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1.0ZET

Periost ve Mezenkimal Kok Hiicre Temelli Degisik Hiicrelerin Kirik Iyilesmesinde Deneysel
Karsilagtirmasi

Dr. Cihangir TUREMIS

Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi

Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali

IZMIR

Kemik dokusu organik ve inorganik bilesenlerin olusturdugu yapidir. Kemik dokusu ile ilgili
problemlerin basinda kiriklar yer almaktadir. Kemik kiriklar1 giinliik yasam aktivitelerini
etkileyen onemli saglik sorunlarindandir. Kirigin kaynamasi ve rehabilitasyon siireci gesitli
sebeplerden dolay1 uzun zaman almaktadir. Bu durum is giicii kaybi, maliyetin artigina ve yasam
konforunda diislis gibi sonuglar dogurmaktadir. Kemik kiriklarinda kaynamada gecikme,
kaynamama durumlar1 ve enfeksiyon gibi yan etkiler goriilmektedir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar ortopedi cerrahlarini hiicresel tedavi ve biyomalzeme
alanina yonlendirmektedir. Literatiir taramas1 sonucunda mezenkimal kok hiicre ile doku iskelesi
beraber kullanilan ve hasarli dokuyu tedavi etmeyi hedefleyen caligmalar kisithdir. Kullanilan
malzemelerin biyouyumlulugu, kullanilan yerde absorbe olmasi, osteokondiiktif olmasi gibi
ozellikler aranmaktadir.

Bu c¢alismada iretimi ve in vitro karakterizasyonlar1 tamamlanan lif kabagi-
karboksimetil kitosan (CMCht)-hidroksiapatit (HAp) doku iskelelerinin in vivo olarak sicanlarda
dort grup altinda kirik iyilesmesi arastirilmistir. Rastgele olarak 12 serli gruplara ayrilan 48 adet
Wistar Albino rat iizerinde ¢caligma tamamlanmistir. Birinci grup(n=12), olan kontrol grubunda;
femur orta saftindan osteotomi yaparak periost siyrilmadan Kircshner teli ile intramediiler
fiksasyan yapilmistir. Ikinci grup (n=12) olan doku iskelesinin in vivo biyouyumlulugunun
olgiildiigii grupta; kirik olusturulduktan sonra periost siyrilarak hiicre sadece doku iskelesi
implante edilerek kirik fiksasyonu yapilmistir. Uciincii grupta (n=12), ratlardan elde edilen kemik
iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler ile hiicrelendirilen doku iskeleleri kirik olusturularak
periostun siyrildigr kirik bolgesine yerlestirilerek fiksasyon saglanmistir. Son grupta (n=12) ise,

ratlardan elde edilen periost kokenli mezenkimal kdk hiicreler ile hiicrelendirilen doku iskeleleri
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kirik olusturulmus periostun siyrildigi kirik hattina uygulanarak fiksasyon saglanmistir.
Operasyonlardan sonra 8 hafta yasatilan ratlar yliksek doz anestezik uygulanarak sakrifiye
edilmistir. Deneklerden eksize edilen dokularda; biyomekanik, radyolojik ve histolojik analizler
gecirilmistir.

Sonug olarak, olusturdugumuz kemik iligi ve periost kdkenli kok hiicrelerinin HAp + Lif
kabagi+ CMCht temelli doku iskelelerinin; yaptifimiz in vitro ve in vivo ¢alismalarla,
biyouyumlu oldugu ve kemik doku miihendisliginde 6zellikle kirik iyilesmesine iyi bir alternatif
olacag1 gosterilmistir. Kemik iligi ve periost kokenli hiicreler kiyaslandiginda in vitro ve in vivo
deneyler sonucunda kemik iligi kokenli hiicrelerin ekildigi doku iskelelerinin osteokondiiktif

ozelliklerinin daha iyi oldugu goézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Lif kabag:, Kitosan, Hidroksiapatit, Deney Hayvan Modeli, Kemik Doku
Miihendisligi
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2. ABSTRACT

Comparision of Fracture Healing from Periosteum and Bone Marrow Derived Stem Cells Experimentally

Bone tissue is the structure of organic and inorganic components. Problems with bone
tissue fractures are present. Bone fractures are one of the important health problems that affect
daily life activities. The fractures union and rehabilitation process takes a long time due to
various reasons. This is the loss of labor, results in an increase in costs and a decrease in living
comfort. Side effects such as delaying in union in bone fractures, nonunion of the bone,
infections are seen.

Recent studies have brought orthopedic surgeons to cellular therapy and biomaterials. As
a result of the literature review, the studies in which mesenchymal stem cell and tissue scaffold
were used together aiming to treat damaged tissue are limited. The biocompatibility of the
materials used properties such as being absorbed on the ground and being osteoconductive are
sought.

In this study; Loofah- carboxymethyl chitosan (CMCht)- whose production and in vitro
characterization were completed. Fracture healing of hydroxyapatite (HAp) scaffolds in vivo in
rats under four groups was investigated. The study was completed on 48 Wistar Albino rats
randomly divided into 12 groups. In the first group (n=12), which was the control group; with
Kircshner wire without stripping the periosteum by osteotomy from the mid shaft of the femur
intramedullary fixation was performed. In the second group (n=12), in vivo biocompatibility of
the scaffold, was measured. After the fracture has been made, the periosteum is stripped and the
cell is only implanted with a scaffold for fracture fixation. In the third group (n=12), bone
marrow-derived mesenchymal stem cells obtained from rats were cellular tissue scaffolds are
fixed by creating a fracture and placing them on the fracture area where the periosteum is
stripped. In the last group (n=12), cells with periosteal origin mesenchymal stem cells obtained
from rats, tissue scaffolds were applied to the fracture line where the periosteum was stripped for
fixation. The rats, which were kept alive for 8 weeks after the operations, were sacrificed by
applying high-dose anesthetic. In the tissues; biomechanical, radiological and histological
analyzes were performed.

As a result, our in vitro and in vivo studies show that HAp + Loofah + CMCht of bone

marrow and periosteal stem cells based scaffolds, which is biocompatible and it has been shown
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to be a good alternative to fracture healing engineering. When the bone marrow and periosteal
origin cells are compared, as a result of in vitro and in vivo experiments, the tissue in which bone

marrow-derived cells are cultivated were better in terms of the osteoconductive properties of the

scaffolds.

Keywords: Loofah, Chitosan, Hydroxyapatite, Animal Model, Bone Tissue Engineering
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3. GIRIS ve AMAC

Kirik, herhangi bir nedenle kemik biitlinliigiiniin tam ya da kismi olarak bozulmasidir.
Kiriklar, tarihin en eski donemlerinden beri tibbi bir problem olarak géze carpmustir. Hipokrat’in
tibbi caligmalarinda da kiriklarin tedavisi dnemli bir yer almistir. Giiniimiizde yiiksek enerjili
kiriklarin yani sira artan Omiir siiresi nedeniyle yash kiriklarinin da arttigr gézlemlenmistir. Bu
nedenle kirik iyilesmesi deneysel ve klinik ¢aligmalar1 yogunlasmistir. Ortopedi ve Travmatoloji
genelinde kiriklar; sik karsilasilan yaralanmalardandir. Hastalarin beklentilerinin de artmasi
sebebiyle, gerekli cerrahi ya da konservatif tedavinin yapilarak miimkiin olan en hizli sekilde
kirik iyilesmesinin saglanmasi ve hastanin erken mobilizasyonu 6nem tasir.

Kirik iyilesmesinin gecikmesi ya da kirigin kaynamamasi tedavi giigliiglinii beraberinde
getirmektedir. Bu durum cogunlukla hastalar i¢in kronik fonksiyonel ve fizyolojik bozukluklar,
stres ve ekonomik kayiplara yol agmaktadir.(1) Kirik iyilesmesini hizlandirabilen etkili, giivenilir
ve ucuz maliyetli ajanlarin gelistirilmesi kirik tedavisinde yeni yollar agabilir.(2) Bu durum bize
kirik sagaltimmin en hizli ve en kolay yontemlerle gerceklestirilmesinin ne derece 6nemli
oldugunu disiindiirmektedir.

Kirik iyilesmesi; kemikten, periosttan ve ¢evre yumusak dokulardan sitokin ve haberci
inflasmasyon hiicrelerinden gelen sinyallerle gelen kanin kirik alanina birikmesiyle baslar(3). Bu
donem hematom fazi olarak tanimlanir ve bir iki gilin kadar stirer. Kirik iyilesmesi i¢in gerekli
inflamatuar mediatdrler, bliylime faktorleri ve fibroblastlar bu kanama sayesinde kirik bolgesinde
yer alirlar. Kanlanma ve periost dokusunun hasar miktari iyilesmede 6nemli bir yer tutar(3)(4).

Birgok nedene bagli olarak kirik iyilesmesinde gecikme(nonunion) veya psddoartroz
goriilebilmektedir. Bu nedenler arasinda yas, kullanilan ilaglar, genetik rahatsizliklar, beslenme
yetersizlikleri gibi bir¢ok etken olabilir. Ayrica periost da kirik iyilesmesinde 6nemli bir yer tutar.
Periost ameliyat sirasinda korunmaya calisilsa da zarar gordiigii durumlarda tam olarak tamiri
yapilamamaktadir. Periost hasar1 ve kirik iyilesmesindeki gecikme arasindaki korelasyon
literatiirde mevcuttur(5)(6). Literatiirde doku miihendisligi temelli baz1 periost ¢alismalar1 da
mevcuttur(7)(8). Ancak, hem kaynamama problemi olan vakalarin tedavilerine alternatif bir
tedavi imkan verebilecek kemik dokusuna uygun biyomalzemeler kullanilarak iiretilen yeni bir
kemik doku iskelesi tasariminin in vitro ve in vivo olarak arastirilmasini, hem de kemik iligi ve

periosttan elde edilen iki farkli kdokenli kok hiicrenin kemik iyilesmesi iizerine etkinligini



kiyaslamay1 hedefleyen doku miihendisligi ¢aligmalar1 kisitlidir. Biz de bu ¢aligma ile bu duruma
alternatif olusturmay1 amagladik.

Son yillarda doku miihendisligi tekniklerinin gelismesi sayesinde kok hiicre tedavilerinin
kemik yenilenmesi amaciyla kullanilmaya baslandigi bilinmektedir. Cogunlukla kemik iligi ve
yag doku kaynakli mezenkimal kdk hiicre
(MKH) uygulamalar1 kullanilmakla beraber, yapilmis olan calismalar gostermektedir ki
periosttan elde edilen MKH’ler igeriginde bulunan enzimler sayesinde kemik doku iyilesmesine
daha c¢ok katki saglamaktadir(9). Biz de planlanan ¢alismamizda, doku miihendisligi
tekniklerinden yararlanarak hem kaynamama problemi olan vakalarin tedavilerine yeni bir bakis
ac1s1 olusturmayi, hem de kemik iligi ve periosttan elde edilen iki farkli kokenli kok hiicrenin
etkinligini kiyaslamay1 hedefledik.

Calismamizda {iretilecek olan doku iskelesinin yapisinda kullanilacak olan lif kabagi,
nanohidroksi apatit, karboksimetil kitosan gibi malzemeler ile doku iskelelerinin uygulanacagi
gruplarda daha iyi sonuglar alindig1 6nceki caligmalarda goriillmektedir. Bu amagla, kemik doku
iskelelerinin periosttan ve kemik iliginden ayr1 ayr1 elde edilen MKH ile birlikte uygulanmasiyla
kaynamama veya ge¢ kaynama problemine ¢dziim bulmay: hedefliyoruz. Ayrica, periost ve
kemik iliginden kok hiicre izolasyon yontemlerini gelistirmek ve kok hiicre tedavilerine yeni bir
yaklasim getirilmesini amagladik. Iyilesmeyen kemik kiriklarinda, iyilesme siiresini kisaltmak ve
lyilesme oranini arttirmak, bdylece ylizbinlerce kisinin giinliik hayatina erkenden doénmesini
saglayarak dolayli yoldan iilke ekonomisine de katki saglamak temel hedeflerimizdendir.
Calismamizin sonucunda, hastalarin gilinliik yasantisina daha erken donmesini saglayarak is giicii
kaybini azaltmak, toplum ve sanayi alanlarina yarar saglanmasi planlanmaktadir. Ayrica, 6zel
olarak gelistirilecek dogal doku iskelesi ile gerceklestirilecek olan uygulamalarin ilerleyen
donemlerde de gelistirilmesi halinde, diinya ¢apinda ticarilestirilmesi ve sonucunda hem pek ¢ok

insana fayda saglanmas1 hem de iilke ekonomisine katkida bulunmasini hedeflemekteyiz.



4.GENEL BILGILER

4.1. Kemik Anatomisi:

Kemik embriyolojik olarak mezensimal hiicrelerden koken alir. Yapist ve icerigi kisinin
yasina, bulundugu yere ve mekanik dzelliklerine bagl olarak degismektedir. Insan viicudunun en
sert dokularindan biridir. Kemigin gerilim direnci yani sertligi yiiksek olmasma karsin;
sertliginden beklenilmeyecek derecede hafif ve esnektir. Iskelet sisteminin gorevleri arasinda
yumusak dokulara desteklik saglamak da vardir. I¢ organlara koruma gérevi goriir, hemoglobin
yapiminda onemli rol {iistlenir.(10) Kemik; bircok hiicreden olusan, metabolik ve biyolojik
yonden aktif bir dokudur. Bu ozelligi dikkate alindiginda biiylimesi ve iyilesmesi birgok
biyomekanik, biyokimyasal, hiicresel, hormonal ve patolojik olaylarin zincirleme reaksiyonuna

bagli olarak gelisir.(11)

4.2 Kemik Doku ve Histolojisi:

Kemik dokusu mineralize matriksi nedeniyle viicudun sert dokularindandir. Kaslarla
beraber olusturdugu kaldirac sistemleri ile hareketi saglar. Hormonal ve mekanik uyaranlara karsi
dinamik olarak yapis1 degisim icerisindedir. Kalsiyum, fosfor, magnezyum ve diger minarelleri
igerir.(12) Ayni zamanda hematopoetik ve mezenkimal kok hiicreleri igerir.(12) Viicutta 6nemli
miktarda kanlanmas1 mevcuttur.

Kemik dokusu yukarida da belirttigimiz gibi sert bir doku olmasina karsin hafif ve esnek
olmasi nedeniyle etki altinda kaldig1 kuvvete bagl olarak sekil ve yapisini degistirebilir.Kemik
dokuda nadir de olsa hiicreler bulunmaktadir. Bunlar arasinda:

Osteoprogenitdr hiicreler; osteojenerik hiicreler de denilebilir. Kemigin periosteum ve
endosteneum tabakalarinda damar cevresinde perisit olarak yer alan kemik hiicresinin Oncii
hiicreleri olup mezenkimal kdkenlidir(13). Yeni kemik yapimi ve kiriklarin iyilesmesi sirasinda
osteoblastlara doniisiimii s6z konusudur.

Osteoblastlar; ostejenik hiicrelerden koken alirlar. Kemik yapimindan sorumludur. Kemik
dokusunda mineralize olmamis organik matriksin yapimidan sorumludurlar(14). Icerdikleri
endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi ve mitokondrileri diger kemik hiicrelerinden daha
fazladir. Osteoblastlar parathormon reseptorlerine sahip olup; kemik rezorpsiyonunu
diizenlerler.(15) Matriksin mineralizasyonunda etkilidirler. Osteoblastlarin bir kism1 osteositlere

doniisiirken bir kism1 da kemik yiizeyinde epitel hiicrelerine doniisiir. Osteoblast hiicreleri Timor



Nekrozis Faktor A (TNF-a) tarafindan inhibe edilir. Osteoblastlar alkalin fosfataz, osteokalsin,
Tip 1 kollajen, kemik siyaloprotein, Niikleer faktdr kappa ligandinin reseptdr aktivatoriinii
iiretirler. Yeni kemik olusumu sirasinda alkalen fosfataz degerleri artar.(16)

Osteositler; osteoblastlardan meydana gelir ve matriks lamelleri arasinda bulunan
lakunalar i¢ine yerlesmislerdir. Her lakunada bir adet osteosit vardir. Kemik hiicrelerinin ¢ogunu
osteositler olusturur. Kemigi korur ve desteklerler. Hiicre dis1 kalsiyum ve fosfat regiilasyonunda
gorev alirlar.(17) Parathotmon (PTH) tarafindan inhibe edilen osteositler; kalsitonin tarafindan
stimiile edilirler.(18) Sitoplazmik uzantilar kanalikiiller i¢inde seyreder. Bu sekilde her hiicre
lakiinas1 birbirleriyle iletisim halindedir.

Osteoklastlar; kemik rezorbsiyonunu ve yikimini gergeklestirirler. 20- 100 pm ¢apinda
biiyiik hiicrelerdir ve 2-50 aras1 degisen sayilarda niikleuslar1 bulunur(19). Osteoklastlar makrofaj
kokenli hematopoetik hiicrelerden kdken alirlar(20). Osteoklastlar proteolitik ve kollegenaz
enzimleri ile rezorpsiyonu yapabilirler. Yikim islevi sayesinde kemik remodelizasyonunda son
derece dnemli gorevlere sahiptir. Osteoklastlar kemikte Hawship lakiinas1 ad1 verilen bosluklarda
yerlesirler.(21)

Kemik dokusunun 6zelligi inorganik kisimlarinin da olmasidir. Kemige sertligini ve
agirhiginin 6nemli bir kismin verir. Kalsiyum (Ca ™) ve fosfor (P 7) iyonlarinin hidroksiapatit
seklinde matriksinde kristalize haldedir.

Organik kisim ise osteoblastlar tarafindan amorf ve fibroz kisim olarak ayrilir. Amorf
kistmda hyaluronik asit, kondriodin 4-6 siilfat, keratan siilfat, osteonektin, osteokalsin,
osteopontin ve gama karboksiglutamik asit bulunur. Fibroz kisimda ise Tip I kollajen lifler
agirlikli olarak bulunur.

