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GIRiS

Travma, onkolojik rezeksiyonlar, enfeksiyonlar gibi nedenlerle olusan kemik
defektlerinin onariminda ge¢misten bugiine kadar altin ve giimiis gibi metaller, ksenogreftler,
allogreftler ve otogreftler yaninda alloplastik malzemeler de kullamlmistir.” Tiim bu
seceneklerin rezorbsiyon, enfeksiyon, doku reaksiyonu ve verici alan morbibitesi gibi
dezavantajlart vardir.”” Kemik defektlerinin sekonder iyilesme ile kapanmasi arzu edilen ilk
secenektir ancak belirli bityiikliigiin iizerindeki defektler kendiliginden kapanamazlar.3 7 Ornek
olarak sicanlarda kraniyal kemikler i¢in bu biiyiikliikk 6-8 mm capindaki kemik defekti olarak
bilinir.*”® Sekonder iyilesmenin beklenmedigi bu defektlerin kapanmasmni saglamak veya
hizlandirmak amaci ile bir ¢ok teknik denenmisse de son yillarda giderek artan oranda
giindeme gelen mezenkimal kok hiicre (MKH) uygulamasi ile olan kemik iyilesmesi

konusundaki aragtirmalar olumlu sonuglar bildirmektedir.”**

Mezenkimal kok hiicreler kemik, kikirdak, yag, tendon, kas gibi farkli mezenkimal
dokulara ‘in vitro’ veya ‘in vivo’ olarak doniisebilen multipotent, hematopoetik olmayan
hiicrelerdir."’ Bunlar kemik iligi hiicrelerinin yaklasik %0,01 ile %0,001’ini olusturur.” Cam
ve plastige yapistiklari icin hematopoetik kok hiicrelerden kolaylikla ayrilabilirler.”

Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi, yag, kas, deri gibi dokularda bulunurlar.'

In vitro ¢aligmalarda MKH’ler bir takim faktorler ile muamele edilerek bu hiicrelerin
kemoatraksiyonlarinin arttiritlmasi, dokuya 6zel mitotik genislemelerinin saglanmasi, belirli bir
hiicre grubuna dogru yonlendirilmeleri aragtirilmistir.’” Bir cok arastirma insan ve hayvan
MKH’leri immiin rejeksiyon yapan antijenler icermedigi ve rejeksiyona sebeb olmadigini

bildirmektedir.”* Bu hipotezi destekleyen deneysel caligmalarda da allojen MKH



transplantasyonunun otojen transplantasyonlar kadar basarih oldugu gostermistir.*®
Mezenkimal kok hiirelerden elde edilen keratinositlerin veya dermal fibroblastlarin yara
iyilesmesinde, kondrositlerin kikirdak iyilesmesinde, miyositlerin miyokard iyilesmesinde,
retinal pigment epitel hiicrelerinin yasa bagli makiiler dejenerasyonda ve ‘Shwann’
hiicrelerinin santral sinir sistemi’nin demiyelinizan hastaliklarinin tedavisinde kullanimi

arastirtlmigtar,'® %210

Mezenkimal kok hiicreler, bir matriks yardimi ile implant haline getirilip, hayvan
modellerinde kemik iyilesmesi {iizerindeki etkileri arastirilmigtir.” #9893 Ozellikle uzun
kemiklerin kendiliginden kapananmayan defektlerindeki kemik iyilesmesi iizerine olan
etkilerini inceleyen arastirmalar vardir.”'*”® Mezenkimal kok hiicrelerin kraniyal kemikler gibi

yass1 kemikler iizerindeki etkinligini inceleyen ¢ok az ¢alisma vardir.*

Kemik defektlerinin onariminda kullanilan kemik materyalleri osteoindiiktif veya
osteokondiiktif olabilir.”* Bu amagla kullanilan materyallerden birisi de demineralize kemik
matriksi (DKM)’dir. Demineralize kemik matriksi osteoindiiktif yapida olup kemigin asitle
demineralizasyonu sonrast kemik iligi elemanlarindan temizlenip antijenik 6zelligi
yokedilmistir.*® Asil etki mekanizmalar1 ‘kemik morfojenik protein (KMP)’ ler vasitasi ile
olmaktadir. Kemik morfojenik proteinler ‘transforming growth factor-8 (TGF- B)’ ailesinin bir
alt grubu olup; kii¢iik, hidrofobik, 1s1 dayanikli proteinlerdir. Demineralize kemik matriksi
icinde esas olarak kemik morfojenik protein 2’den 16’ya kadar olan proteinler bulunur.’
Demineralize kemik matriksinin osteindiiktif potansiyeli in vivo hayvan modeli kullanilarak
bakilabilir. insan kaynakli DKM immiinolojik reaksiyonlar gz dniinde bulundurularak immiin

yetmezlikli hayvanlarda test edilmelidir. Bununla beraber bazi deneysel calismalarda insan



kaynakli DKM immiin yetmezlikli olmayan hayvanlarda kullanilmis ve etkinligi

gtisterilmistir.79

Bu ¢alismanin amac sigcanlarin kritik kraniyal kemik defektlerinin iyilesmesinde sigan
mezenkimal kok-hiicre (sMKH) ve insan kaynakli demineralize kemik matriksi (DKM)

uygulamasinin etkisini aragtirmaktir.



