.27. Deseliilerize omentum biyogatinin PRP ve kok hiicre kombinasyonu ile

beraber uygulanmasi

Daha sonrasinda hayvanlar gruplara uygun olarak toplamda 5 kafeste post-
operatif donemde bakimlar1 agisindan yerlestirildi. Cilt insizyon bdlgelerine herhangi

bir pansuman uygulanmadi. Anesteziden uyanamayan hayvan olmadi. Post-operatif
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donemde kafeslerinde normal beslenmelerine izin verildi ve aktivitelerinde herhangi

bir kisitlama gergeklestirilmedi.

Post-operatif donemde 6 hafta boyunca sicanlar takip edildi. Herhangi bir
enfeksiyon bulgusuna veya ek komplikasyona rastlanmadi. Hayvanlar 6. haftada
yiiksek doz anestezi ile Gtenaziyi takiben her iki 6nkolu omuz ekleminden dezartikiile
edildi. Daha sonra dezartikiile halde st ekstremitelerin %10 formaldehitte fiksasyonu
yapildi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoloji Anabilim Dali’nda her grup
sag ve sol list ekstremiteler olmak {izere isaretlenerek portatif rontgenografileri ¢ekildi.
Daha sonrasinda onkol ¢ift kemik olarak diseksiyonu gergeklestirildi (Sekil 3.28) ve
dekalsifikasyon agisindan %10 luk EDTA soliisyonuna konuldu. Dekalsifikasyon
sonrasinda kemikler parafin bloklara gdmiilerek, kemik uzun aksina dik olacak sekilde
5 pm kalinlikta kesitler alindi. Her bir kemik numune i¢in birden fazla kesitlerde
standart olarak Hematoksilen ve Eozin boyanma ile birlikte Trikrom boyama da

gercgeklestirildi.

Her gruptan 4 6nkol randomize olarak biyomekanik ¢alisma igin ayrildi ve
toplam 16 6nkola biyomekanik deney uygulandi. Histopatolojik incelemeler i¢in ise
her gruptan 8 adet 6nkol numunesi deney igerisinde ayrilarak toplam 40 adet 6nkol

caligsmaya tabi tutuldu.

Sekil 3.28. Diseksiyon sonras1 dnkol ¢ift kemik gortiniimii
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3.5. Radyografik Analiz

6 haftalik iyilesme siiresini takiben Otenazi uygulanan hayvanlarin st
ekstremiteleri omuz ekleminden dezartikiile edildikten sonra Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Radyoloji Anabilim Dali’nda portatif rontgenografileri ¢ekilmis ve bu
grafiler Cook tarafindan yapilan bir skala ile degerlendirilmistir (90) (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. lyilesmenin degerlendirilmesi icin radyografik skala (Cook) (90)

Post-operatif goriintiisiine gore degisiklik yok 0
Greftten ayirt edilebilecek diizeyde ufak radyodansite artigi 1
Greft ile beraber tek korteks kopriilesmesi, radyodansitede belirgin artis 2

Greft kenarlar1 siliiet halinde goriilebiliyor, en az bir korteks olusmaya 3

baglamig

Kesik uglar hala goriilebilecek sekilde en az iki korteks birbiri ile radyodens 4

olacak sekilde birlesmis, greft ve yeni kemik arasinda fark ayirt edilemiyor

Greft ve yeni kemik arasinda fark ayirt edilemiyor, kesik uglardan en az bir 5
tanesi fark edilemeyecek sekilde kortikal olarak birlesmis

Greft goriilemiyor, kesik uglar artik se¢ilemiyor, defekt yeni kemik ile dolmus 6

3.6. Histopatolojik Analiz

Histopatolojik analiz i¢in Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuar1 kullanilarak Trikrom ve Hematoksilen &
Eozin boyanma sonrasinda kesitler her bir kemik i¢in degerlendirildi. Her bir kesit 5
um kesit kalinliginda alinarak en iyi kesitler her bir kol i¢in secildi ve degerlendirme

sirasinda Salkeld Skorlama Sistemi kullanildi (91) (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Salkeld Skorlama Sistemi (91)

Kaynama Kalitesi Fibriyz veya bagka kaynama yok
Fibréz kaynama
Fibrokartilajen veya kikirdak kaynama
Mineralize kikirdak veya kemik kaynami
Kemik kaynama

Korteks Olugumu ve Remodelizasyon Korteks olusumu yok
Dig kenarlarda yeni kemik olugumu
Her iki dis kortekste ve medullada belirgin kemik olugumu
Korteks olugmus ancak birlesim yok
Defektin tamammi kapsayacak sekilde korteks olusumu

Kemik-Greft Karigim ve Yeni Kemik Olusumu  Greft materyali gbritlebiliyor, yeni kemik olusumu ve
inkorporasyon yok 0
Yeni kemik yok, greftin tamamn veya tama  Greft gorlilebiliyor, Kiiglik miktarda yeni kemik olusumu ve
yakin gorilebiliyor inkoroporasyon var 1
Greft gortilebiliyor, orta miktarda yeni kemik olusumu ve
inkorporasyon var 2