Bag dokusundan olusan zarlar kemigin i¢ ve dis ylizyini sararlar. Kemigin dis kismini
saran kismina periosteum, i¢tekini saran kismina ise endosteum denir. Eklem yiizeyi hari¢ tiim
kemigi sarar. Periosteumun kemik gelisiminde, beslenmesinde, desteklik yapmasinda ve tamir
olaylarinda gorevlidir. Yapisinda kollajen ve elastik lifler bulunur. Sharpey lifleri adi verilen
kollajenler matriks i¢ine dogru ilerleyerek periosteumu kemige baglar(22). Periosteum bol damar
igerir ve ¢ok siki bag dokusu yapisinda olan dis tabaka ve hiicreden zengin gevsek bag dokusu
yapisinda olan i¢ tabakadan olusur. Dis tabaka, kollajen ve elastiklerden zengindir,
metabolizmada rol alan vaskiiler yapilar1 ve lenfatikleri igerir. I¢ tabaka hiicreleri mezenkimal

kok hiicre o6zelligi gosterip kemik kiriklarinda osteoblast haline doniiserek yeni kemik doku



yapimi ve onarimini saglarlar. Endosteum tabakasi kemigin kanal sistemlerini ve kemik iligini
cevreleyen ince retikiiler bag dokusundan olusur ve periosteumdan incedir.(23) Bu tabaka hem
kemik doku hem de hemopoetik hiicreleri yapabilme 6zelligine sahiptir. Kemik ylizeyini ve
belirli bosluklar1 kaplayan bu iki bag dokusu kemik icin ¢ok onemli olan hayati 6neme sahip

fonksiyonlari yerine getirirken biitiinliigiin bozulmasi halinde olumsuz etkilenir.(23)

4.3. Kemik tipleri:
Kemik tipleri ikiye ayrilir:

Primer kemik doku i¢inde diizensiz dagilmis osteositlerden zengin olgunlagsmamis 6rgii
seklinde kollejen lifler gelisi giizel yayilmis sekilde seyrederler; kemik sertligine tam olarak
ulagsmamustir.

Sekonder kemik dokuda ise lameller seklinde {izerinde osteositler diizenli sekilde yer
alir. Kemigin olgunlasmis sekli olup sertligin maksimum hal aldig1 kemik dokusudur. Kompakt
ve siingerimsi doku olarak ikiye ayrilir.

Kompakt kemik dokusu mikroskopla bakildiginda kii¢iik kanallarla donandig1 goriiliir.
Bu kanallarin kemik dokuda vertikal olarak uzanan paralel kanallar Havers kanali; havers
kanallarin1 birbirine baglayan kanallar ise Wolkman kanallar1 olarak adlandirilir.bu kanallardan
besleyici kan damarlar1 ve sinirler seyreder. Homojen bir yapidir. Havers kanali ve ¢evresindeki
lameller sistemi temsil etmekte olup osteon adini almstir.

Stingerimsi yapida ise lamellar tek tip ve paralel olarak seyreder lamaller arast bosluk

fazladir ve kemik iligi bu bosluklardadir.
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Sekil-1: Havers sistemi

4.4 Kemik Olusumu:

Kemik olusumu iki sekilde gerceklesir. Mezenkimal dokunun dogrudan kemik dokuya
doniismesine intramembrandz kemiklesme; mezenkimal dokudan 6nce kikirdak, sonra kemik
dokuya doniisiimiine enkondral kemiklesme adi verilir.

Intramembranoz kemiklesme &zellikle kafatas1 kemikleri, klavikula ve kiriklarda mutlak
stabilite saglanan kemiklerde mezenkimal dokudaki hiicrelerin membran(tabaka) halinde
birikimiyle osteoprogenitorlere doniisiir; onlardan da osteoblast olusumu gergeklesir.
Osteoblastlarin matriks tiretimi ile osteblastlar matriks icinde gomiilii kalir ve osteositlere
doniisiir. Bu sirada olusan anjiogennez sirasinda osteoid alanlarina Ca ve P iyonlart birikir(24).
Alkalen Fosfataz yardimiyla CaPO, olusur ve osteoid alan mineralize olarak primer kemik
dokusu olusur(25). Primer kemik merkezleri birbiriyle birleserek siingerimsi kemik dokulari
olusturur ve trabekiiler dokunun olusumu artar. Kompakt doku kemik arasinda hematopoetik

hiicreler ve kemik iligi hiicreleri birikir.
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Sekil -2 Intramembranéz Kemiklesme

Enkondral kemiklesme ise 6nce hiyalin kikirdak ardindan kemiklesmenin olmasi olarak
adlandirilir. Genelde uzun kemikler bu sekilde kemiklesir. Uzun kemiklerin diafizinde ve ug¢
noktalarinda olusan osteoblastlar kalsifiye olarak c¢evresini perikondriyum olusturur.

Perikondriumun i¢ kismindaki mezenkimal hiicreler béliinerek osteoblastlara doniisiir.
Osteoblastlar perikondriyum iizerine tek sira halinde dizilerek lamelleri sentezlerler.(26)
Osteoblastlar osteosite doniisiir ve c¢evresindeki perikondriyum periosteuma doniisiierek
kemiklesme baglar. Ardindan periostun oldugu kisimda osteoklast hiicreleri olusur ve delikler
acarak perikondriyum tarafindan diffiizyonla beslenen kikirdagin biitiinligli bozulur. Bu
deliklerden damar, Ca ve P girerek beslenme, mineralizasyon islemleri baglar. Kikirdak dokunun

sekonder kemik dokuya doniisiimii saglanmis olur.



Aty g v
(PITItE Rulrerm
L1

DRy
onsdcaton
[
Artos Carteags s X[
i Aty g €

st
malra

Arlory s romn
{pros m msrmnin
L]

Sekil-3: Enkondral Kemiklesme

4.5. Kemik Fizyolojisi:

Kemikler viicudun agirligim tasiyan iskeleti olustururlar. Iskelet kaslar1 tendonlar
araciligiyla periosteumun bag dokusu ile birlikte kemik igine girerler. Uzun kemikler
kaldiraglardan olugmus sistemleri meydana getirmek suretiyle, kaslarin kasilmasi ile olusan
kuvvetleri arttirirlar. Kemikler, kafa i¢i, spinal bolge ve gogiis kafesi iginde yer alan organlari
korurlar.(27) Kemigin sertligine ragmen uygulanan kuvvete gore trabekiilleri yeniden
sekillenmektedir. Kuvvetin ¢ektigi yerde kemik yapimi; itttigi yerde ise yikim gergeklesir buna;
Wolf kanunu denmektedir.(28)

Diyetle alinan Ca™ duodenumdan aktif transportla jejenumdan pasif difuzyonla emilir ve
siiratle kemiklerde depo edilir. Viicut Ca™ % 99° u kemikte bulunur. Viicutta kas dokusu

kasilamalarinda, sinir iletiminde, koagiilasyon basamaklarinda, hormanal salinim gibi pek ¢ok
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gorevi bulunur. Serum kalsiyumunun diizeyi parathormon(PTH), 1-25 dihidroksi vitamin D3
tarafindan ayarlanir. Ca' viicuttan diski idrarla atilir. Kan Ca™ miktar azaldiginda ise kemikteki
Ca™? serbest hale getirilir. Kemikten kalsiyum ¢ekilmesi hizli ve yavas olmak iizere iki yolla olur.
Ik mekanizmada, iyonlarin basit olarak hidroksiapatit kristallerinden dnce interstisiyel siviya,
oradan da zamanla kana ge¢cmesidir. Bu saf mekanizma slingerimsi kemikte olur. Olgun kemikte
bile az kalsifiye olmus yeni lamelller kalsiyumu kolaylikla alir ve verir. Kemikten kalsiyumun
serbestlesmesindeki ikinci yol ise hormon bagimlidir. PTH osteoklastlar1 aktive ederek matriksin
rezorbsiyonunu baslatir ve kemikten Ca™ serbestlesmesi saglanmis olur. Tiroid bezinden sentezi
yapilan kalsitonin, paratiroid hormona ters etki yaparak matriks rezorbsiyonunu inhibe eder.(29)

Fosfor, kemik mineralinin 6nemli bileseni olmasina ek olarak, enzim sistemlerinde ve
molekiiler etkilesimlerde acisindan da onemlidir. Plazma fosfati ¢ogunlukla serbest haldedir.
Idrarla atilabilen fosfat bdbreklerin proksimal tiibiillerinden geri emilir.(30) Kasilma icin gereken
enerjinin yapisinda bulunan fosfat, kemikte c¢ogunlukla hidroksiapatit kristalleri seklinde
depolanir.

PTH ve kalsitonin disinda bazi hormonlarin kemik tizerine etkileri de mevcuttur. Biiyiime
hormonu kemigin epifizinde boyuna uzamasimi saglar(31). Ostrojen, kemik rezorbsiyonunu
onleyerek kemik kaybini engeller. Ancak kemik yapimi ve yikimi birbirlerine bagli olaylar
oldugu icin Ostrojen tedavisi kemik olusumunu da engeller. Kortikosteroid osteoblastlar
bastirarak kemik yapimii baskilar. Insiilin ve somatomedin de biiyiime hormonunu pozitif

etkileyecek sekilde kemik yapimini artirir.

4.5.1. Kirik Tamim Tipleri:

Kemik antomisinin ve biitiinliiglinlin bozulmasina distan ve igten etki eden kuvvetlerin
etkisi kirtk olusumunun nedenidir. Bu durum kuvvetin siddetine ve kemigin absorbe edebilme
yetenegine gore kemikte catlaktan(fissiir), parcali kiriklara hatta eklemde ¢ikikli kiriklara sebep
olmaktaydi. Bu kuvvetler sadece kemikte degil yumusak dokuda da hasar olusturur.

Kirig1 olusturan sebepler ile kirik lokalizasyonlar1 yaslara gore farkliliklar gosterir. Yeni
dogan doneminde dogum travmalari, cocuklarda diigme ve trafik kazalari, genglerde spor ve
trafik kazalari, orta yagslarda trafik ve is kazalar1 ve ileri yaslarda diismeler ve tiimoral olaylar
kirik yapan baglica nedenlerdir. Cocuklarda humerus suprakondiler kiriklar1 basta olmak iizere
dirsek cevresi ve on kol kemikleri ile femur cisim kiriklar1 sik goriiliir. Geng ve orta yaslarda

tibia, femur ve radius distali en ¢ok kirilan bolgelerdendir. ileri yaslarda diisiik enerjili femur
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boynu, trokanterik bolge, humerus proksimali ve radius distali en ¢ok kirik goriilen
bolgelerdendir.

Travmanin yol actig1 kirik nedenleri, trafik kazalari (arac i¢i veya ara¢ disi), ev ici
kazalar, yliksekten, spor yaralanmalari, gociik altinda kalma (deprem, maden kazalar1 vb), is
kazalari, atesli silah yaralanmalari, kesici delici alet yaralanmalari ve yenidoganlarda goriilen
dogum travmalari olarak sayilabilir.

Patolojik kiriklarda kirik ¢ogu zaman basit travmalarla veya bazen travma olmadan
kendiliginden meydana gelir. Altta yatan hastalik osteoporoz, benign tiimor, primer veya
sekonder malign tiimor, osteomalazi gibi hastaliklar vardir.(32)

Tamamen normal bir kemikte disardan etki eden kuvvetler ve viicut agirliginin
taginabilmesi icin gereken kas ve ligamentlerin kasilmasi gibi viicudun i¢inden etki eden

kuvvetlerin siddeti, dogrultusu, hiz1 ve etkileme siiresine gore kiriklar meydana gelir.
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Sekil-4:  Kirik olustugu zaman travmanin kendine ve kirigin olus mekanizmasina 6zgii

belirti ve bulgular gozlemlenir.

Agr1 ve Duyarlilik: Tiim travmalarda agr1 olur fakat kirik sonrasi ortaya ¢ikan agri daha
siddetlidir. Hastaniin dogrudan travma bodlgesinde oldugunu ifaden ettigi spontan agri, travma

bolgesine bas1 uygulamakla meydan gelen ya da artan direkt agr1 veya uzaktan zormayla ortaya
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cikan veya artan indirekt agr1 olabilir. Hastanin bu spontan, direkt ve indirekt agriy1r ayni
lokalizasyonda hissetmesi kirik lehine bir bulgudur.

Hematom: Kirik sonrasi kirik uglarinda bulunan damarlarin yaralanmasi veya kirigi
olusturan darbenini etkisiyle meydana gelir. Hematomun hizla biiylimesi durumunda damar
yaralanmas1 olasilig: akla getirilmelidir.

Ekimoz: Cilt altina yayilan hematom nedeniyle olusan ciltteki goriinlimdiir. Travmanin
erken donemlerinde Oriilmesi masif kanama ve kirik habercisi olabilir. Ekimozun rengi zamanla
yesile ve sariya doniisiir. Tamamen kaybolmasi 3 haftayr bulabilir. Ekimoz yer cekiminin
etkisiyle yer degistirir. Dirsek i¢ kisminda ve dirsek ekleminin hemen {iist kisminda goriilmesi
humerus st ug, uyluk arkasinda goriilmesi durumunda femur iist u¢ kiriklar1 olabilecegi akilda
tutulmalidir.

Hareket Kisithligi: Kirik olustugunda kemigin kaldirag kolu fonksiyonu ortadan
kalkabilecegi i¢in ve agriya engel olabilmek i¢in hareketler sinirlandirilir

Hastanin durusu: Bazi kiriklarda hastanin durusu tipik olabilir. Alt ekstremitelerde bir
tarafta eger adduksiyon, dis rotasyon ve diger tarafa gore kisalik goriiliiyorsa, femur boyun kirigi
veya trokanterik kirik akla getirilmelidir.

Deformite: Kirtk uglarmin yer degistirmesi ile olur. Kirik uglarinin birbirinden
ayrilmasmna deplasman, uglarin birbirlerinin {izerine binmesine overriding, fragmanlarin
birbirinden uzaklagmasina distraksiyon, 0ne, arkaya veya yana agilanmasina angulasyon, kirik
uclarinin kendi ekseni etrafinda donmesine ise rotasyon denir.

Krepitasyon: Kirik uglarinin birbirine siirtiinmesi sonucu palpasyonda hissedilen bir
kitirt1 hissidir. Tesadiifen tespit edildiginde kesin kirik oldugunu gosterir. Ancak krepitasyon
varligini arastirmak norovaskiiler yaralanmalara yol agabileceginden yapilmamalidir.

Anormal hareket: Bir kemikte normalde olmamasi gereken anatomiye aykir1 olarak
gozlenen harekettir. Cok degerli ve kirik oldugunu gosteren bir bulgudur. Ancak krepitasyonda
oldugu gibi anormal hareket olup olmadigin1 aramak hasari arttirabileceginden 6nerilmemektedir

Kirgin tanimlanmasinda goriintiileme yontemleri 6nemli yer tutar. Kirik uglarinin
durumu, parka miktari, siniflama ve ¢ikiklar1 ve yabanci cisim belirlemede yardimcidir. Direkt
grafilerinde kirigin lokalizasyonu konumu angterior posterior ve lateral grafilerle degerlendirilir.
Aymi zamanada kirigin iliskide bulundugu eklemve dokular da grafilerde degerlendrilmelidir.
Eklem i¢i kiriklarda pelvis kiriklarinda, vertebra kiriklarinda, patolojik kiriklarda ve siipheli
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durumlarda istenilecek bilgisayarli tomografi tetkiki daha ayrintili ve kesin bir inceleme olanagi
sunar.(33) Ayn1 zamanda eklem i¢i kiriklarda, patolojik kiriklarda, tumor vakalrinda, vertebra
kiriklarinin norolojik patolojilerinde manyetik rezonans(MRI) goriintiilleme de son derece
onemlidir.

4.6. KIRIK KAYNAMASI

4.6.1. Kemik Iyilesme Evreleri:

Kirik olugsma durumu sonrasi kemik ve viicudun verdigi reaksiyonla kirik alan skar
dokusu olusmadan kendini tamir eder. Kirik olustugu andan itibaren kirik iyilesme safhasi baglar
kirik hatta yeni kemik olusumu ile biitiinliik saglanmasi ile tamamlanmig olur. Bu agamasi giine
kadar iki tiirlii kirik onarim ve kemik iyilesme sathasi tanimlanmaistir.

4.6.1.1. Primer Kirik Iyilesmesi:

Primer kirik iyilesmesi nadir goriiliir. Doku kanlanmasinin saglandigi ve mutlak tespitle
kirik uglar arasinda hareketin ve araligin minimum seviyede tutuldugu anatomik tespitin
saglandig1 durumlarda kallus dokusu olusmadan osteblastik ve osteoklastik aktivitenin bir denge
icinde olmasiyla primer kirik iyilesmesinden s6z edebiliriz.