GENEL BIiLGILER

1. KEMIiK DOKUSU

Kemik, ekstraselliiler matriksi kalsifiye olan 6zel bir bag dokusudur. Viicudun en sert
yapis1 olmasma ragmen kendi igerisinde disaridan gelen kuvvetlerle sekillenebilecek kadar
dinamik bir dokudur. Uzerine gelen basing rezorbsiyona neden olurken, gerilim kuvveti yeni
kemik olusumuna yol agar.63 Kemik dokusu viicuttaki organlar1 destekleyen ve koruyan bir
yapt olusturmanin yaninda, {izerine yapisan kaslar sayesinde hareketlerin olusturulmasinda
onemli bir yere sahiptir. Viicut kalsiyum depolarinin % 99’unu igerisinde saklamakla kalmaz,

icerdigi kemik iligi sayesinde hematopoetik bir organ gibi davranir.”

Kemik dokusu eklem ici sinovyal yiizeyleri hari¢ periosteum denen tabaka ile sarilidir.
Periosteum kendi igerisinde dista yogun fibr6z bir bag dokusu ve icte osteoprogenitor hiicreleri
iceren hiicresel bir tabakadan olusmustur.”> Kemiklerin ortasindaki bosluk tek tabaka

osteoprogenitdr hiicreler ve osteoblastlardan olusan endosteum tabakas ile ortiiliidiir.**’

Kemik dokusu ekstraselliiler kalsifiye matriks igerisindeki hiicrelerden meydana gelir.
Kalsifiye matriks esas olarak tip I kollajenden meydana gelen lifsi maddeler ve kondrotin
stilfat ve keratan siilfat yan baglar iceren proteoglikanlardan zengin bir yapi icerir. Bunlarin
yaninda osteonektin, osteokalsin ve osteopontin gibi glikoproteinler ve kemik

sialoproteinlerini de i(;erir.ﬁ’56



1-1. Kemik Matriksi

Inorganik ve organik olarak ikiye ayrilir.

Inorganik matriks

Kemik kuru agirliginin %65’ini olusturur. Kalsiyum ve fosfor yaninda bikarbonat,
sitrat, magnezyum, sodyum ve potasyum icerir. Kalsiyum ve fosfor esas olarak ‘hidroksiapatit
kristalleri’ seklinde bulunur. 40 nm uzunluk, 25 nm genislik ve 1,5-3 nm kalinliktaki
hidroksiapatit kristalleri kollajen bosluklar1 arasinda depolanirken, yiizey iyonlari su (H,O) ile
birlesir ve iyon aligverisini gergeklestirir.54 Kemik dokusunun sertligi kollagen doku ile
hidroksiapatit kristalleri arasindaki etkilesime baghdir. Eger kemik dekalsifiye edilirse orjinal

sekli korumakla beraber kolay biikiilebilir hale gelir.®’

Organik matriks

Kemik kuru agirliginin %35’ini olusturur. Organik komponentin %90’1n1 tip I kollajen
yapar ve 67 nm araliklarla yerlesmis, 50-70 nm ¢apinda ¢apraz bagh liflerden olusur. Bunun
yaninda kondrotin siilfat ve keratan siilfat gibi glikozaminoglikanlar1 (GAG) icerir. Kemikteki
glikoproteinler hidroksiapatite baglanan osteokalsin, osteoblast ve osteoklastlarin iizerindeki
integrinler ve hidroksiapatite baglanan osteopontinlerdir. Vitamin D bu glikoproteinlerin
sentezini artirir. Kemik sialoproteini ise osteoblast ve osteoklastlarin iizerindeki integrinlere
baglanarak bu hiicrelerin kemik matriksine tutunmasini saglar.>** Eger organik komponent

uzaklastirilirsa orijinal sekli korumakla beraber kemik cok kolay kirilabilir bir hale gelir.63



1-2. Kemik Hiicreleri

Osteoprogenitor hiicreler

Periosteumun i¢ tarafinda, haversian kanallarinda ve endosteumda bulunurlar.
Embriyonik mezensimden koken alan bu hiicreler mitoz ile boliinebilmekte ve osteoblastlara
farklilagabilmektedirler. Diisiik oksijen konsantrasyonlarinda kondrojenik hiicrelere
donebilmektedirler. 1gsi sekilli ve soluk boyanan oval gekirdekleri vardir. Bu hiicreler kemik

biiylimesinde aktif rol oynarlar. 63

Osteoblastlar

Osteoprogenitor hiicrelerden koken alan bu hiicreler tip I kollajen, glikoproteinler,
proteoglikanlar ve osteokalsin, osteonektin, osteopontin, osteoprotegrin gibi organik matriks
komponentlerinin sentezinden sorumludurlar. Bunlarin yaninda, kemik rejenerasyonunda
onemli rol aldiklar1 diisiiniilen, kemik morfojenik protein (KMP), ‘transforming biiyiime
faktorii- B (TGF-B), ‘insiilin benzeri biiytime faktorii-I (IGF-I), ‘insiilin benzeri biiyiime
faktorii-II (IGF-1I), interlokin-I, ‘trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), gibi sinyal
proteinlerini salgilar. Kiibik ya da al¢ak prizmatik yapidaki bu hiicrelerin iri ¢ekirdekleri olup