Greft azalirken yeni kemik olugumu artiyor Greft meveut, yeni kemik olusumu dogal kemik ile beraber,
inkorporasyon var, kemik remodelizasyonu baglamig 3
Onceki seviyeye gire azalmiy greft, iyi grefi
inkorporasyonu, bolca gozlenen yeni kemik olugumu 4
Cok az da olsa gdzlenen grefl, bolea gdzlenen yeni kemik
olusumu ve dogal kemik ile birlesmis 5

Gortinen greft yok ve tamamen yeni kemik Grefti dogal kemikten ayirt edememe, mikemmel
inkorporasyon, ilerlemis dogal kemik ve yeni kemik 6
remodelizasyonu

Blw i~ O W —-D

3.7. Biyomekanik Analiz

Onkol diseksiyonunu takiben her grup igin gecerli olmak iizere 4 adet drnek
%10 formaldehit igerisinde 2 hafta bekletildikten sonra TOBB Universitesi
Biyomekanik Laboratuari’nda testler gerceklestirilmistir. Ornekler randomize olarak
secilmis ve sag ve sol ayrimi yapilmamustir. Ornekler biyomekanik analiz agisindan
ti¢ nokta basing yontemine tabi tutulmuslardir. (Sekil 3.29) Her grup igin tek tek her
onkol Radius ve Ulna birbirinden ayrilmadan konulmus ve saniyede 0.1 N basing
arttirtlacak sekilde basinca maruz birakilmislardir. Kemik kirilana kadar basing

arttirilmig ve kirildiktan sonra test sonlandirilmistir.
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Sekil 3.29. Orneklerin ii¢ nokta basincina maruz birakilmasi

3.8. istatistik Analiz

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 21 yazilimi kullanilarak yapildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve
analitik yontemlerle (Kolmogorov-Smirnov/Saphiro-Wilk testleri) kullanilarak
incelendi. Tanimlayic1 analizler normal dagilmayan degiskenler i¢in ortanca,
minimum ve maksimum degerleri kullanilarak verildi. Radyografik skorlar ve
Histolojik skorlar normal dagilim gostermedigi belirlendiginden bu parametreler
gruplar arasinda Kruskal-Wallis testi kullanilarak  karsilastirildi.  Ikiserli
karsilastirmalar Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi ve Bonferroni diizeltmesi
kullanilarak degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik i¢in toplam tip-1 hata diizeyi %35
olarak kullanild1.
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4. BULGULAR

4.1. Radyografik Bulgular

6 haftalik iyilesme stiresinin bitiminde 6tenazi uygulanan hayvanlarin 6nkollar
humerus bolgesinden dezartikiile edildi ve rontgenografileri ¢ekildi. Her bir grubun
sag ve sol olmak {izere kollar1 gruplandirildi ve siras1 ile dizilerek portatif rontgen
kasedi tizerine yerlestirildi. Grafiler Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil

4.5’te verilmistir. Kemik defekti yapilan yerler grafiler iizerinde ok ile isaretlenmistir.



Sekil 4.1. Kontrol grubunun radyografik goriintiisii
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Sekil 4.2. Omentum grubunun radyografik goriintlisti
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Sekil 4.3. Omentum + Kok hiicre grubunun radyografik goriintiisii
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Sekil 4.4. Omentum + PRP grubunun radyografik goriintiisii
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Sekil 4.5. Omentum + PRP + K&k hiicre grubunun radyografik goriintiisii
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Grafiler Tablo 4, Cook tarafindan yapilan skalaya gore degerlendirildiginde
sonuglar asagida degerlendirilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Cook skalasina gére gruplarin ortanca degeri ve sonuglari

Bulgulara bakildiginda her grup i¢in sag ve sol olmak iizere toplam 12 kol
radyografik olarak degerlendirildi. Skala 0 ile 6 arasinda radyografik olarak
kemiklesmeye bakilarak degerlendirilmekteydi. Kontrol grubuna bakildiginda,
skorlamasinda en yiiksek puan olarak ufak radyodansite artis1 saptanmis ve 1 puan
almis ve diger 6rneklerin biiyiik bir kismi1 post-operatif donem ile ayn1 olarak bulundu.
Ortanca degeri 1 puan olarak bulunmustur. 2. grup olan izole omentum grubuna
bakildiginda ufak greftin radyondansite artist ile tek korteks kemiklesme arasinda
degiskenlik gosterecek sekilde puan almistir. Ortancasi 1.5 puan olarak bulunmustur.
3. grup olan omentum + kok hiicre grubu icerisinde post operatif donem ile ayn1 olan
0 puan ile radyografide ufak dansite artis1 olan 1 puan arasinda degiskenlik gostermis

ve ortancasi 1.0 puan almistir. 4. Grup olan omentum + PRP grubunda greftte ufak
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radyodansite artig1 olan 1 puan ile tek korteks kemiklesme olan 3 puan arasinda puan
almigtir. Ortanca puani 1.5 olarak bulunmustur. Son olarak 5. grup olan omentum +
kok hiicre + PRP grubuna bakildig1 zaman greftte ufak radyodansite artig1 olan 1 puan
ile beraber belirgin radyodansite artisi olan 2 puan arasinda puanlama almistir. Ortanca

puant 1 olarak bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Gruplar arasi skorlarin Kruskal-Wallis testi ile karsilastiriimasi