Kirik pargalar aras1 gerilim %2 den az olmasi ve aralarindaki mesafenin 0,02 mm den az
olmasi1 esas Kkriterlerdendir. Kirik ugtaki alanda bulunan osteonlarda osteoklastik hiicre
aktivasyonu baglar ve 6lii doku ve hiicreler parcalanarak osteoprogenitor hiicrelerin sevkiyatiyla
damarlanma saglanir. Burada osteblastalar da aktif hale gelir, Haversian sistemleri ve kemik
matriksi olusumu baglar. Havers sitemi ve damarlanmayla mezenkimal hiicreler bdlgeye gelir,
osteolarin olusumu baslayarak lamelleri olusturur. Boylece kallus dokusu olusmaz.(34) Kirik
parcalar aras1 mesafenin 1 milimetre(mm) ¢ den az olmasi ile kirik parcalar arasinda Perren’ in
gerilim teoremi ile parcalar birbirini destekleyerek mezenkimal hiicrelerin osteonlara doniisiimii
saglanir.olgunlasmasi sonrasi kopriilesme geregeklesir ve lamaller olusumu saglanir.(35)

4.6.1.2. Sekonder(ikincil) Kemik Iyilesmesi:

Bu karik iyilesmesi en ¢ok goriilen iyilesme tiiriidiir. Anatomik olmayan ve mutlak tespit
yapilmayan goreceli tespit yapilan kiriklarda oncelikle yumusak kallus ardindan sert kallus
dokusu goriiliir. Sonrasinda kallus yeniden sekillenmesi(remodeling) ile iyilesme sonlanir.
Radyolojik ve histolojik olarak ii¢ donemde incelenir. Bu donemler inflamatuar donem, tamir
dénemi ve remodelizasyon donemi olarak isimlendirilirler. Bu evreleme sistemleri birbiri icinde

kesin ayrimlar1 yapilamadan gozlemlenebilir.
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Sekil-5: Kirik lyilesme evreleri

4.6.2. inflamatuar (Hematom) Doénem (1—4 giin):

Kemik biitlinliigliniin bozulmasi ile beraber inflamatuar (hematom) evresi baglamig olur.
Inflamatuar yamitin baslamasiyla birlikte kirik uclar1 arasinda ve kirik cevresinde olusan
hematomda koagiilasyon sonucu meydana gelen fibrin, onarict hiicrelerin migrasyonunu
kolaylastiran iskelet gorevi goriir ve trombositler biiyiime faktdrlerini salgilar. Hematopoetik kok
hiicrelerin ve biiylime faktorlerinin kaynagi kirik sonrasi ortay ¢ikan hematomdur. Hasarlanmis
osteositler ve kemik matriks sonucu ortaya ¢ikan Tiimor Nekrosis Faktor(TNF) alfa, Growth
Faktor(TGF) beta, IL-1 (interlokin-1) beta, IL-6(interlokin 6), IL-17 (interlokin 17), IL-
18(interlokin 18) ve IL-23(interlokin 23) gibi inflamatuar mediatdrler vaskiiler genislemeye ve
inflamatuvar polimorfoniikleer I16kositler, makrofaj, lenfosit gibi inflamatuar hiicrelerin kirik
bolgesine toplanmasina neden olur. Kirk iyilesmesindeki ilk inflamatuar evre olumlu etki
gosterir. 11k 24 saate inflamatuar yanit en iist seviye yiikselir ve 7. giine kadar azalarak devam
eder.(36) Baslangi¢ evresinde TNF alfa, interlokin (IL) 1, interlokin 6, interlokin 11 ve interlokin
18 diizeyleri artar. Kemotaktik etkiyle ikincil inflamatuar etki yaratan TNF alfa ilk 24 saatte en
yikksek seviyeye ulasir ve 72. saatte tekrar normal seviyeye iner. TNF alfa osteoblast ve
osteoklast tizerindeki tiimor nekrozis faktor reseptdr 1 (TNFR1) ve tiimor nekrozis faktor reseptor
2 (TNFR2) reseptorleri tizerinden mezenkimal ve inflamatuar hiicrelerin farklilagmasini uyarici
etki yapar. Sadece kirik iyilesme sathasinda ortaya ¢ikmasi nedeniyle TNFR 2 reseptoriiniin
ozellikli oldugu distiniliir. Kirik iyilesmesinde IL-1 Vve IL-6 nin daha etkin oldugu
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diisiintilmiistiir. Makrofajlarla IL1 diizeyinin artmasi, osteoblastlardan IL6 salinimini arttirir ve
bu da kikirdak kallus gelisimini, ILR1 ve ILR2 reseptorlerini etkileyerek damarlanmay1 uyarir.
Akut fazda salgilanan IL6 damar endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) saliimini arttirici,
damarlanmayi, osteoblast ve osteoklast farklilasmasini uyarici etki yaratir.(37) 6zellikle kemik i¢
kambiyum tabakinda BMP-2 ve BMP-7" nin mezenkimal hiicrelerin kemik iyilesmesinde
osteositlere farklilasmasinda etkin olduklar belirtilmistir.(37) Boylece mezenkimal kok hiicreler,
osteoprogenitdr hiicreler ve osteblastlar c¢ogalarak graniilasyon dokusunu 7. giine kadar
olustururlar.

4.6.3. Onarim Donemi (2- 40 giin):

Hiicre sayimnin artmas1 ve matriksin artmasi ile beraber 2. giinden itibaren onarim safhasi
baslar. BMP2’nin mezenkimal hiicre gogii ¢ogalmasi ve farklilagsmasinda onemli role sahip
oldugu bilinmektedir. Sekonder iyilesmede hem intramembranéz hem enkondral kemiklesme
gerceklesir. Fibrinden zengin graniilasyon dokusu hematomun ardindan olusmaya baslar.(38)
Kirik fragmanlar arasindaki merkez bolgede ve periostun dis kisimlarinda enkondral kemiklesme
baslar, kikirdak ve fibroz icerigi fazla olan yumusak kallus meydana gelir. Olusan yumusak
kallus matriksin mineralizasyonu, kikirdak hiicrelerinin apopitozu, vaskiilarite artisi, osteoblast
cogalmasi ve enkondral kemiklesme ile sert kallusa doniistir. Yumusak kallus olusumunun 7-9.
giinlerde basladigi, matriksde Tip 2 kollajen ve proteoglikan miktarlarinda artis oldugu yapilan
bazi calismalarda gosterilmistir. Kirik bolgesinde kirik uglari arasinda periost altindaki hiicrelerde
mezenkimal kok hiicreler osteoblastlara intramembrandz kemiklesme meydana getirir. Kikirdak
olusumu ve enkondral kemiklesme TNF beta (TNF B2 ve TNF-3) etkisiyle uyarilirken,
intramembrandz kemiklesme igin BMP-5 ve BMP-6 gerekli hiicre cogalmasini saglar.(39)

Kirik sonrasi yeniden kanlanma problemdir. Kan damarlar1 enkondral kemiklesmede
kondrosit apopitozu, hiicrelerin ve matriks dokusunun uzaklastirilmasi ile bu bdlgeye dogru
biiyiir ve ilerler. Anjiogenez Vaskuler Endotelyal Growth Faktor (VEGF)’ye ve anjiyopoetine
bagimli olarak iki yoldan gerceklesir. Anjiyopoetin 1 ve 2 seviyeleri iyilesmenin erken
donemlerinde artar. Anjiogenezde kritik 6neme sahip VEGF osteoblastlardan ve hipertrofik
kondrositlerden salinir, damarlanmada kritik role sahiptir. Endoteliyal mezenkimal hiicre
cogalmasini uyarir, damar invazyonunu saglayarak avaskiiler kikirdak dokusunun vaskiiler kemik
dokusuna doniisiimiinii saglar. Damarlanmada BMP’ler VEGF ile sinerjistik etki gosterir ayrica

mekanik uyart kirik bolgesinde VEGFR-2 reseptorii lizerinden anjiyogenik etki gosterir.(40)
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Makrofaj koloni uyaric1 faktor (M-CSF), niikleer kappa ligand reseptor aktivator (RANKL),
osteoprotegrin ve TNF-alfa etkisiyle mineralize kikirdak doku rezorbsiyonu baglar ve bu sayade
sert kallus yumusak kallusun yerini alir. Osteoblast ve osteoklast iizerinde M-CSF, RANKL,
osteoprotogerin’in  Orgii kemik yapiminda etkisi oldugu diistiniilmektedir. TNF-alfa’nin
mezenkimal kok hiicre uyaricr etkisi yaninda kondrosit apopitozunu baglatmasi etkisi de vardir.
Kallus dokusundaki bulunan kondrositlerin sitoplazmasinda ayristirilan kalsiyum graniilleri
ekstraselliiler matrikse tasinarak burada bulunan fosfat ile birlesir ve mineral depolanmasi baslar.
Kalsiyum ve fosfat depolarindan apatit kristaller olusur. Yapilan ¢alismalarda Tip I kollajen,
osteokalsin, osteonektin ve alkalen fosfataz seviyelerine bakilarak sert kallus olusumunun 14.
giinde en yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir. Mineralize kikirdak o6rgli kemik ile yer
degistirdikce sert kallus olusumu artar ve iyilesme dokusu mekanik olarak daha stabil hale gelir.
Kirik uglart birlesip kortikal kemik uglart devamliligi saglanana kadar onarim devam eder.
Kemigin kanselloz ya da kortikal yapisi, cevre yumusak doku destegi, stabilitesine gore

iyilesmede degisiklik goriilebilir.

4.6.4 Kemigin Yeniden(Remodelling) Sekillenme Donemi:

Sert kallus formasyonu kemige yakin bir icerik olsa da kemik dokusu kadar sert
biyomekanik 0Ozellikte degildir. Olusan kallusun lamelli kemik olusmasi ic¢in yeniden
sekillenmesine ve belli bir zamana ihtiyact vardir. Bir yandan osteoblastlarin olusturdugu
lamellar kemik bir yandan osteoklastlarin meydana getirdigi sert kalllus rezorpsiyonu denge
icinde gerceklesir. Kirik sonras1 3—4. Haftalardan itibaren baslayan bu siireg, klinik iyilesme
sonrast yillarca devam edebilir. Kemige 0zgii alkalen fosfataz ve osteokalsin degerlerinin
gerilemedigi artmis osteoblastik ve osteoklastik aktivite sinyallerinin uzun yillar devam ettigi
yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.(16) kemik aksiyel yiiklenmeyle yeniden sekillenmeye devam
eder. Elektropolerite etkisiyele elektropozitif konveks yiizeyde osteoklast; elektronegatif konkav
ylizeyde ise osteoblast etki uyarilir. Kallus dokular1 intrameduler kavite ve lameller kemige
dotistir.bu duruma oOzellikle kanlanma ve kirik parcalarin stabilitesi katki saglar. Bu siirecte
biyomekanik, kimyasal ve hiicresel aktivitenin rolii biiytiktiir.

Kirik iyilesmesinde biyolojik, mekanik, sistemik etmenler mevcuttur. Yas, cinsiyet,
beslenme iyilesmede etmenler oldugu gibi travmanin ¢esiti, darbenin enerjisi, kirik pargalarinin

say1st, kirigin tespiti, agik yara olup olmadigi, kirik yerinin beslenmesi gibi etmenler etkilidir.
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Bone morfojenik protein mezenkimal kok hiicrelerin osteoblastlara farklilagmasi, hiicre
migrasyonu, matriks sentezi, ve kemik olusumunun aktivasyonunda etkilidir. Bir cok BMP ¢esiti
kesfedilmistir. Kemik iyilesmesi iizerine etkileri konusunda BMP?2 iizerine ¢aligmalar yapilirken
kaynamama ve osteonekroz tedavisinde ¢alismalar BMP 7 iizerine yogunlasmistir.(41)
Tranforming(Doniistiiriicii) Biiyiime Faktorii-Beta (TGF-B: Osteoblast, kondrosit ve fibroblastlar
iizerindeki etkileriyle matriks olusumunu damarlanmay1 enkodral kemiklesmede, kalsifikasyonu
kirik kallusunda kikirdak ve kemik olusumunu kontrol ettigi goriisii mevcuttur.(42)
Fibroblast Kaynakli Biiyiime Faktorii (FGF): Mezenkimal kok hiicre ¢ogalmasinda, kikirdak
olusumu, anjiogenezis, osteoblastik aktivitede etkilidir. Kirik iyilegsmesinde belirgin olarak FGF2
olmak tizere diger FGF’ lerin de etkili oldugu bildirilmistir.(43)
Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii (PDGF): Fibroblast ve kemik hiicreleri i¢in ¢ogalabilir.
VEGF, IL6 seviyesini uyararak anjiyogenezisi artirip iyilesmeye olumlu etkisi vardir. Kirik
iyilesmesinde trikalsiyum fosfat ile birlikte hazirlanmis PDGF uygulamalar1 konusunda yapilan
calismalar vardir.(44)
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktdrii 2 (IGF-2): Tip I kollajen iiretimini, damarlanmayu,
osteoprogenitor hiicre ¢ogalmasini uyarir(45). Plazma Fibronektini: Yeni damar olusumu ig¢in
mitojeniktir.
Somatomedin C: Iskelet sistemi iizerinde biiyiime hormonuna benzer fonksiyonu vardir.
Kondroblastlarin béliinme ve farklanmalarini, ayrica kemik matriksi olusumunu hizlandirir.
Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF): Kemik geri emilimini hizlandirir.
Kondroblast Kokenli Biiyiime Faktorii(CDGF): ki tipi vardir ve Tip II kollajen ve hiyaluronik
asit icin diizenleyicidir. Makrofaj Kaynakli Biiyiime Faktori(MDGF): Sicanlarda osteoblast
benzeri hiicreler ve kondrositler i¢in mitojeniktir. Epidermal Hiicre Kaynakli Biiylime Faktori
(ECGF): Kemik ve kikirdak i¢in mitojeniktir.

Kirik iyilesmesinde sistemik faktorler de norolojik deficit durumlarda 6nem arz etmektedir.
Hormonal olarak:
Biiylime hormonu kemik igerisine kalsiyum emilimini artirir.
Kalsitonin osteklastlar1 inhibe ederek kemik ¢6ziinmesini azaltir.
Ostrojen kemik ¢dziinmesini engelleyici etkisi vardir.
Kortikosteroidler kollajen sentezini inhibe ederek kemik olusumunu engeller, ¢6ziinmesini

arttirir.
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Tiroid Hormonlar1 kemik ¢6ziinmesini, olusumundan daha ¢ok tetikler.

Paratiroid hormonu kalsiyum, fosfat ve D vitamini metabolizmasini etkileyerek kemik mineral
dengesinde kilit role sahiptir. Plazmadaki kalsiyum seviyesini ve bobrekteki fosfat fitrasyonunu
diizenler. Siirekli salinimi osteoklastik aktiviteyi uyarirken aralikli ve dengeli saliniminin
osteoprogenitor hiicreleri etkileyerek, osteoblastik aktiviteyi arttirarak kirik iyilesmesini uyardigi
ve hizlandirdig bilinmektedir(46). Yapilan ¢aligmalarda, paratiroid hormon kullanilan hastalarda
kemik kiitlesinin arttig1 kirik riskinin azaldig: ve kirik iyilesmesinin hizlandig1 goriilmiistiir.(47)

Iyilesmede biyolojik ve mekanik faktdrler olumlu yonde etkilesim icindedirler. Kirik
stabilitesi yukarida da bahsedildigi gibi 6nem arz etmektedir. Kirik pargalari arasindaki mesafe ve
hareket ne kadar az kirik sabit demektir. Kirik fiksasyonunda kullanilan materyalin sertligi ve
elastik deformasyonu sabitligi etkiler. Kirik sabitligi(stabilite) iyilesmeyi belirler. Normal
yiikklenme sonrasi kirtk fragmanlari arasinda hareket olmamasma mutlak stabilite denir. Bu
durumda kallus dokusu olusmaz.(48) Bazi kismi stabilite durumlarinda mikrohareket saglanir ve
kallus dokusu olusarak kirik iyilesmesi gozlemlenir. Mikrohareketten daha fazla hareket ve kirik
parcalarinin arasindaki mesafenin belli bir gerilimden fazla olmasi kayanamama ile
sonuclanabilir.

Kemigin aldig1 yiike bagl olarak iyilesme artacak ve ona gore sekillenecektir. Buna Wolf
Kanunu denmektedir. Ozellikle kompresif kuvvetler olumlu olarak degerlendirilirken tensil ve
makalama kuvvetleri kirigin iyilesmesinde olumsuz durum yaratmaktadir.(49)

Kirik stabillendikten sonra kallus dokusunun genislemesiyle sertlik artar, hidrostatik
basing azalir ve matriks gegirgenligi artar. Bunun sonucu olarak kirik tizerindeki makaslama
kuvvetleri azalir. Kondrosit sayis1 giderek artar enkondral kemiklesme baslar(50). Kollajen
matriks miktar1 artinca gerilme azalir bu alana daha ¢ok osteoblast gelir ve kemiklesme ilerler.
Mezenkimal hiicrelerin kemik hiicrelerine doniisiimii i¢in uygun gerilim saglanmis olur.

Kemik yiiklendiginde kirik fragmanlar yer degistirir bu hareket kirik hattinda ¢ok yonlii
farklr kuvvetlerin (aksiyel, torsiyonel, egilme) olusumuna yol agar. Fiksasyonun rijiditesi, kirik
uclarin ylizey alani; fragmanlar arasi hareketi etkileyerek doku yiiklenmesini ve kirik
boslugundaki hiicre yanitin1 belirler. Kirik pargalarinin arasi hareketin yonii yiiklenmeye, kas
kuvvetlerine ve segilen sabitleme materyalinin sertligine gore degiskendir. Pargalar arasi
hareketin olusturdugu kuvvet, kingin sekline gére degiskendir. Ornegin, parcali kiriklarda daha
genis bir ylizey alan1 var oldugundan hareket bu kirik alanlarina paylasilir daha biiyilik hareketleri
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tolere edebilir. Olusacak kallus dokusunun miktar1 fragmanlar arasi hareketin boyutuna bagl
olmakla birlikte fazla hareketin kaynamay1 olumsuz etkileyecegi de gercektir. Yeterli stabilite
saglanmasi sonrasi enkondral iyilesme gerceklesecektir.(51)

Yapilan mutlak stabilitenin gereginden fazla olmasi yiik dagilimini orantisiz sekilde
secilen implantlardan gonderilmesine ve kemikte yeniden sekillenme ve kallus dokusu
olusumunda azalmaya sebep olacaktir(52). Bu durumda; kaynama olumsuz etkilenecektir.

Kirik tedavisi disaridan ve igeriden miidahalerle kirigin stabilitesi saglanip dogru bir
uzunluk ve dogrultu saglanarak hizlandirilmasi saglanmistir. Gelisen implantlar teknikler ve
materyaller sayesinde giiniimiizde olumlu sonuglar artmustir.