sitoplazmalar1 bazofiliktir (Sekil 1).5663
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Sekil 1: Osteoblastlarin periosteum altinda ¢izgisel olarak dizilimi. Kiibik ya da algak
prizmatik yapidaki bu hiicrelerin iri ¢cekirdekleri olup sitoplazmalari bazofiliktir. Hiicreler arasi
siki baglantilar1 yoktur ve irettikleri kemik matriksini osteoblast-kemik ara yiizii boyunca
saldiktan sonra osteosit halini alirlar (Kierszenbaum A.L. Histoloji ve hiicre biyolojisi:
Patolojiye giris, Mosby Inc., St. Louis, Palme yayincilik, ceviri editorii: Prof. Dr. Ramazan

Demir, 4. baslik, sayfa 120, 2006).

Osteoblastlar kisa uzantilarla komsu osteoblastlara, ayrica uzun uzantilar1 sayesinde ise
osteositlerle tutunurlar. Bu tutunmalar ‘gap junction’lar aracilifi ile olur ve osteositlerle
aralarindaki ‘gap junction’ miktari ostoblastlarla oldugundan daha fazladir.® Ostoblastin etrafi,
salgiladig1 ekstraseliiler matriks ile ¢evrilince ‘lakiina’ ad1 verilen boslukta osteosit halini alir.
Ekstraseliiler matriks kalsifiye olsa da lakiina etrafinda ‘osteoid’ adi verilen kalsifiye olmamig
doku ile kalsifiye matriksten ayrilirlar. Kemik yiizeyindeki osteoblastlar osteoprogenitor
hiicrelere benzese de boliinme 6zellikleri yoktur. Osteoblastlarin hiicre membraninda
integrinler ve paratiroid hormon reseptorleri vardir.® Paratiroid hormon bu reseptore

baglaninca osteoprotegrin ligandi (OPGL) ve osteokalsin stimiile edici faktor salgilanir.



Boylece aktive edilen osteoklastlar kemik rezorbsiyonunu gerceklestirir. Ayrica osteoblastlar,

osteoidi parcalayan enzimi salgilayarak osteoklastin organik matriks ile kontagini saglarlar.

Osteositler

Kalsifiye kemik matriksi icerisindeki lakiinalar icinde oturan ve osteoblastlardan
farklilasan matiir kemik hiicreleridir. Her mm® kemik parcasinda 20.000-30.000 osteosit
bulunur.”® Lakiinalardan 1sinsal tarzda dagilan tiinel benzeri kanalikiil yapilar1 igerisinde
osteositin sitoplazmik uzantilar1 vardir. Bu uzantilar yardimi ile komsu osteosit hiicresi ile iyon

ve kiigiik molekiil aligverisine imkan saglayan ‘gap junction’ lar olustururlar (Sekil 2).

Kanalikiil icinde ayrica osteositi besleyen ekstraseliller sivi vardir. Cekirdekleri
yassilasmis ve az miktarda golgi cisimcigi icerirler. Inaktif gibi goriinseler de kemik
biitiinliigiinden sorumlu maddeleri salgilarlar. Siklik adenozin fosfat (cAMP), osteokalsin ve
insiilin benzeri biiytime faktorii salgilayarak kemik tansiyonuna cevap veren kemigin mekanik
transdiiksiyonundan sorumludurlar. Bu maddelerin salinmasi ile biiyiime ve gelisme sirasinda
‘pre-osteoblastlarin’ yeni kemik olusumundaki yonlendirilmeleri yaninda kemik kuvvetlerinin
kemik sekli tizerindeki etkileri saglanir. Bu olay sonunda erkek iskeletindeki kaslarin yapisan
yerleri kadin iskeletine gore daha belirgindir. Osteosit periplazmalemmasi ile lakiina duvari
arasindaki ‘periosteositik boslukta’ ekstraselliiler sivi bulunur. Ortalama bir insandaki
periosteositik bosluktaki ekstraselliiler sivi 1,3 litre ve ylizey alani ise 5000 m” kadardir. 1,3

litredeki 20 gr’dan fazla degisebilen kalsiyum iyonu yeterli kan kalsiyum seviyesini saglar.56’63



Osteon i¢i kan damari

‘Gap junction’

Sekil 2: Havers kanali icindeki bir kan daman osteositlere besin saglar. Besinler havers
kanalindan kanalin uzagma yerlesen osteositlere dogru bir dizi hiicre uzantisi vasitasiyla
taginir.  Osteosit uzantilarinin  temas ettikleri uclarda ‘gap junction’lar mevcuttur
(Kierszenbaum A.L. Histoloji ve hiicre biyolojisi: Patolojiye giris, Mosby Inc., St. Louis,
Palme yayincilik, ¢eviri editorii: Prof. Dr. Ramazan Demir, 4. baslik, sayfa 120, 2006).