Grup N Ortanca Minimum Maksimum | p deger
Kontrol 12 1,0 0 1

Omentum 12 1,5 1 3

Om +K&k he. 12 1,0 0 1| 0001
Om+ PRP 12 1.5 1 3

Om+Kok hc+PRP 12 1,0 0 3

Bes grup arasinda radyolojik skorlama agisindan anlamli fark bulundu. Bu
farkin nedenini ortaya koymak tizere gruplar ikili karsilastirildiginda, omentum
grubunun radyolojik skoru kontrol grubu ve omentum ve kok hiicre uygulanan gruba
gore istatiksel anlamli yiiksek saptandi (sirasi ile kontrol grubu p=0,047, omentum ve
kok hiicre grubu p=0,047). Ayn1 zamanda omentum ve kok hiicre beraber uygulanan
grup ile omentum grubu arasindaki farkin p degeri 0.047 omentum lehine ve omentum
ve kok hiicre uygulanan grup ile omentum ve PRP uygulanan grup arasindaki farkin p
degeri 0.047 omentum ve PRP uygulanan grup lehine anlamli olarak farkli

bulunmustur.

4.2. Biyomekanik Bulgular

Biyomekanik bulgulara bakildiginda, gruplar arasi ¢okme yiikii, egilme
dayaniklilig1, maksimum yiik tasima ve egilme momenti degerlendirilmistir. Ortanca
degerleri lizerinde herhangi bir anlamli farklilik bulunmamustir. Sonuglar Tablo 4.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Biyomekanik bulgularin Kruskal-Wallis Testi ile degerlendirilmesi

Omentuem s Kok Omentisme Kok
Hacre Grubu Hicre + PRP Grubu
Cohme yuky 06,34 a5.99 4B GA 50,76 0.864

4715
(68,45.42,74) (55,96.42,28) (89.26-26,18) {68.56-40,44} {59,12.29,42}

LRilme 180,74 145,40 149,19 183,76 184,94 0064
Dayaniklilygs (194,7399.78)  (260,53-124,22]  (218,80.47,83) {263,7493,640)  (197,03.43,1%)
Makuimum Yik 99,65 81,53 LY 6830 77,74 0,248

(10216:55.99)  (131,05-64.54) (111,1538,07) (82.28:52,14) (86,42-68,98)

Edlime Moment) 149,14 21 709 170,75 194,37 0,248
(25717 100.83)  (27,64.170,47) (277 48-95,19) (205,70 130,16)  (216,09:172 4%)

* Veriler ortanca (maksimum-minimum) seklinde verilmigtir.

4.3. Histopatolojik Bulgular

Toplam 40 6rnek histolojik olarak degerlendirilmistir. Ik grup olan kontrol
grubunda histolojik ozelliklerinde, 4x’lik biyiitmesinde kemikte defekt oldugu
gosterilmekte (Sekil 4.7). 10x’luk biiylitmesine bakildigi zaman oklar ile isaretli
alanlarda yeni olusan kemik adaciklar1 ve yag dokusu hiicreleri goriilmektedir (Sekil

4.8). Bu alanlarin 20x mikroskopik biiyiitmesi asagida verilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.7. Kontrol grubu 6rnegi, 4x mikroskopik goriintiisii

Sekil 4.8. Kontrol grubu 6rnegi, 10x mikroskopik goriintiisii
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Sekil 4.9. Kontrol grubu 6rnegi, 20x mikroskopik goriintiisii

Ikinci grup olan Omentum grubunun histolojik 6zelliklerine bakildiginda,
defektlerin tamamen dolu oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.10). 10x ‘luk biiyiitmesine
bakildiginda ara biyocati tamamen organize kemik ile dolmus ve kalsifikasyon
baslanustir (Sekil 4.11). Omentum grubundan bir 6rnek asagida verilmistir. Ornek

oklar ile isaretlenmistir.
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Omentum grubu 6rnegi, 4x mikroskopik goriintiisii

Sekil 4.10.

Sekil 4.11. Omentum grubu 6rnegi, 10x mikroskopik goriintiisii
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Ucgiincii grup, deseliilerize omentum ve kok hiicre beraber uygulanan gruptur.
Histolojik 6zelliklerine bakildigi zaman, yogun mavi renk ile biyogatinin kollajeni
secilmektedir (Sekil 4.12). Cok sayida hiicre grubu biyogati igerisinde canliligini
korudugu goriilmiistiir (Sekil 4.13). Minimal alanda kalsifikasyon ve ¢ok az miktarda
kemik adaciklar1 gozlemlenmistir (Sekil 4.14). Gruba ait birer O6rnek asagida

gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Omentum ve kok hiicre grubu 6rnegi, 10x mikroskopik goriintiisii