Kiriklarda ozellikle diafiz yani saft bolgesinde dogru bir dizilim yeterli iken eklemi
ilgilendir durumlarda mutlak stabilitenin sart oldugu goriilmiistiir. Mekanik yliklere karsi izin
verildigi 6lgiide hareketi olan kiriklar goreceli olarak sabitlenmistir ve bu asamada kallus dokusu
olusarak iyilesme saglanir. Bu nedenle sikistirma yontemi ile yani kompresyon vidasi,
kompresyon plagi ve gergi band1 yontemleri mutlak stabiliteyi saglamak i¢in kullanilirken; kanal
i¢i civiler, internal fiksator ve eksternal fiksatorler goreceli(esnek) sabitleme saglarlar.

4.7. Alc1 ve Atelleme:

Bu ugulama ile tedavi edilen kiriklarda dizilimi saglayarak sinirli hareketle rediiksiyon
saglanir bu nedenle bu kiriklarda kismi stabilizasyon vardir ve sekonder kirik iyilesmesi goriiliir
uzun siire hareketsizlik olumsuz etkilerindendir. Bu nedenle erken mobilizasyon Onemlidir.
Tedavi yontemine kirngin o6zellikleri, hastanin genel saglik durumu, olast1 ameliyat
komplikasyonlar1 ayrintili olarak degerlendirilerek karar verilmeli

4.8. Acik rediiksiyon internal fiksasyon:

Komplikasyon risklerinin fazla oldugu kiriklar1 cerrahi yontemlerle tedavi etmek gerekir.
Son 150 yilda bilimdeki ilerlemeyle, cesitli cerrahi implantlar ve yontemler gelistirilmistir.
1800’lerde ilk olarak Lister tarafindan patella kirigma internal fiksasyon yapilmistir. Bundan
sonra, yapilan implantlarda sinirli biyolojik ve mekanik bilginin olmasina bagli korozyon,
yetersiz stabilite, enfeksiyon gibi komplikasyonlar gelismistir. Gelisen implant cesitleriyle
internal fikzsayon cektirme vidalariyla mutlak stabilite saglayip primer kemik iyilesmesi
saglanmistir.ardindan kemikte goriilen kanlanma bozukluklari ve kaynamama durumlarinda
kemige daha az temash ve esnek stabilizasyon saglayan kilitli vidalarla ¢ok parcali kiriklarda

kopriileme veya destek saglamak suretiyle mikroharekete de izin veren vida plak uygulamalar
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yapilmis ve basarili olunmustur.giiniimiizde eklem i¢i kiriklarda mutlak stabilite saglayarak
kallus olusu olmadan primer kemik iyilesmesi saglanmistir.

4.9. Intramediiller civiler:

Uzun bir gegmisi olan intramediiler ¢ivilemenin bugiinkii anlamda modern hali Kiincher
tarafindan tasarlanmistir. Mikroharekete izin veren bu tasarimla beraber kallus olusumu ile
iyilesme saglanmaktadir. Dinamik ve statik kilitleme ile hareketin miktar1 ayarlanmaktadir.
Intramediiler kismi ise rimelize edilerek endosteal kemik alinarak sabitlenmesi artrilmakta
olmasina ragmen kanlanma azaltilir(53). Proksimal femoral civiler de kisa siireli sikistirma ile
sabitleme yapmasina karsin kemikte bir siire sonra rezorbsiyona sebep olmaktadir(54). Elastik
civilerin kullanimi da 6zellikle ¢ocuk hastalarda kullanilmakta olup goreceli fiksayon saglamakta

kallus olusturmaktadir.

4.10. Eksternal fiksatorler:

Yiiksek enerjili agik kiriklarda enfeksiyon riski nedeniyle internal sabitleme yerine
kullanim1 mevcut olup ekstremitenin uzatmalarinda da kullanilmaktadir. Tespitin sertligi, cihazin
tipine, elemanlarinin kemige gore dizilimine, cihaz ile kemik arasi veya c¢iviler aras1 mesafeye,
civi say1 ve kalinliklarina, gerginligine gore degisebilmektedir(55). Tespitin sertligi katilig
degistirilmekle beraber esnek bir sabitleme sagladigindan sekonder iyilesmede daha ¢ok
kullanilmaktadir. Halka eksternal stabilitorlerde sertlik saglamada daha efektif olup primer
kaynamada 6nemli rol oynar(56).

Kirik parcalar arasinda kontrollii hareketin saglanmasi 6nemli bir konudur. Kaynamalarin
gec safhasinda bu hareketin kaynamayi olumlu etkiledigi savunulsa da hareketin istenenden fazla
olmasi kanlamay1 azaltmaktadir. Bu durumda kayanamanin olumsuz etkilenecegi goriisii agirlik
kazanmistir.

Kaynamama durumu da iyilesme durumu gibi goriilmektedir. Ozellikle kaynamama veya
gec kaynama konusunda bazi goriis ayriliklar1 olmasina karsin 9. ayda kaynamama ya da son ti¢
ayda kaynama ile ilgili olumlu bir goriintiiniin olmamas: kaynamamay1 ya da ge¢ kaynamayi
diistindiiriir. Kemigin yaralanma alani, kirigin sekli, bolgesi ve kiriga ek yaralanmalar, hastanin
yasi, ek hastaliklari, kullandig ilaglar, sigara aliskanlig1 goz oniinde bulundurularak, kaynamanin
buna gore degerlendirilmesi gerekmektedir.(57)

Kaynamamanin da tipleri oldugu ¢alismalarda goriilmiis olup gruplandirilmistir.
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Hipertrofik kaynamama: Kanlanmanin yeterli oldugu kiriklarda fragmanlar arasindaki fazla
harekete bagli belirgin kallus olusumu, doku farklilagmasinda yetersizlikle karakterize
kaynamamadir.

Atrofik kaynamama: Doku kanlanmasindaki bozukluga bagli kallusun olusmadigr ve kirik
uclarinda rezorpsiyonun oldugu kaynamama durumudur.

Oligotrofik kaynamama: Kirigin yeterli rediiksiyon ve fiksasyonunun olmamasi nedeniyle, fibroz
ya da kikirdak doku olusumuyla, yetersiz iyilesme dokusuyla karakterize kaynamama seklidir.
Bu olumsuzluklara ragmen doku iskelesi ve kok hiicre calismalarinin kirik iyilesmesine etkileri
kemik doku miihendisligi ¢caligmalar ile son zamanlarda yogunlagmistir.

4.11. Kemik Doku Miihendisligi ve Kullanilan biyomalzemeler:

Doku Miihendisligi: Insanda hasar goren doku ya da organlarin yerini labaratuvar
kosullarinda iiretilerek o doku yua da organin yerini alan bilim dalidir.

Kemik doku miihendisligi, fiziksel ve kimyasal agidan kemik hiicre dis1 matrisini (ECM)
taklit edebilecek (biyomimetizm) biyomalzeme (doku iskelesi), uygun kosullar altinda kemik
olusturma potansiyeli olan hiicre ve kemik olusumunu uyarici molekiil (biyosinyaller)
bilesenlerini kullanarak, insan viicudunun herhangi bir yerindeki hasarli ya da islev goremeyen
kemik dokunun yenilenmesini (rejenerasyon) ya da onarimini (repair) amaglamaktadir. Kemik
ECM’si detaylandirildiginda, nanometre kalinligindaki kollajen fiberlerin arasinda nanoboyutlu
plaka morfolojisinde hidroksiapatitlerin (HA) yerlestigi goriilmektedir(58)(59) Buna bagli olarak
arastirmacilar, dogal ve/veya sentetik polimer nanofiber ana matris igerisinde biyoseramiklerin
bulundugu kompozit biyomalzemeler iireterek yeni kemik olusumunun ve mineralizasyonun ¢ok
daha basarili oldugunu gosteren sonuglar elde etmislerdir(60).

Biyomalzemeler canli bir sistemde biitiinliigii saglayan doku parcalarinin yerini
islevsellikle beraber dolduran ve diger canli dokularla etkilesim halinde olan dogal ya da sentetik
yapilardir. Doku iskelelerinin iiretiminde kullanilan biyomalzemeler; polimerler, seramikler,
metaller ve kompozit malzemeler olarak gruplandirilmaktadir. Biyomalzemenin onarimi
hedeflenen dokuya olan benzerligi olduk¢a biiyilk O6nem tasidigindan yumusak dokuyu
olusturacak doku iskeleleri dogal veya sentetik polimerlerden elde edilebilirken, sert dokuyu
olusturacak doku iskeleleri seramik, polimer veya kompozitlerden olusur.(61)

Polikatyonik yapida dogal bir polimer olan kitosan biyouyumlu ve toksik olmayan yapisi
ile doku miihendisligi uygulamalarinda genis bir kullanim alan1 bulmaktadir. En c¢ok tercih edilen

formlar1 ii¢ boyutlu gozenekli yapilar ve jel membranlardir. Kitosan yapilar, hepatosit
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kiilttirlerinde,

kikirdak doku rejenerasyonunda ve kemik rejenerasyonu icin ortopedik

kompozitlerde kullanilmistir.(62)

. Materyaller Avantajlari Dezavantajlan Ornekler

| POLIMERLER | Esncktirler,fabrikasyonlan | Mekanik giigleri disiiktir, Cerrahi iplikler, arter- |
*Silastic@kaugugu kolaydir,diigiik dansitelidirler. ve zamanla pargalanirlar | vendamarlari,tendon
Teflon® lar, burun, kulak
*Dacron® elmacik kemigi
*Nylon®

| METALLER Gerilme direngleri  yiiksektir Biyouyumluluklan diigiik- @ Ortopedik birlestirici-
*316,316L,5,8 kullanimda dayanikhdirlar tiir, dansiteleri yliksektir wve ler (tabaka, givi vb.), dig
*Vitalyum canli ortamda korozyona implantlan

*Titanyum Alagimlari uframaktadirlar

SERAMIKLER 'Incntirlcr, biyouyumluluklan.Mekanik giivenleri dﬁ§ﬁk-Kalqa protezleri.digler, i
*Aliiminyum Oksidler | iyidir, korozyona ve fazla tir, esneme  Ozellikleri derialti sistemleri
*Kalsiyum Aluminatlar |sikigtirmaya dayanikhidirlar olmadifindan ve  yiiksek
*Titanyum Oksidler dansiteli olduklarindan
*Karbonlar fabrikasyon zorluklan

vardir
Iaal\:ll_’_o_z_,“_"il_‘:l?. -Eiyouyunil.l.d{]l-(jan -i-;'i-c-li..r,-i'!_aterya;l "f;b-rii{asyonu E,alp -léapa];i;-l.k:lan, _dl.z 1

*Seramik kaph metal inerttirler,korozyona dayamk zordur kapagi implantlan

*Karbon kaph metal I ve gerilme direngleri
yuksektir

Sekil-6: Biyomalzemeler

4.12. Tezde kullanilan malzemelerin listesi

Dogal bir polimer olan kitosan fizyokimyasal ve biyolojik 6zelikleri nedeniyle kemik
dokudan kikirdak dokuya orthopedi ve travmatoloji i¢in kirik iyilesmesi kikirdak dokunun tamiri
gibi durumlarda kullanimi uygundur.(63) Kitosan yenge¢ ve karides kabugunda bulunan kitinin
deasetilasyonuyla elde edilmektedir.(64)

OH DCHAOO0H

NaOH, CICH;COOH

Isopropanol, 50" C

NHCH;COOH
N, O-Carboxymethyl Chitosan

Sekil-7: Karboksimetil kitosan

Chitosan
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Biyoseramikler kemigin dogal yapisina kimyasal ve yapisal olarak benzerligi nedeniyle
mitkemmel biyouyum gostermesinin yani sira osteoblast farklilasmasini ve c¢ogalmasini
saglamasi bakimindan kemik doku miihendisligi ¢calismalari i¢in olduk¢a 6nemlidir(65). Kirillgan
olmalari, implantasyon i¢in sekillendirilmelerinin zor olmast gibi nedenlerden dolay1
biyoseramikler genellikle tek basina kullanilmamakta, ¢esitli polimerler ile birlestirilerek
kompozit malzemeler hazirlanmaktadir.(66) Kompozit doku iskelesi hazirlanmasinda siklikla
kullanilan bir biyoseramik olan hidroksiapatit (CalO0(PO4)6(OH)2) (HAp) kemigin temel
inorganik bilesenidir.(67)

Lif kabag1 veya silinger kabak olarak bilinen Luffa cylindrica (LC) bitkisi Curcubitacea
ailesinden gelmekte olup meyvesi kalin bir kabuga sahiptir(68). Bu meyvenin i¢ kisminda
cekirdekleri bulunmaktadir ve dogal bir mat igeren ¢ok yonlii lif dizisine sahiptir. Cogunlukla
kullanim alan1 banyo siingeri veya kozmetik olmasina ragmen, kiiciik bir lif kabag: ¢esidi olan
acutangula, siniislerde tibbi amacgli olarak proteinleri hareketsizlestiren yataklar olarak da
kullanilmaktadir.(69) Esas kompozisyonu 60% seliiloz, 30% hemiseliiloz ve 10% lignin olarak
kabul edilebilir.(70) ayn1 zamanda gbézenekli yapisi, toksik olmamasi, maliyetinin diisiik olmasi

giivenilir ve kullanilabilir bir matriks pargasi olarak degerlendirilir.(71)
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5. GEREC YONTEM:

Tez calismas1 kapsaminda doku iskelesi tiretimi i¢in % 91 deasetilasyon derecesine sahip O-
karboksimetillenmis kitosan (CMCht, 358091), Santa Cruz Biotechnology, ABD'den satin alindi.
Hidroksiapatit (HAp) nano tozu (partikiil boyutu <200 nm), poli (etilen glikol) diglisidil eter
(PEGDE) (475696, Mn = 500) ve fosfat tamponlu salin (PBS) Sigma-Aldrich, ABD'den satin
alindi. Sodyum hidroksit (NaOH) ve asetik asit, Merck, Almanya'dan getirildi. Dogal lif kabag1
Kuzey Kibris Tiirk Cumbhuriyeti'nden temin edilmistir. Dulbecco Modifiye Kartal Ortami
(DMEM), steril filtrelenmis PBS ve fetal sigir serumu (FBS), Cegrogen Biotech GmbH (Nordost,
Almanya), L-glutamin ve Tripsin-etilendiamintetraasetik asit (EDTA) sollisyonundan (% 0,25,
steril filtreli solisyon) Sigma-Aldrich'den (Missouri, ABD), T-25 siselerinden, 48 ve 96 oyuklu
plakalar, SPL Life Sciences Inc.'den (Pocheon, Kore), Penisilin-Streptomisin (10.000 U / mL)
Thermo Fisher Scientific'ten (Massachusetts, ABD) elde edilmistir. Hiicre sayimi ve canlilik
yiizdesi hesaplamalarinda kullanilan% 0,5 tripan mavi ¢ozeltisi (Biological Industries, Israil),
kolorimetrik canlilik analizinde WST-1 Cell Proliferation Assay Kit (Cayman Chemicals,
Michigan, ABD) kullanildi. Bu ¢alismada insan dermoblast (HDF) hiicre hatti Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Laboratuvarindan (ARLAB, Izmir) elde edilmistir. Kemik
iligi ve periost kdkenli kok hiicreleri primer kiiltiir olarak kendi labaratuvarimizda dokudan izole
elde edilmistir.

5.1. Karboksimetil Kitosan (CMCht) Cozeltisinin Hazirlanmasi:

CMCht' nin saf suda ¢oziilmesi ve oda sicakliginda {i¢ saat karistirilmasiyla % 2.5 (w / v)
CMCht ¢ozeltisi hazirlanmastir.

5.2. Lif Kabag Hazirlanmasi:

Lif kabag1 soyulduktan sonra ligninin arindirilmasi amaciyla oda sicakliginda sodium
hidroksit (NaOH) soliisyonu (% 2 w / v) ile 90 dakika bekletilmistir. Daha sonra nétr pH elde
edilene kadar distile su ile yikanip vakumlu firinda 60°C'de 24 saat kurutulmustur. Son olarak;
takviye malzemesi olarak kullanilmak iizere lif kabaklar1 keskin bir alet yardimiyla ufak ve esit

boyutlarda pargalara ayrilarak toz benzeri parcaciklarin elde edilmesi saglanmaistir.
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5.3. Hidrojel iskele Uretimi:

[k olarak, 0.02 gr nanohidroksiapatit (nHAp) ve 0.06 gr polietilenglikol (PEGDE) 4 ml
CMCht soliisyonuna ilave edilmis ve nHAp karisim icinde homojen olarak siispanse edilinceye
kadar ultrasonik banyoda karistirilmistir. Daha sonra, 0.04 g kiyilmis lif kabag lifi ilave edilmis
ve karisimin gece boyunca 40 °© C'de ¢apraz baglanmasina izin verilmistir. Capraz baglama
reaksiyonunun sonunda, siinger formundaki ii¢ boyutlu ve gozenekli doku iskeleleri, 2 giin
boyunca 0.1 mbar basing altinda -25 ° C'de dondurarak kurutma islemi (TELSTAR - LyoQuest -
85) ile elde edilmistir. Uretilen iskele ve delikli numune Sekil 1'de gdsterilmistir.

5.4. Doku Iskelelerin Karakterizasyonu:

Iskelenin morfolojisi, Taramali Elektron Mikroskobu ((SEM) (JEOL JSM-6060)), 5
kV'luk bir hizlanma geriliminde analiz edilmistir. Doku iskelesi, analizden once iletkenligin
saglanmas1 amaciyla ince bir altin / paladyum tabakas1 ile kaplanmigtir. Ayrica iskele ylizeyinde
Ca-P minerallerinin dagilimi ve varlig1 enerji dagilimli X-151n1 spektroskopisi (EDX) haritalama
analizleri ile aragtirilmistir.

Iskelenin kimyasal yapist 4 cm™ ¢dziiniirliikte 4000-650 cm™ dalga sayis1 araliginda Fourier
transform kizilotesi spektroskopisi (FTIR) (Perkin Elmer Spectrum BX) kullanilarak ve numune
basina 25 kez taranarak incelenmistir.