Osteoklastlar

Cok cekirdekli hiicreler olup kemik iligi graniilosit-makrofaj oOnciil hiicrelerinden
koken alan ve kemik rezorbsiyonundan sorumlu o lan hiicrelerdir. Osteoklast-
stimiile edici faktor, koloni sitimiile edici faktor-1, osteoprotegrin ve kalsitonin reseptorleri

icerirler. Kemik rezorbsiyonundan sonra apoptozise ugrarlar. 150 pm capinda, 50 kadar
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cekirdekli, hareketli, asidofilik sitoplazmalar1 vardir. Graniilosit-makrofaj ©nciil hiicreleri
koloni-stimiile edici faktor yardimi ile mitoz yolu ile ¢cogalir. Kemik varliginda bu osteoklast
onciil hiicreler birlesir ve c¢ok ¢ekirdekli osteoklastt yaparlar. Diger bir faktdr olan
osteoprotegrin  bu hiicrelerin osteoklastlara doniisiimiinii ve osteoklastlarin  kemik
rezorbsiyonunu baskilar. Osteoklastlar ‘Howship lakiinas1” denen s1g ¢ukurcuklarda otururlar.
Bu lakiinalar kemik rezorbsiyonunun oldugu bolgelerdir (Sekil 3). Hiicre icindeki karbonik
anhidraz enzimi CO, ve H,O’dan Kkarbonik asit (HyCOs3) olusturur. Karbonik asit hiicre
icerisinde proton (H") ve bikarbonat (HCO3") iyonuna doniisiir. Bikarbonat iyonu Na® iyonu
yardimi ile plazmalemmayi gecip kilcal damarlara girer. Lakiina {istiine oturan girintili-¢cikintili
plazmalemmadaki proton pompast H® iyonunu subosteoklastik bolgeye pompalar. Bu
bolgedeki ortam asit hale gelir ve ¢6ziinen mineraller osteoklast sitoplazmasi icerisine girerek
oradan c¢evre kilcal damarlara gecerler. Lizozamal hidrolaz, kollajenaz ve jelatinaz gibi
metalloproteinazlar osteoklastlar tarafindan salgilanilarak dekalsifiye kemigin organik
kisminin rezorbsiyonundan sorumludurlar. Yikim iiriinleri osteoklastlar tarafindan endositoz
yolu ile alinip aminoasit, monosakkarit ve disakkaritlere doniistiiriilerek ¢cevre kilcal damarlara
verilirler. Paratiroidhormon ve kalsitonin hormonlar1 osteoklastlarin kemik rezorbsiyonunu

.. 56, 63
diizenlerler.”™
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Mineralize kemik

Sekil 3: Osteoklastin yapisi: Osteoklastlar ¢cok c¢ekirdeklidirler ve bol mitokondri igerirler.
Lakiine bakan kenar aktif kiviimhi bir yap1 gosterir (Kierszenbaum A.L. Histoloji ve hiicre
biyolojisi: Patolojiye giris, Mosby Inc., St. Louis, Palme yayincilik, ceviri editorii: Prof. Dr.
Ramazan Demir, 4. baslik, sayfa 124, 2006).

1-3. Kemigin Yapisi

Kemikler anatomik sekillerine gore 5’e ayrilirlar.

a-Uzun kemikler: ki bas1 arasinda saft boliimii icerirler (Ornek: tibia).

b-Kisa kemikler: Uzunlugundan kisa veya aym genislige sahiptirler (Ornek: el bilegi karpal

kemiklerti).

c-Yass1 kemikler: Yassi, ince, plaka tarz1 yapilar1 vardir (Ornek: kafatas1 kemikleri).
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d-irregiiler kemikler: irregiiler sekilleri vardir (Ornek: sfenoid ve etmoid).

e-Sesamoid kemikler: Tendonlar i¢inde veya arasinda olusan kas mekanik kuvvetine yardimci

olan kemiklerdir (Ornek: patella).

1-3a. Kemigin Kaba Yapisi

Uzun kemigin saftina diyafiz denir. Eklem yiizeylerine ise epifiz denir. Biiyliyen bir
insanda epifiz ile diyafiz arasinda kikirdak yapida epifizyal plak vardir. Epifizyal plak ile
diyafiz arasindaki gecis yeri metafizdir. Metafiz bolgesinde spongioz kemik kolumnalar1 olur
ve kemik biiylimesi sirasinda uzamadan sorumludurlar. Diyafiz bolgesi, kaslarin ve
tendonlarin yapisma bolgesi hari¢ periosteum ile sarilidir (Sekil 4). Sesamoid kemikler ve
eklem yiizlerinde de periosteum yoktur. Periosteum yogun, kalsifiye olmayan, diizensiz bag

dokusu olup ‘Sharpey lifleri’ ile kemige tutunur.”