Sekil 4.13. Omentum ve kok hiicre grubu 6rnegi, 20x mikroskopik goriintiisii

Sekil 4.14. Omentum ve kok hiicre grubu 6rnegi, 40x mikroskopik goriintiisii
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Dordiincii grup, omentum ve PRP’nin beraber uygulandigi gruptur. Bu grup
histolojik incelemesinde, defekt alaninin kiigtildiigi, (Sekil 4.15) her iki kemik ucunda
yeni kemiklesme ile beraber en fazla kemiklesme ve en diizenli kemiklesmenin oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.16, 4.17). Ayn1 zamanda kalsifikasyonun da daha fazla oldugu

gorilmiistir.
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Sekil 4.15. Omentum ve PRP grubu 6rnegi, 4x mikroskopik biiyiitme



Sekil 4.17. Omentum ve PRP grubu 6rnegi, 20x mikroksopik biiyiitme
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Son grup olan besinci grupta, omentum, PRP ve kok hiicre beraber
uygulanmast sonucunda histolojik bulgulara bakildigi zaman, bol miktarda
damarlanma ve yag adaciklari gozlemlenmistir. (Sekil 4.18) Yakindan bakildig:
zaman omentum ve kok hiicre grubuna kiyasla daha fazla kemik adaciklari ve

kalsifikasyonlar gézlemlenmistir (Sekil 4.19).

Sekil 4.18. Omentum, PRP ve kok hiicre grubu 6rnegi, 4x mikroskopik biiyilitme



68

Calismaya dahil edilen toplam 40 6nkol Salkeld Skorlama Sistemi’ne gore
skorlamasi yapilmistir. Skorlamada varolan Kaynama Kalitesi, Korteks Olusumu ve
Remodelizasyonu ve Yeni Kemik Olusumu bagliklart degerlendirilmistir. Her bir grup
bu bagliklar ve toplam puan iizeriden kendi iglerinde istatistik olarak

degerlendirilmistir. Sonuglar asagida verilmistir.

Tablo 4.3. Histolojik bulgularin Kruskal-Wallis Testi ile degerlendirilmesi

Kaynama Kortaks Yenl Komik Toplam skor
Kalitesl Olugumu ve Olusumu P degori

Remodalicasyon

Kontrol gruby ¥ 0 1 3 <0.01
(1-2) (0-0) {01) (1:3)
Omentum 3 3 3 9 <001
Grubu (2-3) (2-3) (3-3) {7-9)
Omentum + Kok 15 0 1 25 <001
Hikcre Grubu (1-2) {0-1) (1-2) 2:5)
Omentum + PRP 3 25 15 85 <0.01
Grubu (2:3) (2:3) (2:4) (6-10)
Omentum + Kok 2 2 2 65 <001
Hicre + PRP (2:3) (0-3) (1-3) (3.9)
Grubu

* Veriler ortanca (maksimum-minimum) seklinde verilmistir.
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Bes grup arasinda Salkeld Skorlama Sistemi’nin her bir skorlamasi ve toplam
skorlamasi agisindan anlamli fark bulundu. Bu farkin nedenini ortaya koymak iizere
gruplar ikili karsilastirildiginda, kontrol grubunun kaynama kalitesi skoru omentum
grubu ve omentum ve PRP uygulanan gruba gore istatistiksel anlamli diisiik saptandi
(sirast ile p=0,004, 0,016). Ayn1 zamanda omentum ve kok hiicre beraber uygulanan
grup ile omentum grubu arasindaki farkin p degeri 0.001 olarak omentum grubu lehine
ve omentum ve kok hiicre uygulanan grup ile omentum ve PRP uygulanan grup
arasindaki farkin p degeri 0.006 olarak omentum ve PRP uygulanan grup lehine

anlamli olarak farkli bulunmustur.

Korteks olusumu ve Remodelizasyonu ayr1  olarak ikili  olarak
karsilastirildiginda, kontrol grubunun skoru omentum grubu ve omentum ve PRP
uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli diisiikk bulundu (siras1 ile p=0.001 ve
p=0.001). Ayn1 zamanda omentum ve kok hiicre beraber uygulanan grup ile omentum
grubu ve omentum ve PRP uygulanan grup arasinda yine istatistiksel olarak anlamli

diisiik bulunmustur (siras1 ile p=0.001 ve p=0.007).

Yeni Kemik Olusumu skorlar1 ayri olarak ikili olarak karsilastirildiginda,
kontrol grubunun skoru omentum grubu ve omentum ve PRP uygulanan gruba gore
anlamli olarak diisiik bulundu (siras1 ile p=0.001 ve p=0.001) Ayni zamanda omentum
ve kok hiicre beraber uygulanan grup ile omentum grubu arasindaki farkin p degeri
0.013 omentum grubu lehine ve omentum ve kok hiicre uygulanan grup ile omentum
ve PRP uygulanan grup arasindaki farkin p degeri 0.016 olarak omentum ve PRP

uygulanan grup lehine anlamli fark bulunmustur.