Doku iskelelerinin sisme testi bir PBS soliisyonunda gerceklestirilmistir. ilk olarak,
kurutulmug doku iskeleleri (n = 3) tartilmistir (w0) ve daha sonra 37 © C'de 1, 24 ve 48 saat
PBS'ye daldinlmistir. Fazla su bir filtre kagidi ile c¢ikarildiktan sonra, sisen yapi iskeleleri
tartilmistir (ws). Hidrojel iskelelerinin sisme orani ve su igerigi degerleri sirasiyla asagidaki

esitliklere (1) ve (2) gore hesaplanmustir.

Sisme orani (%) = (WS‘;—WO)x 100 (1)
0

Su igerigi (%) = 22100 (2)
S

Doku iskelelerini biyomekanik analizi; bu amacgla mekanik basma dayanimlari
elektromanyetik akiiator ile 5 kN yiliklenme altinda 10 mm/dk hiz ile 6lgiilerek elastik modiil

degerleri hesaplanmustir.
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5.5. Iskelelerin On Biyouyumluluk Analizleri

Doku iskelelerinin 6n biyouyumluluk analizleri, ilk olarak ARLAB’ dan temin edilen
pasaj 9 insan dermal fibroblast (HDF) hiicre hatt1 ile ger¢eklestirilmistir. Bu amagla hiicre ekimi
yapilan iskelelerden 7 giin boyunca canlilik ve morfoloji analizleri yapilmistir. Bunlara ek olarak
28 giin boyunca kemik iligi ve periost kokenli kok hiicreler ekilmis olan iskelelerden alkalen
fosfataz(ALP) tayini, histolojik degerlendirmeler, canlilik analizi ve hiicre tutulumu
gosterilmistir.

5.5.1. Hiicrelerin Istenilen Sayiya Ulastiriimasi
Hiicreler tek tabakali kiiltiirler olarak T-25 flasklarinda biiyiitiilmiistiir ve %80 yogunluguna
ulastiginda pasajlanmistir. Tutunan hiicreler PBS ile yikanarak Trypsin-EDTA soliisyonu ile
pasajlanmistir. Hiicre siispansiyonu, 1200 rpm'de 5 dakika siireyle santrifiij edilerek (Hettich,
Universal 32, Almanya), yeniden inkiibe edilmistir. Kiiltiir ortami1, % 10 (v / v) FBS, %1 (v / v)
L-glutamin ve % 1 (v / v) penisilin-streptomisin soliisyonu ile desteklenen Dulbecco’s Modified
Eagles Medium (DMEM) da biiyiitiilmiistiir. Ortam giin asir1 degistirilerek % 5 CO2 ve %95 nem
iceren 37 ° C inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. Hiicrelerin genel goriiniimleri bir inverted mikroskop
(Olympus, CKX41SF, Tokyo, Japonya) kullanilarak gozlenmistir.

5.5.2. Doku iskelelerinin Hiicrelendirilmesi:
Iskeleler 4 mm capinda ve 3 mm kalinhiginda parcalar halinde bir biyopsi punch ile kesilmistir.
Etilen oksit kullanilarak sterilize edildikten sonra hiicre Kkiiltiirli Oncesinde 48 saat
havalandirilmistir. Hiicreler iskelelere ekilmeden once tripsinizasyon ile kaldirilmis olup Thoma
Lami ve tripan mavisi ile sayilmistir. Hiicrelerin canlilik yiizdesi ve sayist (3) formiili ile

hesaplanmustir:

% Canlilik = (Renksiz hiicre sayis1)/(Toplam hiicre sayis1) x 100 (3)

Alan Bagina Ortalama Hiicre Sayisi= (Alan Bagina Hiicre Toplami)/ (Alan Sayisi)

Doku iskelesi basina 7x10* hiicre ekilerek tutunmast icin 2 saat beklenmistir. Kiiltiir

ortami1 eklenerek gerekli analizler igin 37 °C' de inkiibe edilmistir.
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5.5.3. Canlilik ve Proliferasyon:

Hiicre canliligl, li¢ tekrarli olarak 1, 3, 5 ve 7 giin sonra WST-1 kolorimetrik test
kullanilarak Synergy HTX ¢ok modlu okuyucuda (Bio-Tek, Winooski, VT, ABD) 450 nm'de kit
talimatlarina gore Olgiilmistiir. Her kuyuya 10 ul WST-1 reaktifi (100 ul ¢ozelti icin 9: 1
oraninda) ilave edilmis ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmisti. WST-1 deneyi, hiicresel
mitokondriyal dehidrojenazlar tarafindan tetrazolyum tuzunun formazan aktivasyonuna dayanir.
Canl hiicrelerin sayisindaki artig, mitokondriyal dehidrojenazlarin aktivitesinde bir artisa neden
olur ve bu da olusan formazan boyas1 miktarinda bir artisa yol acgar. Canli hiicreler tarafindan
iiretilen koyu sar1 formazan boyasi, 450 nm'de absorbans 6l¢iilerek 6l¢iilebilir ve dogrudan hiicre
sayst ile iligkilendirilir

5.5.4. Hiicre Morfolojisi Analizi:

Doku iskelelerinin morfolojisi SEM yardimiyla o6lgiilmiistiir. iskeleler PBS ile
yikandiktan sonra % 4 paraformaldehit ¢o6zeltisi ile fikse edilmis ve artan etanol
konsantrasyonlar1 (% 20, %50, %75, % 90, % 100) kullanilarak dehidrate edilmistir. Vakum
altinda kurutulan iskeleler Boliim 5.4 te tariflendigi tizere analiz edilmistir.

5.6. Doku Iskelelerinin Kemik iligi ve Periosttan Elde Edilen Mezenkimal Kok Hiicreler ile

Biyouyumluluk Analizlerinin Gerceklestirilmesi

5.6.1 Mezenkimal Kok Hiicre Eldesi ve Karakterizasyonu:

Periost Eldesi ve Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu:

Deney Hayvanlarindan Periost Elde Edilmesi: Kirik hattt olusturulmadan once
sicanlardan periost elde edilmistir. 10 ml/kg Xylazine ve 50ml/kg ketamin, siganlara
intraperitoneal bolgeden uygulanarak anestezi saglanmistir. Lateral insizyon ile sag tibianin
goriinen yiiztinden 10x7 mm periost kambiyum dokusu bistiiri ile kesilmistir ve siganlara bagka
herhangi bir cerrahi islem uygulanmadan kapatilmistir. Elde edilen periost, steril kosullara uygun
bir sekilde, Dokuz Eyliil Universitesi, Biyomekanik Béliimii Hiicre Kiiltiirii Laboratuvar’ na

getirilip hiice kiiltiirii islemleri gergeklestirilmistir.

Periosttan Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu: Eksize edilen periost dokulari, 2 saat
boyunca calkalamili inkiibatorde 37 © C* de % 0.02 klostridial kollajenaz ile muamele edilmistir.
Bu siirenin sonunda kollenjanazi inaktive etmek icin FBS igeren mediumla 1:1 oraninda
seyreltilen s1vi 1200 rpm ile 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilarak hiicre pelletleri

normal protokolde DMEM ve %10 FBS igeren biiylime ortami ile sulandirilarak hiicre kiiltiir
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kaplarna ekilmistir. Biiylime ortamlar1 giin asir1 degistirilerek hiicreler gerekli analizler i¢in

cogaltilmistir.

Kemik Iligi Eldesi ve Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu:

Deney Hayvanlarindan Kemik Iligi Elde Edilmesi: Kirik hatti olusturulmadan énce sicanlardan
kemik iligi aspirasyonu elde edilmistir. 10 ml/kg Xylazine ve 50 ml/kg ketamin, sicanlara
intraperitoneal bolgeden uygulanarak anestezisi saglanmistir. Kemik iligi, 10 ml hacme sahip
siringanin ucundaki 18 gauge igne yardimi ile sicanlarin sol femorallerinden femur saftina
girilerek siringa icerisindeki heparin ile siispanse edilerek alinmistir.(72) Elde edilen kemik iligi,
steril kosullara uygun bir sekilde, labaratuvara getirilerek hiicre kiiltiiri islemleri
gergeklestirilmistir.

Kemik Iliginden Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu: Elde edilmis olan aspirat falkon tiipiine
aktarildiktan sonra Ficoll-Paque iizerinde tabakalandirilarak 1650 rpm ile 5 dk santriifijj
edilmistir. Santrifiij isleminden sonra buffy-coat tabakasi toplanarak PBS ile yikama
gerceklestirilmistir.  Ardindan pellet, biiylime ortami ile seyreltilerek 25 lik flasklara ekilmistir.
Biiyiime ortamlar1 giin asir1 degistirilerek hiicreler gerekli analizler i¢in ¢ogaltilmistir.

Mezenkimal Kok Hiicre lerin Karakterizasyonlari:

MKH’ler izole edildikten ve 3 kez pasajlandiktan sonra karakterizasyon analizlerinin
gerceklestirilmesi amaciyla akim sitometri ve farklilagsma islemleri gergeklestirilmistir.
Farkhilasma kapasitelerinin aragtirtimasi: Adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hiicrelere
farklilastirma i¢in StemPro tarafindan dretilen farklilasma kitleri kullanilmistir. Hiicreler
tripsinizasyon ile kaldirilip sayimlari Tripan mavisi ile yapildiktan sonra kuyucuklu plakalara
ekilmistir. Adipojenik (A1007001, Gibco), kondrojenik (A1007001, Gibco) ve osteojenik
(A1007201, Gibco) farklilasma icin kit talimatlarina gore farklilasma ortamlar1 hazirlanmistir.
Kuyucuk bagina 3x10° hiicre olacak sekilde ekilen hiicrelere yaklasik 1.5 mL kiiltiir ortam
eklenerek 37 ° C’ de, % 90 nem, % 5 CO,'de inkiibe edilmistir. 21 ile 28 giin boyunca, haftada
bir kez medyumlar: degisecek sekilde biiylimeleri takip edilmistir. Adipojenik farklilagma sonrasi
histoloji analizleri i¢in 21 giin, osteojenik ve kondrojenik farklilasma sonrasi histoloji analizleri
icin ise 28 giin kiiltiir siiresi yeterlidir. Oil red O ile boyanarak adipojenik farklilasma, Alcian
blue ile boyanarak kondrojenik farklilasma ve Alizarin Red-S ile boyanarak da osteojenik

farklilagmalar gosterilmistir.
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Akim sitometri analizleri: FACS Canto II akim sitometri cihaz1 ve Fax Diva Software programi
kullanilmistir. Elde edilen kok hiicreler, hiicre yiizey isaretleyici analizleri i¢in, tripsinizasyon
islemi ile hiicrelerin kaldirildiktan sonra yikama tamponundaki hiicrelerin yeniden siispanse
edilmesinin ardindan sican antijenlerine karsi antikorlar ile degerlendirilmistir. Bu amacla
kullanilan antikorlar fluorescein (FITC), phycoeritrin (PE), Allophycocyanin (APC), Alexa
Fluor® 647, PerCP-Cy™S5.5 ve Alexa Fluor® 488 etiketleri ile konjlige antikorlardan
kullanilarak akim sitometri cihazi ile analizleri yapilmistir. Kemik iligi ve periosttan izole edilen
mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometri analizleri i¢in kok hiicrelere 6zgili pozitif ekspresyon
yapabilen ve sicana reaktif olan CD73, CD90 ve CD105 antikorlarina kars1 analiz edilmistir.(73)
(74)(75) Bu analizler icin Dokuz Eylil Universitesi Hematoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarindan yararlanilmstir.

5.6.2. Doku Iskelelerine Kok Hiicrelerinin Ekilmesi:

izole edilen ve karakterizasyon islemleri tamamlanan hiicrelerin Boliim 5.5.2° de
tariflendigi iizere ekimi gerceklestirilmistir. Onceden etilen oksitle sterilize edilerek
havalandirilan doku iskeleleri periost ve kemik iliginden elde edilen kok hiicreler ekilmeden 6nce
48’ li plakalara ayri ayr1 gruplandiriimistir. In vitro analizler, pasaj 4 mezenkimal kok hiicreler ile
gerceklestirilmistir. Ekim isleminden sonra 28 giinliik kiiltlir siireci boyunca hiicrelerin gerekli

analizleri gerceklestirilmistir.

5.6.3. Canhlik analizi

Canlilik testleri hiicre ekiminden sonraki 7, 14, 21 ve 28. giinlerde kullanima hazir WST-1
reaktifi (BioVision Inc.) kullanilarak ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Canlilik, 4- [3- 4-
iodophenyl]- 2- (4- nitrophenyl)- 2H- 5- tetrazolium)- 1, 3- benzen distilfonat (WST-1) canlilik
testi ile tayin edilerek, spektrofotometrik olarak 450 nm absorbans degerinde oOl¢iilmiistiir.
Belirtilen zamanlarda eklenen WST-1 ile 2 saat 37 °C’de inkiibasyon sonrasinda, mikroplaka
okuyucuda kit talimatlarina gore spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiistiir. Bu deneyde, Olciilen
absorbans canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir. Elde edilen sonuglar Graphpad Prisma programi
yardimiyla ¢izdirilerek gerekli kiyaslamalar gergeklestirilmistir.

5.6.4. Hiicre Tutunmasi

Hiicre ekiminden sonra 7. ve 28. gilinlerde doku iskeleleri %4 paraformaldehit ile fikse

edildikten sonra PBS ile yikanmistir. Ardindan dereceli alkol serilerinden gegirilip (%20, 40, 60,
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80, 100 ve 100 olacak sekilde) desikatorde kurutulmasi saglanan iskeleler bolim 5.5.4’de
anlatildigr sekilde SEM analizi gerceklestirilmistir.

5.6.5 Alkalen Fosfataz (ALP) Analizi:

Hiicrelerin ALP aktivitesi, yukarida belirtilen giinlerde biitiin gruplarda ALP aktivite kiti
(WAKO chemicals ELISA kit) ile 6l¢iilmiistiir. Oncelikle drnekler PBS yikandiktan sonra kit
tarifine uygun olarak kimyasallar ilave edilerek mikro plaka okuyucuda 570 nm dalga boyunda 7,

14, 21 ve 28. Giinlerde dl¢limler alinmustir.

5.6.6. Histokimyasal incelemeler

Doku iskeleleri mikroskobik incelemeler i¢in %10’luk formaldehit soliisyonunda 2 giin
stire ile fikse edildi. Akar ¢cesme suyu altinda 1 gece rutin histolojik doku takibi protokolii
asamalarindan gegirilerek parafin bloklara gomiildii. Elde edilen parafin bloklardan mikrotom ile
polilizin kapli lamlara Spum kalinhgindaki kesitler alindi. Aliman parafin kesitler,
deparafinizasyon iglemi i¢in 1 gece 60 °C’lik etiivde bekletildi. Ardindan ilk olarak 20 dakika
etiive daha sonra iki kere 10’ar dakikalik ii¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Rehidratasyon islemi i¢in
azalan alkol derecelerinden (%96, %80, %70) gegirilip distile su asamasina getirildi. Ardindan
doku iskelesi Orneklerinin genel morfolojisini gostermek i¢cin Mayer’s Hematoksilen- Eozin,
kollajen varligini tespit etmek i¢in Masson Trichrome, ekstraseliiler matrikste glikozaminoglikan
varligimi gostermek i¢in Alcian Blue, proteoglikan varligimin tespiti igin Safranin O/Fast Green
boyamalari yapilarak degerlendirildi.

5.6.7. immiinhistokimyasal incelemeler

Immiinohistokimyasal boyama Avidin- Biyotin- Peroksidaz yéntemi (ABC Metodu) ile
gerceklestirildi. Doku iskeleleri igerigindeki kolajen Tip I ve II yapilari; anti- kolajen Tip I ve
anti- kolajen Tip II antikorlar1 uygulanip, doku iskelelerindeki protein ekspresyon lokalizasyonu
gosterilerek immiin- reaktivite siddeti semi- kantitatif olarak degerlendirildi. Semi- kantitatif
degerlendirmede; boyanma yok (0 degeri), %25’in altinda zayif boyanma (+1 degeri), %25- 50
arasinda orta boyanma (+2 degeri), %50’den fazla kuvvetli boyanma (+3 degeri) seklinde
skorlandi(76).

5.7. Deney Hayvanlarinda Femur Kirik Modeli Olusturulmasi ve Iyilesme Takibi:
Calismamizda 48 adet Wistar-Albino cinsi erkek rat (Dokuz Eyliil Universitesi Deneysel

Hayvan Arastirma Laboratuari, izmir) kullanilmistir. Arastirma dncesi Dokuz Eyliil Universitesi
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Deneysel Hayvan Arastirma Laboratuari, Etik Kurulu’ ndan arastirma igin gerekli izinler
alinmustir.

Arastirmamiz Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarinda
gerekli izinler tamamlandiktan sonra yapilmistir. Calismada kullanilan ratlarin ortalama
agirliklart 350 gram (330-430 gram) olarak belirlenmistir. Ratlar rastgele sekilde secilerek 4
gruba ayrilmistir. Her kafeste 2’ ser hayvan olacak sekilde ¢alismanin basindan sonuna kadar
takip edilmistir. Operasyon oncesi ratlara sedasyon verilip sol femurlar traglanmistir. Insizyon
bolgesi Povidon iyot ile boyanarak sterilize edilmistir.