Kafatas1 yass1 kemikleri uzun kemiklerden farkli bir sekildedir. I¢ ve dis yiizeyler i¢ ve
dis tabula denilen yogun kompakt kemik ve aralarindaki ‘diploe’ denilen kansel6z kemikten

olugmustur. Dig tabulanin iistii periosteum, i¢ tabulanin i¢i duramater ile ortiiliidiir.”®

Tibia kemigini longitidunal olarak incelersek iki tip kemik yapis1 dikkat ¢eker. Cok
yogun dis taraftaki ‘kompakt kemik, igerisinde ise kemik iligini iceren ‘kansel6z veya

spongi6z kemik’.

Kanseloz kemige yakindan bakacak olursak kemik trabekiillerinden olustugu goriiliir.
Haversian sistem icermezler. Icerisindeki kemik iligi ise, kan hiicrelerini olusturan kirmizi

kemik iligi ve ¢ogunlugu yagdan olusan sar1 kemik iligi olarak ikiye ayrilir (Sekil 5).



13

Artikdlar (eklem) yiizey Bilyiime esnasinda, metafiz ve apifiz epifizyal veya
biiyiime pladji tarafindan ayrilir. Eriskinde, bilyiime
plaginin pozisyonu radyolojik olarak epifizyal gizgi
seklinde teshis edilir. Epifizyal plak uzun kemigin uza- |
masindan sorumludur.

<\ Singerimsi kemik

| Periosteum artikilar yiizeyleri, tendon ve ligament
& yapisma boélgeleri harig, kemigjin dig yizeyini orter.
. Periosteum damarlagma géisterir ve osteoprojenitér |
i hilcrelari igerir, !

Kot el

| Metafiz ve diyafiz arasindaki simr -~ 1 .-
i sngerimsi kemifin bittigi ve kemik .
E boglugunun bagladidi seviye olarak
i ayirt edilir

:Endosteum kemik iliginin stromasinca uzanan hiicre-
%Ierden ya da kortikal havers kanallarini déseyen hiicre-
ilerinin ana kaynad dinlenmekte olan osteoblastlardan
imeydana gelir.

Kemik iligi hoslugu

(e}

Sekil 4: Uzun kemigin boliimlerinin tibia kemigi iizerinde sematik gosterimi (Kierszenbaum
A L. Histoloji ve hiicre biyolojisi: Patolojiye giris, Mosby Inc., St. Louis, Palme yayincilik,
ceviri editorii: Prof. Dr. Ramazan Demir, 4. baglik, sayfa 118, 2006).

1-3b. Kemigin Mikroskobik Yapisi

Mikroskobik olarak kemik primer (matiir, lameller) ve sekonder (immatiir) olarak ikiye
ayrilir. Sekonder kemik fetal gelisim sirasinda ve kemik iyilesmesi sirasinda olusan kemiktir.
Yeterli osteosit ve diizensiz kollajen yapilari, matiir kemik olusumu ile diizenli kollajen
yapilar1 haline gelir. Immatiir kemigin mineral komponenti matiir kemikten daha azdir. Matiir
kemik 3-7 pum kalinliktaki paralel, konsantrik lamellerden olusur. Osteositler lameller

icerisinde belirli araliklarla yerlesmistir. Osteositler arasindaki kanalikiiller sayesinde
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aralarinda besin, hormon, iyon aligverisi yaparlar. Lameller kemik i¢indeki kollajen yapilari

lameller yapiya paralel uzamr.”®

Trabekiiller

Orsteoblastlar

Osteaklast

Orstensil.

iperen Grgiilii yap1

Sekil 5: Kanselloz kemigin morfolojik yapisi (A) Kanselloz kemigin gevsek trabekiiler
yapisinin goriiniimii. (B) Kansell6z kemigin trabekiiler yapisinin ve kemik iligi ile kan damari

iceren Orgiilii yapinin sematik goriiniimii. (C) Kansel6z kemik haversian sistem icermez.

Kompakt Kemigin Lameller Yapisi

Kompakt kemik ‘lamel’ adi verilen ince katmanlardan olusur. Bu lameller 6zellikle
uzun kemiklerin diyafiz kisimlarinda bulunurlar. Kendi icerisinde dis sirkiimferensiyel
lameller, ic sirkiimferensiyel lameller, osteon (haversian kanal sistemi) ve intersisyel lameller

. 63
diye kisimlar1 vardir.



15

i¢ ve dis sirkumferensiyel lameller

Dis sirkumferensiyel lameller periosteum altinda bulunur ve periosteumu kemige
baglayan Sharpey liflerini igerir. I¢ sirkiimferensiyel lameller ise dis lameller kadar yogun
olmayan, kemik iligini saran ve kemik iligindeki kanseloz kemigin trabekiillerinin tutundugu

bir yap1 olusturur.”