Toplam skorlar degerlendirildiginde anlamli fark bulundu. Bu farkin nedenini
ortaya koymak lizere gruplar ikili karsilagtirildiginda, kontrol grubunun kaynama
kalitesi skoru omentum grubu ve omentum ve PRP uygulanan gruba gore istatistiksel
anlaml disiik saptandi (siras1 ile p=0.001, 0.001). Ayn1 zamanda omentum ve kok
hiicre beraber uygulanan grup ile omentum grubu arasindaki farkin p degeri 0.002
omentum grubu lehine ve omentum ve kok hiicre uygulanan grup ile omentum ve PRP
uygulanan grup arasindaki farkin p degeri 0.003 omentum ve PRP uygulanan grup

lehine anlaml1 olarak farkli bulunmustur.
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Her bir skorlama ve toplam skor Sekil 4.20’de tek tek incelenerek grafide

gosterilmistir.
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Sekil 4.20. Salkeld Skorlama Sistemi skorlarinin grafisi
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5. TARTISMA

Kemik defektleri 6zellikle ortopedik cerrahi tedavide sik goriilen bir sorundur.
Travma, tiimorler, masif osteoliz ve enfeksiyonlar gibi en sik kemik defektleri
olusturan hastaliklarda, sebebi ne olursa olsun eksik kemik segmenti, diizgiin ve
fonksiyonel olarak iyilesmeyi saglayacak sekilde yerine konmalidir. Kemik defektleri,
bahsedildigi gibi, kritik defekt haline geldigi zaman, klasik iyilesme modelini takip
edemez. Giliniimiiz teknolojik gelismelerini takiben, doku miihendisliginin ilerlemesi,
tedavi segeneklerinde yeni ufuklar agmistir. Ortopedik cerrahi tedavide ise, doku
miihendisliginin basyapitlarindan bir tanesi biyogatidir. Kemik biyogatisi, osteojenik
hiicre tutunmasina ve proliferasyonuna izin veren ve ayni zamanda bunu stimiile eden

ic boyutlu matrikstir (92).

Giiniimiiz literatiiriine bakildiginda 6zellikle tek bir biyomateryalin yeterli ve
biitiin optimal biyocat1 6zelliklerine sahip olmadig1 goriisii hakimdir. Geleneksel
bilgilerimize bakildig1 zaman o6zellikle bir biyocatinin rezorbe olabilmesi, ayni
zamanda hiicre tutunmasina izin verebilmesi ve mekanik ve yapisal desteklik
sunabilmesi, doku uyumunun iyi olmasi, gerekirse de biyomolekiillerle beraber
kullaniminda uyumunun 1iyi olmast gerekmektedir. Standart kullandigimiz
materyallere baktigimizda 6zellikle metal ve seramik biyogatilarin rezorbe olamamasi,
sentetik polimerlerin hiicre tutunmasi ve diferansiyasyonuna izin verememesi, ayni
zamanda da mekanik ve yapisal destek sunamamasi, biyocamlarin ise kirilganligi ve
rezorpsiyonunun az olmasi ve ek biyomolekiil uyumunun az olmasi nedeni ile optimal
bir biyogat1 materyali bulunamamustir. Ozellikle dnerilen daha ¢ok dogal esktraseliiler
matriks kompozit biyocatilardir. Ciinkii ekstraseliiler matriksin orijinal dokuya yakin
olmasi ile ozellikle hiicre adezyonu ve proliferasyonuna, hiicre diferansiyasyonuna
izin verebiliyor olmasi ile diger sentetik polimerlerden ve ayni zamanda diger dogal

polimerlerden ise antijenik olmamasi ile ayrilmaktadir (93).

Bizim g¢aligmamizda kullanilan hiicreden arindirilmis omentum, daha once
ortopedik cerrahi tedavide denenmemistir. Bu ¢alismamizda ilk amacimiz, uygun ve
optimal bir biyocati elde edebilmek igin omentumu hiicreden arindirarak test

edebilmekti. Hiicreden arindirarak antijenik 6zelligini kaybetmesini sagladik.
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Ekstraselliiler matriks kokenli bir biyogati olmasi itibariyle uyumlulugunun fazla
olacag diistinerek tercih ettik. Histopatolojik sonuglarina bakildiginda ¢alismamizda
ozellikle histolojik yorumda hiicre vitalitesini destekledigi {izerine sonu¢ bulundu.
Kombine edilmeden sadece biyocati olarak kullanilan grupta iyilesme iizerine
etkisinde ortanca degeri kontrol grubuna gore yiiksek olarak bulundu. Ayni zamanda
kemiklesmenin oldugu, defektin azaldig1 ve kayboldugu, biyogatinin rezorbe oldugu
goriildii. Histolojik analizinden hem yeni kemiklesmenin oldugu, kaynama kalitesinin
arttigt ve korteks olusumunun sagladigi gosterildi. Calismadaki diger gruplara
baktigimizda, kok hiicre kombinasyonu ile olan gruplarda ve omentum ile PRP beraber
uygulanan gruplarda, hiicreden arindirilmis omentum biyogatinin ayni sekilde hiicre
proliferasyonuna ve diferansiyasyonuna izin verdigi, hiicre vitalitesinin saglandigi
mikroskopik olarak gosterildi. Daha 6nce omentum literatiirde ortopedik cerrahi
tedavide denenmemisti ve biz hiicreden arindirilmis omentumun bir biyogat1 olarak

kullanilabilecegini gostermis olduk.