Grup 1 (n=12): Kirik iyilesmesinin kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Wistar Albino
sicanlara higbir doku iskelesi ya da hiicre tedavisi yapilmadan sadece periost siyirilmadan kirik
fiksasyonu gergeklestirilmistir. Literatiir taramasi yapildiginda kirik iyilesmesinde periost
styrildig: takdirde kaynamanin geciktigi bildirilmistir(77) (78). Bu nedenle planlamis oldugumuz
calismada sadece periostun siyrildigi kirik iyilesmesi grubuna ihtiyag duyulmamistir. Kontrol
grubu olarak kemigin dogal iyilesme siirecinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Grup 2 (n=12): Uretilen doku iskelesinin in vivo biyouyumluluk acisindan kontrolii bu grupta
gerceklestirilmigtir. Herhangi bir hiicre tedavisi uygulamadan, periost siyrilarak sadece kirik
hattina doku iskelesi yerlestirilerek Kirschner (K) teli ile kirik fiksasyonu yapilmasiyla
gerceklestirilmistir. Bu grupla, doku iskelesinin biyouyumlulugu ve iyilesme iizerine malzemenin
etkilerinin olup olmadiginin gézlemlenmesi amaglanmaistir.

Grup 3 (n=12): Bu grupta si¢an kemik iliginden Boliim 5.6.1. tariflendigi {izere izole edilerek
karakterizasyonlar1 yapilmis olan mezenkimal kok hiicreler doku iskelelerine ekilerek kirik
hattina K teli ile fikse edilerek implante edilmistir. Bu grupla, kemik iligi kdkenli mezenkimal
kok hiicreler ekilmis olan doku iskelelerinin kirik iyilesmesi iizerine etkilerinin arastirilmasi
hedeflenmistir.

Grup 4 (n=12): Bu grupta sigan periosttan Bolim 5.6.1. tariflendigi iizere izole edilerek
karakterizasyonlar1 yapilmis olan mezenkimal kok hiicreler doku iskelelerine ekilerek kirik
hattina K teli ile fikse edilerek implante edilmistir. Bu grupla, periost kokenli mezenkimal kok
hiicreler ekilmis olan doku iskelelerinin kirik iyilesmesi {izerine etkilerinin arastirilmasi

hedeflenmistir.

5.7.1. Deney Hayvanlarinda Kirik Hatti Olusturulmasi ve Fiksasyonu: Anestezi dozunun

ayarlanmasi i¢in her deney hayvani ayr1 ayr tartilarak gerekli hesaplamalar yapilmistir. 50 mg/kg
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Ketamin (Ketalar, Pfizer) ve 10 mg/kg Xylazine (Rompun, Bayer) dozunda kombine edilerek
kullanilmigtir. Anestezik karisim intraperitoneal yoldan uygulanmistir. Sol femur bolgesi tras
edildikten sonra baticonla boyanarak temizlenmistir. 2 cm lik lateral insizyonla vastus lateralis
ekarte edilerek sol femur ve diz orta saftina mikrosirkiiler testere yardimi ile transvers bir kesi
yapilarak 4 mm’lik agik kirik modeli olusturulmustur.(74)(79). Daha sonra 1 mm Kirschner teli
(Hipokrat®, Izmir, Tiirkiye) ile intrameduller tespit saglanarak katlar usuliine uygun bir sekilde
(cilt 2-0 ipek siitiir ile, Sterisilk®, Tiirkiye) kapatilmistir.(80)

5.7.2. Doku Iskelelerinin implantasyonu: Grup 2, 3 ve 4 i¢in kirik olusturulup fikse edildikten
sonra yukarida anlatildigi ilizere 4 mm lik osteotomi sonrasi aradaki bosluga doku iskelesi
sikistirma yoluyla yerlestirilmistir. Doku iskeleleri sisme o6zelliginde oldugu icin ek bir
yapistirictya gerek duyulmamistir. Bu islemlerden sonra insizyon hatti usuliine uygun kapatilip

uygun antibiyotik ve analjezi verilerek 8 hafta takip edilmistir.

Sekil-8: Ratlarin Kirschner teli ile yapilan osteotomu sonrasi fiksasyonu

5.7.3.Deney Hayvanlarimin Sakrifikasyonlari: Deney hayvanlar1 8.haftada yiiksek doz
anestezik (Ketamin-Ksilazin) kullanilarak sakrifiye edilmistir. Sol femurlar ligamentum teresten
kesilerek yumusak dokudan arindirilmistir. Elde edilen Ornekler, analizler igin gerekli
protokollere uygun kosullarda saklanmistir. Sakrifiye edilen her grupta; 3 nokta bending,
mikroCT, histolojik boyamalar ve immiinohistokimyasal incelemeler i¢in gerekli testler
gerceklestirilmistir. Bunlara ek olarak mekanik testler i¢in ayrilan orneklerden direkt grafi ile

radyolojik incelemeler yapilarak kirik hatt1 gozlemlenmistir.
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5.7.4. Deney Hayvanlarindan Elde Edilen Dokularin Biyomekanik Analizleri:

Biyomekanik incelemeler Dokuz Eyliil Universitesi Biyomekanik Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. 3 nokta egme analizleri i¢in her deney grubundan rastgele secilen 5’er adet
sican femuru kullanilmistir. Bu amagla, 6zel egme ceneleri yardimiyla li¢ nokta egme testi
uygulanmistir. Egme ¢eneleri arast mesafe ASTM E290-14 standartinin 6nerdigi C=2r+3t£t/2
formiilii kullanilarak ve ortalama kemik boyu g6z 6nilinde tutularak 16 mm olarak belirlendi. C
ceneler arasit mesafe, r mandrelin capi, t numunenin ¢api, olarak alinip hesaplamalar
gerceklestirilmistir. Keskin koselerin olusturabilecegi hatalardan sakinmak i¢in her bir koseye
R1,5mm pah acilmistir. Egme deneyi, oda sicakliginda,%+0,1 O6l¢iim tamliginda ve 2-2500
Newton gii¢ araliginda test edilmistir. Ceneler iizerine yatay olarak yerlestirilen numunenin tam
orta noktasindan mandrel, dik olarak, 10mm/dk ilerleme basma kuvvetini numune kirilana kadar
uygulanmistir. Biyomekanik deney sonrasinda kirilmanin meydana geldigi kuvvet tespit edilerek
deney sonlandirilmistir.(81) Her grup ig¢in program ara yiiziinden temin edilen kuvvet uzama
egrileri kiyaslanmistir. Sakrifiye edilen ratlarin femurlar1 her gruptan alinan 6rneklerle Dokuz
Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyomekanik Anabilim Dali’nda biyomekanik test

i¢in hazirlanmistir.

Sekil-9: Shimadzu cihazinda testleri yapildi
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Biyomekanik Anabilim Dali’ nda Elektromanyetik akiiatér cihazi (5 kN AG-X;
Shimadzu, Kyoto, Japan) ile kuvvet uzama egrileri hesaplanmistir. Testler siliresince 6rnekler
serum fizyolojik icinde tutularak, nemli kalmalar1 saglanmistir. Elde edilen sonuglar Graphpad

Prisma programi yardimiyla ¢izdirilerek gerekli kiyaslamalar gerceklestirilmistir.

5.7.5 Radyolojik Degerlendirme

Sakrifiye isleminden sonra, femur kalca ve diz ekleminden diizgiin sekilde ayirarak
cikarilmistir. Direkt grafi ve mikro-bilgisayarli tomografi (MikroCT) islemine kadar saline iceren
kaplarda dondurulmustur. Direkt grafi i¢in her gruptan bir deney hayvani degerlendirilmek {izere
Dokuz Eyliil Universitesi Radyoloji Anabilim dalindan yararlanilmistir. MikroCT islemi igin ise
her gruptan ikiser deney hayvani degerlendirilmek iizere Ege Universitesi Merkezi Arastirma
Test ve Analiz Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi (Ege Matal) Laboratuvarlari’ndan
hizmet alimi1 yapilmistir.

MikroCT taramasi amaciyla; 250 pA’lik bir tarayici yardimiyla, 75 kVp enerji ile ve her
1250 ms’de taranan Orneklerden veriler toplanmis ve bir arayiiz yardimi ile yumusak doku ve
mineralize doku ayrimi gergeklestirilmistir.

5.7.6 Histolojik incelemeler:

Histolojik yontemler ile Kirshner teli ile implante edilen femur kemigi histolojisi
arastirildi. Dokular, formalin ile fikse edildikten sonra, formalinin uzaklastirilmasi amac ile 1
gece akarsu altinda yikandi ve 20°ser dakika %70’den %96’ya dogru artan etil alkol serilerinden
gecirilerek dehidre edildi. Bu islemi takiben, 20’ser dakika 4 degisim aseton soliisyonundan
gecirildikten sonra 2 degisim xylolde 30’ar dakika bekletildi. Rutin doku takibindeki tiim islemler
60°C etiivde gerceklestirilerek dokular son olarak parafine gomiildii. Dokular dondurulduktan
sonra kesitleri mikrotom (RM 2255, Leica) ile alinarak hematoksilen/ eozin ile boyandi.
Dokularin genel morfolojik goriintiileri 151k mikroskobunda (Olympus DP71) incelendi. Femur
kemik kirigimin histolojik olarak degerlendirildi(82). Ardindan Ornekler; dokunun genel
morfolojisini gostermek icin Mayer’s Hematoksilen- Eozin, kollajen varligimi tespit etmek icin
Masson- Trichrome, ekstraseliiler matrikste glikozaminoglikan varligim1 gostermek i¢in Alcian

Blue boyamalar: yapilarak degerlendirildi.
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5.7.7. Istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde Graphpad Prisma programm kullanilmustir. In  vitro
biyouyumluluk testleri ile mekanik ¢alismalardan elde edilen veriler ortalama+ standart sapma ile
verilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar ve gruplardaki zamana gore degisimler one-way
ANOVA ile test edilerek fark bulundugunda Tukey Coklu Karsilastirma Testi uygulanmistir.
Istatistiksel kararlarda; p<0.05 istatistiksel farklihigin gdstergesi olarak kabul edilmistir. Deney
gruplar arasinda, histolojik ve radyolojik incelemelerden elde edilen sonuglarin kontrol grubu ile

kiyaslanmasi saglanarak ¢alismanin uygunlugu kendi icerisinde tartisildi.
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6. BULGULAR:

6.1. Doku Iskelelerinin Olusturulmasi:

Doku iskelesinde kullanilmakta olan lif kabaklar1 Sekil- a ve b olarak gosterilmistir.

Sekil-10: Lif kabag1 (a) soyulmus ve islenmemis ve (b) yikama isleminden sonraki hali

Lif kabagi+ CMCht+ HAp doku iskelelerinin PEGDE ile ¢apraz bag olusturulmus

goriintiisii ile 4 mm ¢ap ve 3 mm yiikseklikte kesilmis iskeleler Sekil-11" de gdsterilmistir.

Sekil-11: Uretilen doku iskelesi ve hiicre ekimine uygun boyutlara getirilmis hali
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6.2. Doku iskelelerinin karekterizasyonu:

SEM ile morfoloji analizi: 250X biiyiitme ile sekilde doku iskelesinin siinger ve HAp
yogunluklu kisimlarmin goriintiilemesi verilmektedir. Sekil a siinger yogunluklu kismin agik
gozenekli yapida oldugu ve bu sayede hiicre tutunmasina imkan verdigi goriilmektedir. Ayrica
sekil b de HAp’ lerin yiizeye dagildigi aralarint CMCht fiberlerinin doldurdugu goriilmektedir.

Bu nano yapida malzeme dagilimi da hiicre tutunmasina olanak saglamaktadir.

14 48 SEI ke XZ35e 58 st 14 48 SEI

Sekil-12: SEM yardimiyla (a) siinger yogunluklu (b) HAp yogunluklu

Hazirlanan doku iskelelerinin kimyasal karakterizasyonu icin gergeklestirilen FTIR
analizlerinin sonuglar1 grafiklerde belirtilmistir. CMCht + nHAp + lif kabagi doku iskelesinin
FTIR analizlerinin sonuglar1 grafiklerde verilmistir. Siinger yogunluklu kisim ile HAp
yogunluklu kisimlar ayr1 ayr1 gosterilmistir. Bu durum lif kabaklarinin ve HAp agirliginin gérece

daha yiiksek olmasindan ve kurutma islemi sirasinda ¢cokmesinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil-13: FTIR analizi ile kimyasal yapinin (a) stinger yogunluklu (b) HAp yogunluklu kisim

analizi

Doku iskelelerinin sisme testleri boliim 5.4’de anlatildigi gibi yapilmistir, bu amagla

iskelelerin kuru agirliklar1 ve PBS igerisinde 1, 24, 48 saat bekletildikten sonra 1slak agirliklar

tartilarak sisme oranlar1 belirlenmistir. sisme testi sonuglart 1, 24 ve 48. saatler igin sirasi ile;

850,06 (£47,72), 995,21(£77,68), 1135,33(£76,24) olarak bulunmustur.Sonuglar Graphpad Prism

7 ile ¢izdirilerek verilmistir.(Grafik-1)

Swelling ratio

Swelling test

1500

1h 24h 48h

Duration

Grafik-1: Doku iskelerinin sisme testi
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Olusturulan doku iskeleleri basma testi yapilarak biyomekanik olarak elastik modulu 6l¢iimii

yapilmistir. Ortalama elastik modiil degerleri ile maksimum stress- strain degerleri tablo-1" de

verilmistir.

Tablo-1: Scaffold basma testi ile dayaniklilik — elastik modulus 6l¢timleri

In vitro biyomekanik

analiz

Stress (Mpa)

Strain (a.u.)

Elastic Modulus (Mpa)

Scaffold basma testi

2,35

13,525

5,755319149

6.3. Doku Iskelelerinin HDF ile 6n Biyouyumluluk Analizleri

Canlilik analizi

Doku iskelelerinin 6n biyouyumluluk analizi iskelelere insan fibroblast dokusu ekilerek

canlilik analizleri, 1. 2. 3. 5. ve 7. glinlerde WST-1 soliisyonu ile gergeklestirilmistir. WST-1

analizlerinin sonuglarina bakildiginda; 6n biyouyumluluk analizlerini yaptigimizda 3 ve 5.

giinlerde elde edilen sonug; diger giinlere gore daha fazla ¢ikmistir. Buna karsin 3- 5. giinler

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. (Grafik-2)

Viability Analysis by HDF
1.5

Absorbance (450 nm)

Grafik-2: HDF WST-1 Analizi
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7. Giinde doku iskelelerinin morfolojisi taramali elektron mikroskobunda degerlendirilmistir.

Hiicrelerin doku iskelelerine tutularak yiizeye yayildigi goriilmiistiir (Sekil-16)

Sekil-15: Primer kiiltiirin 14. Giiniinde (a) kemik iligi (b) periost kdkenli kdk hiicrelerin
goruntisi
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Farkhilasma analizleri:

Sekil-16: (a) Adipojenik (Oil Red O), (b) Kondrojenik (Alcian Blue) (¢) Osteojenik (Alizarin
Red S) farklilagsmalarin histolojik boyamalar sonucu kemik iligi kokenli kok hiicrelerde inverted
mikroskop ile gosterilmesi (20x biiylitme ile)

Sekil-17: (a) Adipojenik (Oil Red O), (b) Kondrojenik (Alcian Blue) (c¢) Osteojenik (Alizarin
Red S) farklilagmalarin histolojik boyamalar sonucu periost kdkenli kok hiicrelerde inverted
mikroskop ile gosterilmesi (20x biiylitme ile)

Yapilan boyamalar sonucunda bu hiicrelerin 3 farkli dokuya (adipojenik, kondrojenik, osteojenik)
farklilasma kapasitesinin oldugu ve elde edilen hiicrelerin mezenkimal kok hiicre 6zelligi
gosterdigi sirasiyla Oil Red O, Alcian Blue, Alizarin Red S boyalariyla goriilmektedir.

Akim sitometri:

Yapilan akim sitometri analizleri sonucunda CD73, CD90 ve CDI105 pozitif belirteclerine
karsilik sirasiyla kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler i¢in %95.7, %95.5, %87.4
bulunurken periost kokenli mezenkimal kok hiicreler i¢in %99.1, %99.3, %93.6 bulunmustur.
Yapilan analizler iki farkli kaynaktan izole edilen hiicrelerin mezenkimal kdk hiicre 6zelligini

gosterdigini belirtmektedir.
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On biyouyumluluk analizleri sonrasi esas biyouyumluluk analizleri i¢in kemik iliginden elde
edilen kok hiicreler (BM-MSC) ve periosttan elde edilen kok hiicreler (Per-MSC) WST-1
Proliferasyon analizi yapilmistir. (Grafik-3)

WST-1 Proliferation Analysis
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Grafik-3: BM-MSC ve Per-MSC WST-1 Proliferasyon analizi

Kemik iliginden izole edilen kok hiicrelerin canlilik analizi sonuclar periostan elde edilen
kok hiicrelere gore daha yiiksek degerlerde goriinmektedir. BM-MSC igin absorbans degerinde
parabolik bir artis 28 giin boyunca devam etmekteyken Per-MSC i¢in 21. Giinden sonra
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir diislis s6z konusudur. BM-MSC ve Per-MSC i¢in 7, 14,
21 ve 28. Giinlerde gerceklestirilen ANOVA analizi sonucu elde edilen istatistik degerleri

asagidaki tabloda sunulmustur.(Tablo-2)
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Tablo-2: BM-MSC Per-MSC Hiicrelerin 7, 14, 21 ve 28. Giinlerinin karsilagtirilmasi

Tukey's multiple comparisons test Significant? Summary Adjusted P Value
BM-MSC

Day 7 vs. Day 14 Yes * 0,0201
Day 7 vs. Day 21 Yes *oE 0,0017
Day 7 vs. Day 28 Yes ok 0,0003
Day 14 vs. Day 21 Yes * 0,0409
Day 14 vs. Day 28 Yes *oE 0,0012
Day 21 vs. Day 28 No ns 0,1543
Per-MSC

Day 7 vs. Day 14 No ns 0,4759
Day 7 vs. Day 21 Yes *oE 0,0034
Day 7 vs. Day 28 No ns 0,1248
Day 14 vs. Day 21 Yes : 0,0326
Day 14 vs. Day 28 No ns 0,2619
Day 21 vs. Day 28 No ns 0,1825

6.3.3. Hiicre Tutunmasi:

Doku iskelelerine hiicrelerin tutunmalari, taramali elektron mikroskobu yardimiyla 250x

biiyiitmede 7. ve 28. giinlerde gosterilmistir. Hiicrelerin yogunluk agisindan 28. giinde, 7. giine

kiyasla her iki iskele i¢in de daha fazla oldugu goriilmektedir. Ayrica, hiicreler yuvarlak

morfolojiyi kaybederek 28. Giinde iskele gozeneklerine yayilma 6zelligi gostermeye basladigi ve

yiizeyi kapladig1 goriilmektedir.