Haversian kanal sistemi (osteon) ve interstisyel lameller

Haversian kanal sistemi, ortada vaskiiler bir bosluk etrafinda (haversian kanal)
silindirik 4-20 arasindaki lamellerden olusan bir yapidir. Her osteon kalsifiye kollajen yapidan
olusan bir yap1 ile sarilidir. Haversian kanallarin duvar osteoprogenitor  hiicre ve
osteoblastlarla ¢evrilidir. Osteonlarin haversian kanallar birbirlerine ‘Walkmann kanallar1’ ile
baglhdirlar. Walkmann kanallann haversian kanallarina oblig veya dik yerlesimlidirler.
Haversian kanallarinin ¢apt 20-100 um arasinda degisir. Osteon etrafindaki lamel yapilan
arttikca haversian kanal capi1 azalir ve osteon duvar kalinligi artar. Kemigin yeniden
sekillenmesi sirasinda osteoklastlar osteonlar1 rezorbe ederken osteoblastlar yenilerini yaparlar.
Osteonlarin kalintilar1 yeni yapilan osteonlar etrafindaki diizensiz interstisyel lameller yapiy1

olusturur (Sekil 6).%
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i Dig dairesel lameller sistemin ardigik

¢ lamellerindeki kollajen liflerin almagik |

Havers sistemi ! ydnelimi, ;
veya osteon i :

Kallajen lifler havers sisteminin
; ardigik lamellerinde sarmal dilzenle-
i meler halinde birbirini takip eder.

i Periosteum iki tabaka tara-

i findan olusturulur: 1. Dig
tahaka Volkmann kanallarina
giren kan damarlarini ve

bol kallajen lif igerir. 2. lg
tabaka osteoprojenitir
hiicreleri igerir.

Sement hatti

lg dairesel :
lameller sistem\

RSy '

il

by

[RETRE| 5 (s )

il | ;
iTrabekiiler kemik la- ="+ Er i . i Sharpey lifleri di dairesel |
' meller yapidadir ancak | il * lameller sisteme uzanarak, |
{ genelde havers igermez. | I ; | periosteumun dis tabakasin- |
i Siingerimsi kemigin ; I i dan olusan kollajen liflerdir.
! hogluklar: diyafizin kemik (e : !

liligiigeren bogluguile ¢ £ N W |\ & Bl UGS NN 00
rdevambidir.

Volkmann kanalin-
T e T da kan daman

Endosteum osteoprogenitdr hiicrelerden ve retikiiler lifierden olusur. Erigkinde, bu

hiicreler kemik kindi gibi onarim gerektiren durumiarda osteoblastlan olugturabilir,

Havers kanalinda
kan damar

Osteosit

Sekil 6: Kortikal kemigin morfolojik yapisi. Havers ve Volkmann kanallarinin kemik yap1
icerisindeki yerlesimleri (Kierszenbaum A.L. Histoloji ve hiicre biyolojisi: Patolojiye giris,
Mosby Inc., St. Louis, Palme yaymcilik, ceviri editorii: Prof Dr. Ramazan Demir ,4. baslik,
sayfall9, 2006).
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1-4. Kemik Olusumu

Kemikler embriyonik gelisimde iki farkli yolla olusurlar.

-Intramembrandz kemiklesme

-Enkondral kemiklesme

I- intramembranéz Kemik Olusumu

Mezenkimal dokular igerisindeki kemik olusumudur. Cogu yassi kemik bu yolla
iyilesir. Organizmada kafatasi, sternum, pelvis gibi yass1 kemiklerde, yiiz kemiklerinde,
mandibulanin ‘processus coronoideus ve simfizisi’ disindaki bolgelerinde, kisa ve uzun
kemiklerin kompakt kisimlarinda goriiliir. Mezenkimal hiicreler osteoblastlara farklilasarak
kemik matriksi olustururlar (Sekil 7). Olusturduklar1 trabekiiler kemik yapilart primer
kemiklesme merkezi olarak adlandirilir. Trabekiillerin kollajen yapilar: birbirine paralel yapida
degildir. Kalsifikasyon ve osteoid olusumunu takiben osteoblastlar osteosit haline gelir.
Mezenkimal hiicrelerin mitotik ¢ogalmasi ile osteoprogenitér hiicreler ve osteoblastlar
olusarark yeni kemik olusumu devam eder. Kanseloz yapi icerisindeki trabekiiler yap1 yeterli
olunca iglerindeki interstisyel vaskiiler bag dokusu kemik iligi haline gelir. Olusan bir ¢ok
kemiklesme merkezi birleserek oksipital kemik gibi yapilar yaparlar. Fontaneller birlesmemis
kemiklesme merkezleridir. Kalsifiye olmayan mezenkimal hiicreler periosteum ve endosteuma
doner. Periosteumun i¢ tabakasi ve duranin periosteal tabakasi kompakt kemige donerek ic ve

dis tabakay1 yapaurlar.63
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7 /A5
A Mezengim /
hiicreler Osteoblastlar
Kemik matriksi
Kan damari : (osteoid)

Sekil 7: intramembran6z kemiklesme. (1) Mezenkimal bag dokusundan direkt olarak kemik