Calismamizdaki ikinci amacimiz olan kaynamanin daha fazla nasil
arttirilabilecegi sorusuna cevap aradigimiz diger gruplarimiza baktigimizda, kok hiicre
kombinasyonu olan grubumuzda hiicre vitalitesinin oldugu ve devam ettigi bulundu.
Osteojenik etkinin var olmasi iizerine yapilan arastirmamizda kullanilan mezenkimal
kok hiicrelerin eksprese ettigi ozellikle CD44, CD45, CD73, CD90 ve CD105
belirteglerinin 6nemi literatiirde bahsedilmektedir. (94). Caligmamizda kullanilan kok
hiicreler bu belirteclere sahip olacak sekilde secilmesine ve biyocatimizin hiicre
proliferasyonu ve diferansiyasyonuna izin verdigi goriilmesine ragmen, hem Salkeld
Skorlamasi’nda hem de mikroskopik incelemesinde kullanilan kok hiicrelerin yeterli
osteojenik etkiyi gosteremedigi goriildii. Bunun tam tersi olarak kemiklesmenin ve
yeni korteks olusumunun azaldigi, kaynama Kalitesinin distigii goézlemlendi.
Mikroskopik incelememizde o6zellikle minimal kemiklesme ve kalsifikasyon ile
beraber, osteojenik formasyon vyerine, artmis damarlanma, artmis adiposit ve

hematopoetik hiicreler ile birlikte ek bag dokusu hiicreleri gordiik.

Bu durumun sebeplerini aragtirmak igin literatiire baktigimizda, bizden farkl
olarak 6zellikle in vitro ¢alismalarda mezenkimal kok hiicrelerin osteoindiiksiyonu ve
osteogenezisi ozellikle arttirdign vurgulanmaktadir (95-98). In vitro deneylerde bir

biyogati ile beraber direkt enjeksiyonu uygulandiginda kaynamayi arttirdigi,
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tyilesmeyi sagladigi gosterilmistir. Fricain ve arkadaslar1 polisakkarit biyogati ile
kombine mezenkimal kok hiicre uygulamasinda basarili sonuglart mevcuttur (99).
Benzer bir sekilde Duarte Campos ve arkadaslarinin yaptigi bir bagka calismada
hidrojel kombine mezenkimal kok hiicre uygulamasinda osteojenik hiicre kiiltiirleri
tiretebilmislerdir (100). Ancak direkt mezenkimal kok hiicre enjeksiyonunun Kritik
kemik defektlerinde ve kaynamamalarda basarili olmadigini ve mezenkimal kok hiicre
uygulamasinin iyilesmeye olumlu etkisinin olmadigin1 gdsteren caligmalar da
mevcuttur. Bu caligmalarda mezenkimal kok hiicrenin osteojenik doniisiimiiniin
bozulmasinin sebebi olarak erken donem osteojenik etkiden sorumlu gen olan Runt-
related transcription Factor 2 (Runx2) gen ekspresyonundaki bozulma
gosterilmektedir (101). Runx2, osteoblastik gidiste Osterix ve WNT/B- Kkatenin
yolunda yiikseltim ile kemiklesmeyi saglamaktadir (Sekil 5.1).

* Mineralizasyon

Monosit

v

*Osteom

Sekil 5.1. Mezenkimal kok hiicre ve osteoblastik yoldaki etkili molekiiler ve genetik

Osteoklast

prekiirsorler*

*Valenti, M., Dalle Carbonare, L., & Mottes, M. Osteogenic Differentiation in Healthy and Pathological
Conditions. International Journal of Molecular Sciences (2016)
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Bu genin akive olamadigl in vitro ¢alismalarda, osteojenik yolagin aktive
olamadigi, kok hiicre adiposit doniisimiin gozlendigi hayvan deneylerinde
gosterilmistir. Ozellikle mezenkimal kk hiicrenin adiposit veya osteoblast doniisiimii
icin gerekli olan sinyalinde Runx2 gen ekspresyonunun bozulmasiin katkisi i¢in
literatlire bakildiginda, hipoksinin ve TNF-a seviyelerinin 6nemi bulunmaktadir.
Hipoksik kalan kok hiicrelerde gen transkripsiyonunun bozulmasi ile beraber

osteoblastik doniisiim kisitlanmustir (102).