7.Gun Periost

28.Glin Periost

Sekil-18: a. kemik iligi ve b. periost kokenli doku iskelelerinde 7. Ve 28. Gilinde Taramal

Elektron

Mikroskobunda

Goriintiileri
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Yine BM-MSC ve Per-MSC hiicrelerinde yapilan ALP analizi sonuglarina gore; kemik
iliginden izole edilen kok hiicrelerin ALP analizi sonuglar1 periosta gore daha yiiksek degerlerde
goriilmektedir.(Grafik-4)

Istatistik degerleri asagidaki tabloda mevcuttur.(Tablo-3) Bir artip bir azalan davranis bu analiz
i¢in normaldir.

BM-MSC i¢in 7-14, 7-28 ve 14-21 giin icin istatistiksel olarak anlamli bir fark
(****p<0,0001) bulunmustur. Ayrica 21-28. Giinler arasinda yine istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark (***p<0,001) vardir. Diger giinlerde anlamli bir fark bulunbmamustir.

Per-MSC i¢in sadece 14-21. Giinlerde anlaml1 bir fark (*p<0,1) bulunurken diger giinler

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

ALP Activity
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Grafik-4: BM-MSC ve Per-MSC hiicrelerinde yapilan ALP analizi sonuglari
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Tablo-3: BM-MSC ve Per-MSC hiicrelerinde yapilan ALP analizi sonuglari

Tukey's multiple comparisons test Significant? Summary Adjusted P Value
BM-MSC

Day 7 vs. Day 14 Yes ke <0,0001
Day 7 vs. Day 21 No ns 0,7752
Day 7 vs. Day 28 Yes oAk <0,0001
Day 14 vs. Day 21 Yes ik <0,0001
Day 14 vs. Day 28 No ns 0,9979
Day 21 vs. Day 28 Yes ok 0,0001
Per-MSC

Day 7 vs. Day 14 No ns 0,4502
Day 7 vs. Day 21 No ns 0,3400
Day 7 vs. Day 28 No ns 0,9719
Day 14 vs. Day 21 Yes * 0,0181
Day 14 vs. Day 28 No ns 0,7105
Day 21 vs. Day 28 No ns 0,1675

6.3.4 Histokimyasal incelemeler:

Immunhistokimyasal inceleme

6.3.5. Doku Iskelelerinin in vivo Biyouyumluluk Analizleri:

Lif kabag: temelli periost ve kemik iligi kokenli kok hiicreli doku iskelelerinin hayvan
modeli olusturarak karsilastirdigimiz calismamizda; 48 adet Winstar Albino rat kullanilmistir.
Yapilan cerrahi islem sonrasinda ve 8 haftalik takip siiresinde, ratlarda kilo kaybi, beslenmeme,
anormal davraniglar gibi calismadan ¢ikarilmayr gerektirecek bir bulguya rastlanmamaistir.
Postoperatif donemde, ratlarin femurunda 1s1 artisi, kizariklik, akint1 gibi enfeksiyon bulgulari
gelismemistir. Tlim ratlarin yara yerleri bir problem olmadan iyilesmistir. Calismamizda deney
hayvanlarinda kayip yasanmamistir. Deney hayvanlarimin sakrifikasyonu sonrasi, makroskopik
bakida normal doku iyilesmesi goriilmiis; herhangi bir inflamasyon bulgusu saptanmamustir.

6.3.6. Radyolojik Degerlendirme

Radyolojik degerlendirme icin alinan ornekler, femur ve tibia govdesinden kesilip, diz
eklemi korunarak ¢ikarildi. Direkt grafi incelemesi sonucunda Per-MSCekilmis doku iskelesi
grubunun digerlerine gore daha iyi sonug¢ verdigi gortilmiistiir. BM-MSC ekilmis doku iskelesi
grubunda da kallus dokusu olustugu goriilmektedir. Her gruptan rastgele birer deney hayvani
secilerek bu analiz gercgeklestirildigi i¢in kesin bir sonuca tek veri kullanilarak varmak miimkiin

olmayacaktir.
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{iicresiz iskele Kemik iligi kokenli Periost kkenli
MSC ekilen iskele MSC ekilen iskele

Sekil-19: Direkt grafi ile 4 gruptaki iyilesme goriinimii

Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari Uygulama ve Arastirma
Merkezi (Ege Matal) Laboratuvarlari’nda mikroCT hizmet alimi yoluyla kirik iyilesmesi
degerlendirilmistir. Alman goriintiiler, RadiAnt DICOM Viewer Programi’na yliklenerek
Olctimler gerceklestirildi. Yapilan degerlendirmede hiicresiz doku iskelelerinin kirik iyilesmesine
goriintiilerde katkist son derece diisiik degerdedir. Kallus olusumu son derece az ve smirlidir.
Periostu siyirmadan biraktigimiz Kirschner teli stabilledigimiz grupta kallus dokusu sinirli olarak
olusmustur. BM-MSC’ de ise diizgiin bir kallus dokusu olugmakla beraber kemikte remodiilasyon
bulgular1 goriilmektedir. Per-MSC” de ise kallus dokusu olusumunu hizlandirdig1 goriilmektedir.
BM-MSC’ ye gore geride kalmis bir iyilesme s6z konusu iken periostu siyrilmamis gruba gore
ise iylesme daha iyi gorilmiistiir. Kok hiicre konulan doku iskelelerinin kirik iyilesmesinin

radyolojik degerlendirmede 6nde oldugu goriilmiistiir.

45



Bos Defekt Hucresiz iskele Kemik iligi kékenli Periost kbkenli
MSC ekilen iskele MSC ekilen iskele

Sekil-20: Mikro-CT ile deney gruplarina yapilan degerlendirme

6.3.7. Biyomekanik Degerlendirme

8. haftada elde edilen dokulara bolim 5.12.4.°de anlatildig1 lizere gergeklestirilen
biyomekanik analiz sonuglar1 verilmistir. Sonuglar incelendiginde; Lif kabagi temelli periost ve
kemik iligi kokenli kok hiicreli doku iskelelerinin biyomekanik labaratuvarinda basma kuvvetine
maruz birakildi. Elastik modulus 6l¢limii yapilarak tablo ve grafik olusturuldu. Gruplarin sirasiyla
ortalama elastik modulu; 4.64 Mpa, 4.93Mpa, 17.93Mpa ve 5.22Mpa olarak 6l¢iildi. BM-MSC’
nin elastik modulusunun en yiiksek oldugu goriildii. Femur kirik iyilesmesinin ve kallus

dokusunun BM-MSC grubunda daha 1yi gelistigi degerlendirilmistir.

In vivo Biomechanical Analysis
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Grafik-5: Gruplarin in vivo biyomekanik analizi
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7. TARTISMA:

Gergeklestirmis oldugumuz calismada, doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in 3- boyutlu
gozenekli Lif Kabagi+ Karboksimetil Kitosan(CMCht)+ HAp doku iskeleleri tiretilmistir. Doku
iskelelerimizin temeli olan lif kabagi; diisiik maliyet ve dogal malzeme olmasi nedeniyle
secilmistir. Ayrica, lif kabaginin, doku miihendisligi alaninda, yiiksek biyouyumlulugu ve
mekanik Ozellikleri nedeniyle bircok ¢alismada uygulandigi goriilmiistiir. Bal ve ark. yapmis
oldugu c¢aligmada kullanilan lif kabaginin diizensiz ve gozenekli yapisinin olmasi
biyomalzemeler arasinda dnemli 6zelliklerindendir.(83) (84).

Dogal polimerik bir biyomateryal olan kitin/kitosan ¢oziiciisii asetik asit olan, doku
iskelesi tiretiminde en ¢ok tercih edilen malzemelerdendir(85). Bir doku iskelesinde bulunmasi
gereken Ozelliklerin baginda biyobozunurluk, gozeneklilik, biyouyumluluk, hiicre tutunmasina ve
biiyiimesine imkan veren yapida olmak, biyoaktiflik vb. sayilabilir. Bu 6zelliklere ek olarak
kitin/kitosan antimikrobiyal 6zellikte, diisiik toksisite ve immiinojenitede bir biyomalzemedir
(86). Bu nedenle, kitosan son yillarda ¢esitli biyomedikal uygulamalar ic¢in siklikla tercih
edilmektedir. Ayrica kitosan, ii¢ boyutlu hidrojel doku iskelelerinin biyouyumlulugunu ve
bagisiklik uyarici aktivitelerini gelistirmek i¢in bilesenlerden biri olarak da kullanilabilecegi gibi
ilag enkapstilasyonu, yara ortiisli vb. bir¢ok farkli alanda tercih edilmektedir(87).

Chao Xu ve ark. yaptiklar1 g¢aligmalarda, CMCht’ nin doku iskelelerine hiicrelerin
yapismasini kolaylastirdigi, antioksidan, biyouyumlu, biyobozunur ve antibakterial oldugu
gosterilmistir(88)(89). Ancak suda ve organik c¢oziiciilerde ¢oziliniirligi kisitli oldugundan
kitosanin kullantmi siirli olmustur(90). CMCht’nin kitosandan farki, nitrojen veya oksijen
atomuna bagli karboksimetil grubudur. Bunun sayesinde suda ¢oziintirliiliigii, iyi biyoaktivitesi
ve iyi biyouyumlulugu 6nemli bir tiirev haline gelmistir(91).

HAp genellikle; kemik onarimi ve kemik rejenerasyonu gibi biyomedikal uygulamalarda
polimerlerle kompozit olarak ortopedik alanlarda ve dis implant1 alanlarinda kullanilmaktadir.
Tibbi uygulamalarda yaygin kullaniminin asil nedenleri, kemik mineraliyle benzerligi,
biyouyumlulugu ve osteokondiiktif 6zellikleridir(92). HAp polimeri, kalsiyum fosfat birlesimine
benzer yapida oldugu i¢in doku iskelesine sertlik kazandirmaktadir. Literatiirde Liao ve ark.
yapmis oldugu calismada doku iskelelerinin karakterizasyonunda biyomekanik sonuglar
incelendiginde; HAp ile doku iskelelerinin elastik modiillerinin kemik yapisi ile benzer oldugu

goriilmektedir(93). Ozellikle HAp nanoHAp partikiilleri haline getirilmesi kemigin
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mineralizasyonu, sertligi ve osteokondiiktif 6zelligini artirmaktadir(94). Olusan bu partikiillerin
boyutunun kemikteki mineral boyutuna ulasmasi da iyilesme sirasinda kemik hiicrelerinin
tutunmasini ve cogalmasini artiracaktir. Webster ve ark. geleneksel mikron boyutlu seramik
malzemelere kiyasla nano boyutlu seramik malzemeler iizerinde protein absorpsiyonu ve
osteoblast yapismasinda dnemli bir artig gostermistir(95)(96).

Hidrojeller ekstraseluler matriks ortaminda hidrofilik yapida olmasi1 ve sisme kabiliyeti
yiiksek yapida olmasit nedeniyle kemik doku miihendisliginde kullanilmaktadir.(97). Poly
(ethylene glycol) diacrylate PEGDE hidrojelleri, doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin
olarak kullanilan biyolojik olarak inert, hidrofilik polimerik aglardir(98). Bu polimer, beyaz 1518a
maruz birakilarak ¢apraz baglanir, boylece hiicreler capraz baglama sirasinda termal toksisite
riski olmadan ¢ogaltilabilir. PEGDE hidrojellerinin gbzenekli a1, gazlarin ve besinlerin
diflizyonuna izin vererek, kapsiillenmis hiicrelerin canli kalmasina izin verirken, kapsiillenmis
hiicreleri bagigiklik sistemi tarafindan temizlenmekten korur(99). Poly (ethylene glycol)
diacrylate (PEGDE) iskelede hafif capraz baglanma ile stabiliteyi korumay1 amaclar. Boylece
kok hiicrelerin doku iskelesinde canliligini artirarak yogunlagsmasina da katkida bulunur(100).

Calismamizda, doku iskelelerinin, taramali elektron mikroskobunda cesitli biiylitmeler
altinda goriintiileri alinmistir.  Doku iskelelerimizin  250x biiyiitme altinda goriintiileri
incelendiginde; lif kabagi liflerinin, Yu Yang ve ark. yaptig1 calismada, NaOH ile islem goren lif
kabaginin SEM goriintiilerine benzer goriiniimde oldugu goriilmektedir(101). Ayrica, yine bu
goriintiilere bakildiginda; kitosan ve HAp ile elde edilen doku iskelesinin de basarili oldugu
goriilmektedir. Yine goriintiiler incelendiginde; lif kabagi yiizeyinin, bu yontem sayesinde, hiicre
tutunmasina uygun bir ylizey haline getirildigi goriilmiistiir. Gozenekli yapisi sayensinde
tutunmay1 artirarak hiicre yogunlugunun artigin1 saglamaktadir.

Olusturdugumuz lif kabagi doku iskelelerinin kimyasal yapilarini incelemek i¢in FTIR
analizi yapilmistir. Lif kabagi+ HAp + CMCht olusmaktadir. FTIR analizi sonuglarimiz
literatiirle  karsilastirildiginda, yapilan calismalarla  benzer piklerin  ortaya  ¢iktigi
goriilmektedir(102)(103). Kitosan i¢in karakteristik piklerin, 1650 cm—1 (C=0 stretching, amit |
bandi), 1558 cm-1 (N-H bending, amit II bandi), 1320 cm—1 (C-N stretching amit III bandi)
varligi boliim 6.2.°de verilen sonu¢ grafiklerinde goriilmektedir. Ayrica kitosan polimerinin
sakkarit i¢eriginden otiirli sahip oldugu, karakteristik bir bant olan C-O-C (stretching band1) 1153
cm-1’de goriilmektedir(103). Lif kabagi i¢in FTIR sonuglart da daha oOnceki ¢aligmalar ile
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kiyaslandiginda elde ettigimiz sonuclar ile uyumlu oldugu goriilmektedir(104). Lif kabagina
karsilik gelen 1027 cm-1 (C-O stretching bandi), 1642 cm-1 (C=0 stretching band1), 3348 cm-1
(O-H stretching bandi) degerleri bulunmaktadir. Buna karsilik, NaOH ¢o6zeltisi ile yikama
sonrasinda, lif kabaginda bulunan 1735 cm—1’de (C=O stretching) hemiseliiloze ait bant
kaybolmustur. Tiim bu veriler gostermektedir ki; hedeflendigi gibi tiim malzemeler iskele
yapisinda mevcuttur. Browning ve ark. yapti§i calismadaki PEGDE FTIR pikleri ile
calismamizdaki lif kabagi, CMCht FTIR piklerinin arasinda korole sekilde oldugu gosterilmis
olup doku iskelesinin yapisinda oldugu dogrulanmistir(105).

Calismamizin bulgularinda, doku iskelesinin sisme analizinde; kitosan kullanilan doku
iskelesinin, kitosanin hidrojel 6zelliginden dolayi, sisme kapasitesinin oldugu goriilmiistiir.
Ancak doku iskelelerinin canlilik analizleri sonucu, HAp’inda biyouyumlulugunun yiiksek
olmasindan dolayi, benzer sonuglar vermektedir. Limin ve ark yaptig1 calismada lif kabag1 sisme
testlerinin oranlar1 calismamizla benzer degerlerdedir(106). Doku iskelelerimizde kullandigimiz
lif kabagi, fazlasiyla hidrofilik bir malzeme oldugundan sime 6zelligi fazladir. Caligmamizda
hidrojel yapiy1 tercih etmemizin temel sebebi lif kabaginin fazla sismesini sinirlandirmaktir.

Calismamizdaki gruplardan aldigimiz femur Orneklerinin biyomekanik olarak elastik
modullerini 6l¢tiigiimiizde gruplardan sirasiyla 4.64, 4.93, 5.22 ve 17.9 GPa olup rat femur young
modulu 10 GPa olarak degerlendirilmistir(107). BM-MSC kokenli doku iskelelerinin kirik
iyilesmesinde daha etkili oldugu ve kemige sertlik kazardirdigi gosterilmistir. Literatiirde
bakildiginda, doku iskelelerinin viskoelastik o6zelliklerinin biyomekanik degerlendirmesinde;
basma testleri, germe testleri, devirli yiiklenme testleri uygulandigi goriilmektedir.