Osteoklast

sekillenmesidir. (2) Mezensim hiicreleri hizli boliinme gosterir ve osteoprogenitdr hiicreye
farklilasarak, sonra da osteoblastlara doniiserek kemik matriksini sekillendirirler. (3)
Kapillerden osteoid dokuya kalsiyum ve fosfor iyonlari taginip, osteoblastlarin salgiladigi
alkalen fosfataz (AP) araciligiyla kalsiyum fosfat molekiillerine doniiserek kalsifikasyonu
saglarlar. Osteoklastlar kemikleri i¢ yiizlerinden rezorbe ederken, osteoblastlar da diger bir
taraftan yeni kemik lamelleri eklerler. Birincil kemik dokusu igeren trabekiiller tamamen
ortadan kalkar, geriye sadece ikincil kemik yapisindaki trabekiiller kalir (Kierszenbaum A.L.
Histoloji ve hiicre biyolojisi: Patolojiye giris, Mosby Inc., St. Louis, Palme yayincilik, ¢eviri

editorii: Prof. Dr. Ramazan Demir,4. baslik, sayfa 131, 2006).
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II- Enkondral Kemik Iyilesmesi

Kemik olusumu i¢in kikirdak ¢atinin varligr gereklidir. Uzun ve kisa kemikler bu yolla

kemiklesir. Iki asamada olusur:

I- Hiyalin kikirdak bir ¢catinin olugmasi

II- Kikirdak yapimin biiylimesi ve kemik ¢at1 icin bir model olmasi, rezorbsiyonu ve

yeni kemik olusumu

Birincil kemiklesme merkezinin olusumu

a)

b)

Kemik olusacak yerde hiyalin kikirdak bir model olusur. Kikirdak model igindeki
kondrositler hipertrofiye ugrar, sitoplazmalarinda glikojen depolarlar ve vakuolize bir hale

gelirler. Kondrositler hipertrofi sonucu kalsifiye hale gelirler.

Diyafiz kikirdagindaki perikondrium damarlanir. Kikirdak hiicreleri osteoprogenitor

hiicrelere doner, perikondrium periosta doner.

c) Yeni osteoblastlar kemik matriksi salgilarlar ve intramembranoz kemiklesme yolu ile

d)

subperiostal “kemik manget” yapisim kikirdak yiizey lizerinde olustururlar. Kemik manset,
kondrositlerin beslenmesine engel olur. Olusan iskemi, kondrositlerde once hipertrofiye,
ardindan diyafizin orta kismindan baglayarak tahrip olup, 6lmelerine neden olur. Kikirdak
modelin ortasinda birbiriyle devamli bos kaviteler olusur ve ilerdeki kemik iligi kavitesi

yaparlar.

Kemik yap1 aralarn osteoklastlar sayesinde periostal delikler acar ve bu delikler

osteoprogenitor hiicreler, hematopoetik hiicreler ve kan damarlan ile kikirdak modele
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gerekli besin ve oksijeni saglar. Damarlarla gelen kalsiyum ve fosfor iyonlari, alkalen
fosfataz araciligiyla birleserek kikirdak matrikse c¢oker ve boylece diyafizde bir

kemiklesme merkezi ortaya ¢ikar (Sekil 8).

e) Osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara farklilasarak kalsifiye kikirdak yiizeyinde kemik
matriksi olustururlar. Kemik matriksi kalsifiye kikirdak/kalsifiye kemik kompleksi haline

gelir.

f) Subperiostal kemik kalinlastikca osteoklastlar kalsifiye kikirdak/kalsifiye kemik
kompleksini rezorbe ederler ve kemik iligi boylece genisler. Bu islem ilerledikce epifizyal

plaklar disindaki kikirdaklar kemiklesmis olur.



21

a Kondrositlerin cogalmasi ve ardindan kikirdak modelin orta noktasinda hipertrofi:
olmalari primer kemiklegsme merkezinin olusumunu baslatir. :
Primer kemiklesme

merkezi

'
1
i
il

Kikirdak; £
model: [

=

B Hivalin kikirdak B Perikondriyumun osteop- € Periostal tomurcugu
bir uzun kemigin ragenitor hicreleri periostal  olugturan kan damarlari
modelini olusturur. halkayi (collar) olusturur. zit yonlerde dallanir.

Sekil 8: Enkondral kemiklesme—birincil kemiklesme merkezinin olugsumu (1) Hiyalin kikirdak
kemik model olusumu. (2) Primer kemiklesme merkezinin olusumu. (3) Periosteal halkanin
olusumu (4) Periosteal tomurcuk ile kan damarlarinin olusumu (Kierszenbaum A.L. Histoloji
ve hiicre biyolojisi: Patolojiye giris, Mosby Inc., St. Louis, Palme yayincilik, ceviri editorii:

Prof. Dr. Ramazan Demir, 4. baglik, sayfa 133, 2006).

ikincil Kemiklesme Merkezinin Olusumu

Yeni olusan kemiklerin epifiz kisimlarindaki kemiklesme de diyafizlerdeki kemik
kabuk olusumu disinda aynidir (Sekil 9). Osteoprogenitor hiicreler epifiz kikirdagin1 yaparlar
ve osteoblastlara doniisiirler ve kikirdak yapinin matriksini sentezlerler. Yeterli miktarda epifiz

olusumu sonras1 eklem yiizeyi disindaki bolgeler kemiklesir. Eklem yiizeyleri kikirdak
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ozelligini yasam boyu korur. Epifiz plagindaki kemiklesme ise kemik uzamasindan

sorumludur.®?