Runx2 gen aktivasyonundaki ikinci 6nemli etkenimiz TNF-a seviyelerinin
yiiksek olmasi ile Runx2 gen ekspresyonunun azaldigini sdyleyen bir¢ok yayin
bulunmaktadir (103-105). Ancak TNF-a seviyelerinin, es zamanli olarak
mineralizasyonu arttirdigi, Alkalen Fosfataz seviyelerini arttirdigini ve kemiklesmeye
yardimci oldugunu séylenmeye baslamistir (106). TNF-a iizerine yapilan ¢aligmalarda
osteoblastik yolagi aktive ettigine, kemiklesmeyi arttirdigini sdyleyen yayinlar da
mevcuttur. Bu yayinlarda diisiik doz TNF-a seviyelerinin ters olarak Runx2 ve Osterix
transkripsiyonu ile beraber Alkalen Fosfataz seviyelerini arttirdigi ve boylelikle
osteojenik yolagin aktivasyonu saglandigi soylenmektedir (107, 108). Ayni zamanda
TNF-a, NK-FB aktivasyonu tizerinden BMP-2 translasyonunu arttirmaktadir (109).
Siire olarak ta TNF-a seviyesinde 24 saatlik maruziyetinde osteoblastik doniistimii
arttirdigr vurgulanmaktadir (110). Bizim c¢alismamiza benzer sekilde TNF-a ile
beraber biyocati uygulamasinda diisiik doz TNF-a seviyelerinin osteoblastik
doniisimii bozdugu, ancak yiiksek doz TNF-a seviyelerinin osteoblastogenezi
artirdigma dair sican c¢alismasi da mevcuttur (111). Kimiilatif dozda verilen
mezenkimal kok hiicrelerin anti-inflamatuar etkisi hem lokalize olarak hem de
sistematik olarak gosterilmistir (112). Kok hiicreler bu anti inflamatuar etkisi ile
beraber kallus dokusunda TNF-a seviyelerinde azalma yaratmaktadirlar. Bu durumda
Ozellikle mezenkimal kok hiicre ve osteojenik transformasyon bozularak kok hiicre

farklilagsmasi adipojenik yola dogru kaymaistir.

Bizim ¢aligmamizda buldugumuz sonug ta benzer bir sekilde mezenkimal kok
hiicreler biyocatimiz lizerinden adipojenik yola daha fazla kaymis ve kaynama ve yeni
kemik doku olusumu bozulmustur. Bu durum aklimiza literatiirde anlatilan benzer
mekanizmanin aktive olmasi sorusunu getirmistir. Ancak mezenkimal kdk hiicrelerin

neden osteojenik formasyonunun goriilemedigini tam olarak agiklayamamaktayiz.
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Yine bir diger grubumuzda kok hiicrelerimiz ile beraber PRP kombine
ettigimizde kaynamanin ve mineralizasyonun artti§ini  bulmustuk. Kemik
adaciklarimin artmig olmasi, osteojenik formasyonun artmis olmasi, molekiiler
diizeyde sadece mezenkimal kok hiicre verilen gruba gore bizim agimizdan anlamlidir.
Literatiire bakildigi zaman PRP kullaniminin kemik iyilesmesine etkisi anlamli iyi
olarak gosterilmektedir. Bu etkinin mekanizmasinda, trombositlerde bulunan graniiller
icerisinde depolanan biiyiime faktorlerinin, 6zellikle PDGF, VEGF, FGF, TGF $1-2
bulunmaktadir (83). Bu biiyime faktorlerinin etkisi ile basarili sonuglar mevcuttur
(113, 114). Biz de benzer bir sonu¢ bulmus olduk. Bu sonucumuz literatiirii bu agidan
desteklemektedir. Omentum ve PRP grubumuza baktigimiz zaman histolojik
yorumunuzda daha organize kemiklesme oldugunu gostermemize ve kontrol grubuna
gore Salkeld Skorlamasi’nda yiiksek puanlama ile anlamli fark bulmamiza ragmen
izole hiicreden arindirilmis omentum grubumuza goére anlamli fark olmamasi,

kaynamay1 daha fazla arttiramadigimizi diistinmemize yol agmuistir.

Radyolojik sonug¢larimiz ise, histolojik sonuglarimiz ile koreledir.
Sonuglarimizdaki anlaml farklilik yaratan gruplarimiz izole omentum grubumuz ile
beraber omentum ve PRP kombine gruplarimizdir. Bu gruplar kontrol ve omentum ve
kok hiicre kombinasyonu olan gruplarimiz gére anlamli olarak iyi puanlama almasi,
histolojik sonuglarimiza benzerdir. Bu bulgumuzun calismamiza daha fazla gii¢
kattigin1 diistinmekteyiz. Biyocatimizin tamamen kemiklesmedigi ve iyilesmenin
radyografik olarak tamamen gosterilemedigi akilda tutulmustur. Ancak literatiirde
radyografik olarak tam iyilesme i¢in ne kadar siire gerektigine dair herhangi bir

calisma mevcut degildir.