Pezeshki-Modaress ve ark yaptigi calismada HDF hiicrelerini 14 giin kiiltiir sonrasinda
jelatin/kitosan doku iskelesinde kemik doku miihendisligi acisindan test etmistir. Bu c¢alismada
yine formazan aktivitesine dayali bir canlilik analizi olan MTS analizi kullanilmistir. 1, 3, 7 ve
14. Giinlerde in vitro biyouyumluluk calismalar1 gergeklestirilmistir(108). Rungsiyanont ve ark
yaptig1 bagka bir calismada ise periodontal ligamentten elde edilen fibroblast hiicreleriyle yapilan
kiiltiiriin 5. Giintinde MTT analiz yardimiyla canlilik analizi yapilmistir(109). Gergeklestirmis
oldugumuz c¢alismada HDF hiicrelerini kullanarak 1,2,3,5 ve 7. Giinlerde WST-1 analizi
yardimiyla canlilik 6l¢iimii yapilmistir. Elde edilen sonuglar MKH ile ¢algsmaya baglamadan 6nce
on biyouyumluluk degerlendirmesi amaciyla kullanilmistir. Sonuglar iskelede kullanilan

biyomalzemelerin ve oranlarinin devam ¢aligmalar1 i¢in uygun oldugunu gdstermistir.
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Iskelelerin biyouyumlulugunu arastirmak icin, calismada insan kemik iligi tiirevi
mezenkimal kok hiicreler iizerinde, WST-1 testi yapilmistir. MTT testi; ISO 10993 ile
malzemelerin sitotoksisitesinin degerlendirilmesi ic¢in standart bir yontem olarak kabul géormekte
olmasina ragmen, WST-1 testi, MTT testine tercih edilmistir. WST-1"in ¢alisma prensibi MTT
ile benzemektedir; her ikisi de mitokondriyal siiksinat- tetrazolium rediiktaz enzimi ile tepkimeye
girerek formazan boyasini (mor) olusturmaktadir. MTT testinden farkli olarak, WST-1 reaktifi
suda ¢oziinen formazan kristalleri iiretmektedir. Ve bu reaksiyon {irlinii, ilave bir ¢éziindiirme
asamasi olmaksizin 0,5- 4 saat i¢inde Olclilebilmektedir. Bu nedenle, WST-1 testi son yillarda
daha c¢ok tercih edilmektedir (114)(115). Calismamizda canlilik analizi sonuglart doku
iskelelerinin sitotoksik olmadigin1 ve biyouyumlu oldugunu gostermistir. WST-1 testine gore,
doku iskelesinin proliferasyon aktivitesi parabolik bir egri seklinde artarak en yiiksek 3 ve 5.
giinde gorlilmiistiir. Bununla birlikte, doku iskelesinde 7. glinde proliferasyon oraninda bir diisiis
goriilmesine ragmen artis devam etmistir.

Akim sitometri analizlerinden elde ettigimiz sonuglarda BM-MSC hiicrelerinde, CD90
FITC (%95,5), CD73 APC (%95,7), CD105 PerCP-Cy™S5.5 (%87,4); Pre-MSC’ de CD90 FITC
(%99,3), CD73 APC (%99,3), CD105 PerCP-Cy™S5.5 (%93,6) belirteglerine karsi pozitif yanit
gostermistir. Bu sonuglar literatiirle kiyaslandiginda, kullanilan belirtegler dogrultusunda alinan
sonuglar canlilik analizlerinde kullanmis oldugumuz hiicrelerin mezenkimal kok hiicre oldugunu
dogrulamaktadir(110).

Bir hiicrenin kok hiicre potansiyeli oldugunu akim sitometri yaninda farklilagma
ozelliginin olmas1 da ayirt eder(111). Calismamizda kullanilan insan kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin osteojenik, kondrojenik ve adipojenik hiicrelere farklilasabildigi histolojik boyamalarla
gosterilmistir (112).

Bolim 5.4.°de anlatildig iizere, etilen oksit ile sterilizasyonu saglanan doku iskelelerinin,
hiicrelendirilebilmesi igin, tripan mavisi kullanilarak, canlilik oram1 %95 olarak hesaplanan
hiicreler iskele basina 1x10° olacak sekilde, esit miktarlarda her iskeleye ekilmistir.
Calismamizda olusturdugumuz iskelelerin ortalama boyutlari; 4mm c¢ap ve 3 mm yiikseklik
olarak olciilmiistiir. Iskele basma ekilecek hiicre miktarlarma daha énce yapilan ¢alismalardan
yola ¢ikilarak karar verilmistir(113). Hiicre ekimi yapilan doku iskelelerine 7, 14, 21 ve 28.
Giinlerde ALP, canlilik gibi gerekli analizler gerceklestirilmistir.
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Kemik iliginden izole edilen kok hiicrelerin canlilik analizi VE ALP aktivitesi analizi
sonuglar1 periosta gore daha yliksek degerlerde goriintiyor. Ayrica c¢alismamizda, doku
iskelelerinin 7. ve 28. glinde alinan SEM goriintiilerinde hiicrelerin her ikisi i¢in de basarili bir
sekilde yiizeye tutundugu gorilmiistiir. Literatiirle kiyaslandiginda, mezenkimal kok hiicrelerin
yilizeye tutunarak yayildigi, doku iskelelerinde 28. giinde ylizeyi neredeyse tamamen kapladigi
goriilmektedir (114).Hiicre tutunmasinin daha detayli olarak gosterilebilmesi i¢in Actin- DAPI
boyamalari ile floresan mikroskobu goriintiileri de eklenebilir.

HAp + Lif Kabagi+ Kitosan doku iskelelerinin 7, 14 21 ve 28. giinlerde iskelelerdeki
hiicrelerin varlig1, morfolojisi, dagilimi, adezyonu, histokimyasal ve immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilmistir. Literatiire bakildiginda histolojik degerlendirmelerde, 7, 14, 21ve 28. giinler
calismalarda siklikla kullanilmaktadir ve dzellikle 28. giin degerlendirmelerinin kemik iligi ve
periost kokenli hiicreleri bakimindan 6nemli oldugu bildirilmektedir(115). Doku iskelesinde 7.
giine gore 14 ve 21. giinler hiicre proliferasyonunda ardisik bir artis oldugu gézlenmistir.

Doku iskelelerinin yapilan karekterizasyon ve biyouyumluluk testleri sonrasi rat femur
modelinde kirik iyilesmesi takibinde kullanilmasi incelenmistir. Kemik iligi ve periost kokenli
kok hiicrelerin doku iskeleleri ile kullanimu ile kirik iyilesmesi ve kallus formasyonu yiiksek
oldugu gorilmiistiir.

Calismamizda olusturdugumuz doku iskelelerinin in vivo analizleri i¢in; 48 adet Winstar
Albino 48 adet erkek rat ortolama 300 gr agirhiginda gruplara ayrilarak 24 kafeste her kafeste iki
rat olacak sekilde ayarlandi. Kirik iyilesmesinin hizli olmasi, bakiminin 48 rat i¢in daha kolay
olmasi, maliyetinin diisiikliigli, fiksasyon ve kullanacagimiz malzeme nedeniyle ratlar1 bu deney
icin kulladik. Litaratiirde tavsan, kopek, koyun, domuz kullanimi da mevcuttur. Deneyler hem
izin almanin zorlugu hem de hayvan sayisinin fazlaligi, maliyeti, barinma yeri bakimindan
ratlarin kullanimi tercih edilmistir. Litaratiirle kiyasladigimizda deney hayvani sayis1 bakiminda
yeterli deney hayvani kullanilmistir(116). Cerrahi islem igin ise sol femur traslanma sonrasi
lateral insizyon ve vastus laterlis yanidan girilerek femur dan kaslar siyiric1 yardimiyla ayrilip
spiral elektrikli osteotomla transvers bir kirik hatt1 olusturulmustur. Ardindan kirik hattina doku
iskelesi olusturulan bosluga sikistirilip K teli ile sabitlenmistir(117). 1 mm lik Kirschner teli ile
retrograde femurdan trokanter majore gidecek sekilde gonderilmistir. Stabilizasyonun kontrolii
sonrasi cilt alti ve cilt usuliine uygun sekilde kapatilmistir. Analjezi ve antibiyotigi deney

hayvanina cilt alti periton dokusundan enjekte edilmistir. Bizim c¢alismamizda kirik hattini
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olusturmak ve doku iskelesi yerlestirmek i¢in insizyon ile kemik goriilmiis retrograde olarak K
teli ile stabillenmistir(118)(119)(120). Deney hayvanlarinin operasyon sonrasi 8. Hafta
yasatilmalar1 saglanarak biyomekanik, radyolojik ve histolojik olarak degerlendirilmistir.
Sakrifikasyon sonrasi deney hayvanlarinin sol femur kemikleri asetabulum ve diz ekleminden
ayrilarak ¢ikarilmistir. Ratlarda insanlara gére kemik kiriginin iyilesmesinin hizli oldugu ve 6-14
hafta stirebilecegi litaretiirde belirtilmistir(121). Yapilan caligmalarda kiriklarin tedavisinde
alcilama, atelleme, digsardan sabitleyici eksternal fiksatorler, igerden plak uygulamalari ve
intramediiler ¢ivileme gibi methodlar uygulanmistir. Ozellikle uzun kemiklerin fiksasyonunda
acik kirik, enfeksiyon gibi bulgular yoksa intramediiler ¢ivi uygulamas: normal hayata doniisii
kisaltmakta olup maliyeti de diisiirmektedir. Biz de ¢alismamizda ratlarin normal giinliik hayata
doniisiinii kolaylastirmak i¢in goreceli stabilizasyonu saglayarak basarak mobilize olmasini
sagladik. Boylece mikro harekete izin vererek ratlarin kirik kaynamasini kolaylastirmay1
hedefledik.

Doku iskelesinde de biyouyumlulugu olan, osteokondiiktif, osteoblastik aktiviteyi artirict
biyomalzemelerden yararlanilmistir. Ayrica kok hiicrelerin de bu iskelelerle birlikte kullanilmasi
sayesinde kirik iyilesmesinde daha olumlu sonuglar verdigi goriilmiistiir. Kirigm iyilesme
evresinde kemik kalitesini artirmak ve iyilesmeyi hizlandirmak amaglanmistir. Rat kemiklerinde
yapilan bu ¢aligma ilerde domuz, at, kdpek, koyun femurlarinda da yapilmasi iyilesmenin gec
oldugu deney hayvanlarinda da yapilmas1 gerekliligini g6z onilinde tutmustur.

Gonzalez-Gil ve ark ve polikaprolakton (PCL)’ dan yapilan plaklar yardimiyla BM-MSC
ve Per-MSC hiicrelerinin 4mm rat femur osteotomi modelinde 10 hafta boyunca iyilesme takip
edilmistir. Elde edilen sonuglar Per-MSC’ nin bu model i¢in daha uyumlu oldugu ancak tam
integrasyonun saglanmadigin1 gostermektedir. Gergeklestirmis oldugumuz caligmada ise
kullanilan doku iskelesinin de biyoaktivite lizerine etkisinin oldugunu diisiinmekle birlikte BM-
MSC doku iskelesinin 8 hafta gibi bir siirede tam iyilesme sagladig goriilmektedir.

Onishi ve ark yapmis oldugu non union femur kiriklarinin periostun siyrilmadan K teli
fiksasyonu ve femurun periostunun siyrilip koterize edilerek K teli fiksasyonu sonrasi 8 hafta
sonra ii¢ nokta bending testi ile maksimum egilme ve kirilma yiikii kaydedilmistir. Deneyin
sonucunda periostu siyrilmayan K teli ile sabitlenen grup periostu koterize edilerek stabillenen
gruba gore maksimum egilme ve kirilma yiikii daha yiiksek olarak Olgiilmiistiir(122). Bizim

calismamizda ise BM-MSC ve Per-MSC’ li doku iskelelerinin fikse edildigi femur ii¢ nokta
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bending ol¢iimlerinde kirilma yiiklerinin periostu siyrilmamis ve sadece doku iskelesinin fikse
oldugu femurlara gore yiiksek dl¢iilmiis olup en iyi sonu¢ BM-MSC’ i grupta ¢ikmistir. Doku
iskelesine BM-MSC, ve Per-MSC’ nin eklenmesi saglamligi ve elastik modulus artirdigini
kanitlamstir.

Deney hayvanlarindan alinan 6rnekler, mikro CT ve direkt grafi ile radyolojik olarak
degerlendirilmistir. Literatiirde doku miihendisligi i¢in olusturulan hayvan deneyi modellerinin
sonuglarinin ayrintili analizinde; histolojik, biyokimyasal, mekanik degerlendirmelerle birlikte
radyolojik degerlendirmeye de yer verilmesi gerektigi belirtilmistir(123)(124).

Ratlarin kemik kirik iyilesmesini degerlendirmek ig¢in direkt grafiden yararlanilmistir.
Yapilan sakrifikasyon sonrasi alinan femur Ornekleri grafileri ¢ekilmesi sonrasi
degerlendirilmistir. Periostu birakilan ve sadece kirik olusturulan grubun kirik iyilesmesinde
kallus formasyonu goriilmiistiir. Doku iskelesi ile fikse edilen grupta ise kallus dokusunun
gelismedigi goriilmiistiir. Periost ve kemik iligi kokenli doku iskelelerinin fikse edildigi kiriklarin
grafisinde ise kallus formasyonunun diizenli ve saglam oldugu goriilmiistiir. Ancak bu deney
acisindan kullanilan 6rneklem acgisindan yeterli olmadig diisiiniilmektedir. Her gruptan birer adet
ornegin direkt grafisi cekildigi icin degerlendirme tek basina kesin sonu¢ vermeyecektir.
Radyolojik olarak ayrintili bigimde degerlendirmek i¢in gelismis manyetik rezonans goriintiileme
cihazlar1 ile kirik iyilesmesini ii¢ boyutlu olarak ve kirik iyilesmesinin daha saglikli olarak
degerlendirilmesi saglanabilir. Wehrle ve ark. yaptigi ¢alismada, kirik yeniden sekillenmesi
degerlendirmesinde mikro CT kullanilarak 6nemli degerlendirmelerde bulunmustur. (125)(126).
Kirik tanisinda, gozden kacabilen mikrokiriklarda bagka bir calismada Guenoun ve ark.
radyolojik degerlendirmede yine 7 Tesla manyetik rezonans goriintiileme cihazi kullanmigtir
(127).

Calismamizda kullanilan mikro CT yontemi ile femur saft kiriklarini degerlendirmede
goriintiiniin 1yi olmasi ve iyilesme hatlarinin kallus dokusu formasyonunun yiiksek ¢ozlintirligii
sayesinde kolaylik saglamistir. Mikro CT ile yapilan degerlendirmede ilk grup periostu
styrilmadan birakilan femur kiriklarin iyilesmesinde iyilesme dokusu diizensiz ve kallus dokusu
olustugu goriilmektedir. Periostu siyrilip sadece doku iskelesi ile fiksasyonu saglanan grupta kirik
hattinda kallus dokusunun olusmadig1 goriilmiistiir. Kirigin stabilitesi saglanmamis olup ayni
zamanda rijit bir yapis1 bulunmamaktadir. Bu sonug literatiir ile uyumludur. Periostun styrildigi

taktirde iyilesmenin gézlenmeyecegi beklenmektedir.
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Periost kokenli kok hiicrelerin oldugu doku iskelesi grubunun kirik hattinda ise kallus
dokusu nispeten olusmus olup rijidite olarak kirik hatti stabil oldugu gézlemlenmistir. Kemik iligi
kokenli hiicrelerin oldugu doku iskelesinde kirik hattinin diizenli ve kallus formasyonun oldugu,
stabilitesinin ve sertliginin tam olarak gelistigi goriilmiistiir. Hiicre kullanilan gruplarin kendi
arasinda kiyaslanmasi halinde kemik iligi kokenli kok hiicrelerin kullanildigi grubun iyilesme
iizerine daha etkili oldugu goriilirken sadece doku iskelesinin metabolik iyilesmenin yeterli
olmadig1 gézlemlenmistir.

Doku iskelelerinin in vivo ¢alismalarinin da radyolojik ve histolojik olarak
degerlendirilmesi ve devam ettirilmesi gerekmektedir. Yapilan bu calismalarda doku iskelelerinin
implantasyonu ile biyouyumlulugu kanitlanmistir. Doku iskelelerine eklenecek diger

kompozitlerin de ¢aligilmas1 ve yeni biyomalzemelere gosterecegi etki caligiimalidir.
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8.SONUCLAR VE ONERILER:
Bu calismada olusturdugumuz doku iskelesi icin; lif kabagi dogal bir seliiloz kaynagi

oldugundan ve mekanik dayanimi arttirdid1 i¢in tercih edilmistir. Ayrica hiicre tutunmasina ve
hiicre proliferasyonuna katki sagladigi goriilmektedir. Ilerleyen ¢alismalarda, farkli malzemeler
ve farkll iiretim yontemleri ile bir arada kullanilarak yeni tasarimlar olusturulabilir. Kitosan ve
HAp polimerleri, literatiirde doku iskelesi iiretiminde sikca kullanilmaktadir. Fakat literatiirde,
kullandigimiz yontemlerle olusturdugumuz doku iskelesi ¢aligmalarina rastlanilmamaktadir. Elde
edilen doku iskeleleri bu acidan 6zgiin olup, kemik doku miihendisliginde kullanilabilecek
biyouyumlu malzemelerdir.

In vitro biyouyumluluk testlerinde canlilik ve toksisite testlerine ek olarak; farkli analiz
ve testler; histolojik boyamalar ve farkli immiinohistokimyasal belirtecler yardimi ile de daha
detayl analizler gergeklestirilebilir.

In vivo biyouyumluluk testleri; ratlarda kemik hasari olusturularak histolojik, radyolojik
ve biyomekanik incelemeler gerceklestirilmistir, calisma farkli hiicre tipleri ile hiicrelendirilen
doku iskeleleri ve farkli kontrol gruplariyla da denenebilir. Boylece dokularda farkli kimyasal
analizler gergeklestirilebilir. Yine kirik iyilesmesini ardisik haftalarda direkt radyoloji
goriintiilemesi ve yiiksek ¢oziiniirliiklii manyetik rezonans ile degerlendirilebilir.

Sonug olarak tiretilen lif kabagi doku iskelesin i¢in, kemik iligi kokenli ve periost kdkenli
mezenkimal kok hiicreler yardimi ile yapilan biyouyumluluk testleri gelecek i¢in umut
vadedicidir. Doku iskeleleri toksik olmayip mezenkimal kok hiicrelerin tutunmasini olumlu
yonde etkilemistir. Yapilacak olan ilerleyici calismalarla kaynamasi gecikmis, kaynamayan
kiriklarda kemik iligi ve periosttan koken alinan hiicrelerin doku iskeleleri ile beraber
kullanilarak kirigin kaynamasini ve kaynayan kemigin kalitesini artirabiliriz. Bu g¢alismalarin

klinik ¢alismalara da aktarilmasi ile kok hiicre ve doku iskeleri ticari anlamda da kullanilabilir.
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