Biyomekanik c¢aligmamizda, ¢6kme yiikii, egilme dayanikliligi, maksimum
yuk tagima ve egilme momentini 6lgmek istedik. Boylece kaynamanin bu agilardan
glic Ol¢lilme plant yapildi. Test i¢in modelleme yapilirken ii¢ noktadan basing
uygulayacak sekilde model plan1 yapildi. Ancak teste basladigimizda Ulna ve Radius
kemikleri distalden ve proksimalden fiizyon halinde oldugundan dolay1 beraber 6l¢giim
yapildi. Bu model tizerinden basinci her iki kemige uygulamak zorunda olmamizdan
otiirti radiusa izole basing uygulamak miimkiin olmadi. Kemik defekti dogasi itibari
ile radiusun ulnadan daha zayif olmasina neden oldugundan otiirii, her iki kemige

basing uygulandiginda biyomekanik olarak daha giiclii olan ulna kirilana kadar 6nkol
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kemikleri diren¢ gosterdi ve higbir grupta kemik defekti olan radiusun ulnaya
erisemedigi goriildii. Radius kemiginden ziyade, ulna kemiginin biyomekanik olarak
¢okme yiikii, egilme dayanikliligi, maksimum yiik tasgima ve egilme momenti
Olciilebilmis oldu. Caligmamizin modellemesinde Radius kemiginin izole olarak
Olciilmesi gerektigi ve izolasyon i¢in farkli bir modelleme yapilmasi gerektigi
diisliniildii. Ancak literatiirde modellemenin nasil yapilacagi veya nasil izole
edilecegine dair herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Calismamizdan sonra, daha
sonraki benzer ¢alismalar i¢in daha farkli bir biyomekanik modelleme yapilmasi

thtiyact duyulmustur.

Calismamizin en biiylik kisitliligl, az sayida 6rnek ile ¢alisilmis olmasidir.
Hayvan sayisinin arttirilmasi ile daha fazla anlamli sonuglar bulunabilir. Literatiirde
de benzer bir ¢alisma olmamasi ve bizim ¢alismamizda da basarili sonug alinmasi bu
tiir calismalarin desteklenme ihtiyacim1 ortaya ¢ikarmistir. Calismamizdaki bir
kisitliligimiz da kullanilan PRP’nin sigandan iiretilip kullanilmis olmasina ragmen
kaynamay1 arttirmak i¢in kullandigimiz mezenkimal kok hiicrelerin insan kaynakli
olmasidir. Bir diger kisitliligimiza bakacak olursak porozite, mikro ve nano yap1 yapi
gibi biyocati tamiminda ve teknik Ozelliginde 6nem arz eden bir 6zelligi bizim
calismamizda bakilamamis olmasi ileri donem c¢alismalarda bakilmasi ihtiyacini
dogurmustur. Yine ¢alismamizin bir basamagi olan radyografik analizimizde anlaml
olarak fark ¢ikmasina ragmen tam iyilesmenin bulunamamasi ve yapilan diger biyocati
caligmalarinda tam iyilesme i¢in gerekli siirenin optimalize edilememesi 6nemlidir.
Umudumuz bu tiir ¢galismalarin artmasi ile beraber optimal siirenin bulunmasi ve bu
stireye gore degerlendirilme yapilmasidir. Yine bir diger kisitliligimiz, biyomekanik
calisma modellememizde olusan hatadir. Daha iyi bir modelleme ile uygun biyogatinin
biyomekanik 6zelliklerinin o6lgiilebilecegi inancindayiz. Umut ediyoruz ki; bu
biyogatimiz ile ilgili ¢alismalar artar ve bizim basarili olarak buldugumuz hiicreden
arindirtlmis omentum biyocatimizi, 6zellikle kemik defektlerinde ortopedik cerrahi

tedavi secenekleri arasinda gorebiliriz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismamizin sonucu olarak baslangicta cevabini aradigimiz sonuglara su

cevaplari bulduk;

1. Hicreden arindirilmis omentum biyogatisi, kritik kemik defektlerinde

kullanilabilecek uygun bir biyogatidir.

2. Kaynamay1 arttirmak icin biyocatimiz ile beraber kombine ettigimiz

mezenkimal kok hiicreler tam tersine kaynamay1 bozmustur.

3. Kaynamay1 arttirmak i¢in biyogatimiz ile beraber kombine ettigimiz PRP,

histolojik olarak daha iyi kaynama saglamistir.

4. 6 haftalik iyilesme siiresi, radyografik iyilesme i¢in biyogatimiza yeterli

olmamustir.

Calismamiz ortopedik cerrahi literatiirtinde bu konuda yapilmis ilk ¢calismadir
ve biyogatimiz, kullanilabilecek uygun bir biyogatidir. Gelistirilmesi ve arastirilmasi
gereken bir konudur. Calismada kullanilan mevcut markerlara sahip kok hiicrelere
sahip kok hiicreleri canli tutmak ile birlikte omentumda kemik diferansiyasyonu
saglayamamaktadir. Bu ¢alismanin farkli allojenik ve otojenik kok hiicreleri ile tekrar
edilmesini 6nermekteyiz. Bize omentum biyogati hakkinda daha fazla bilgi verecektir.
Dolayist ile yaptigimiz ¢aligmaya benzer caligmalar yapilmasini ve daha genis
calismalarda kullanilmas: gerektigini 6nermekteyiz. Ozellikle klinik ¢aligma

yapilmasi ile omentum biyocatinin degerlendirilmesini 6nermekteyiz.

Gelecekte, birinci olarak omentum deseliilerizasyonunun standardizasyonunu,
ikinci olarak patent bagvurusunun yapilmasini ve iigiincii olarak ta patent sonrasi iiriin

olarak kullanimi1 agisindan iiretimini planlamaktayiz.
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