ﬂ Diyafiz ve epifiz kan damaﬁarl birbirle-
rine ulasirlar.

B Eklem yﬁzeyi di§|nda tim ep;ﬁz kikir-
dadnin yerini kemik alir.

Epifizlerden birinde Epifiz biyime
sekonder kemikiesme

merkezi b il \\J .
s e Metafiz m
3 D)

1
| ‘

Epifiz
cizgisi
Diyafiz
-} boyunca "
uzanan
periost
halka
n Kan damarlar ve mezensim a Benzer bir sekonder B Epifiz plaginin yerini _epili_z-‘;izni_;s'! almig-
epifiz icerisine girer {infiltrate) ve kemiklesme merkezi kar- tir. Bu olay puberteden (blug gaﬁmdan) olgun-
sekonder kemiklesme merkezi si epifizde ortaya gikar. lufja kadar kademeli olarak geweklenge uzun
olusur. : 2 : kemik daha fazla uzamaz. 2

Sekil 9: Enkondral kemiklesme - ikincil kemiklesme merkezinin olusumu. (1) Kan damarlari
ve mezensim epifiz igerisine girer. (2) Benzer bir kemiklesme merkezi karsi epifizde ortaya
cikar. (3) Epifiz plaginin yerini epifiz ¢izgisi almistir. (4) Diyafiz ve epifiz kan damarlan
birbirlerine ulasirlar. (5) Eklem yiizeyi disinda tiim epifiz kikirdaginin yerini kemik alir
(Kierszenbaum A.L. Histoloji ve hiicre biyolojisi: Patolojiye giris, Mosby Inc., St. Louis,
Palme yayincilik, geviri editorii: Prof. Dr. Ramazan Demir, 4. baslik, sayfal34, 2006).
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1-5. Kemik Uzamasi

Epifiz plagindaki kondrositler cogalip enkondral kemiklesme yolu ile uzama saglarlar.
Cogalma epifiz tarafinda olurken, kemiklesme diyafiz tarafinda gerceklesir. Epifiz plag epifiz

tarafindan asagiya dogru bes zondan olusur.

a) Kikirdak depo tabakasi: Matriksteki kondrositler mitotik olarak aktiftir.

b) Cogalma zonu: Kemik biiyltime yoniine paralel hiicre kolonlar1 olustururlar.

¢) Maturasyon ve hipertrofi zonu: Kondrositler matiir hale gelerek glikojen depolarlar.

d) Kalsifikasyon zonu: Hipertrofiye kondrositler oliir ve kikirdak matriks kalsifiye hale gelir

e) Kemiklesma zonu: Osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara donerek kalsifiye kikirdak

matriks ile kalsifiye kikirdak / kalsifiye kemik kompleksini yapar (Sekil 10).

Cogalma zonundaki mitotik aktivite hiz1 kemiklesme zonundaki rezorpsiyon hizina esit
oldugu siirece kemik bilyiimeye devam eder. Cogalma zonundaki mitotik aktivite azaldikca

kemik uzamasi yavaslar ve yok olunca da durur.

1-6. Kemik Genislemesi

Kemik genislemesi apozisyonel biiylime ile olur. Periosteumun alt tabakasindaki
osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara farklilagsarak subperiostal kemik yiizeyinde kemik
matriksini yaparlar. Bu islem kemik biiylime periyodu sirasinda olurken ayni zamanda ic

tarafta dengeli bir sekilde kemik rezorbsiyonu olmalidir.”?
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Epifiz kikirdag:

‘Depo-yedek
Yo (Rezerv) zonu
Kemigin bayuna biyi-
masinden sarumiu pri-
mitif bir hivalin kikirdak
olup aginma (erazyon)
va kemik depolanmast
bu zona dofiru geligir.

Epifi
kikirdags =

Depo (rezerv)
zonu

Cogalma (Proliferatif) zanu :
Gogalan kondrositler ver- E
tikal [dikey) eksende ve i
birbirlerine parelel diziler

kelonlar) yapar. :

Hipertrofik zon
~ Kondrositlerin apapto-
zu ve teritoryal matrik-
sin kalsifikasyonu.

Cogalma (Proli-
feratif) zonu

Hipertrofik
zon

Damarlarin ya-
yilma {invazyon)
balgesi
Osteaprogenitir nile-
& releri beraberlerinda
.. tagiyan kan damarlar|
gnine yonde yerle-
sik septaya nifuz

ederler.

Damar
yayilma zonu

e

Perinsteumn'a degigen perikendriyum

Sekil:10: Epifiz plagindaki biiyiime zonu. (1) Depo zonu: Kemigin boyuna biiyiimesinden
sorumlu primitif bir hiyalin kikirdak olup asinma ve kemik depolanmasi bu zona dogru gelisir.
(2) Cogalma zonu: Cogalan kondrositler vertikal eksende ve birbirlerine paralel diziler
yaparlar. (3) Hipertrofik zon: Kondrositlerin apoptozisi ve territoryal matriksin kalsifikasyonu.
(4) Damarlarin yayilma bolgesi: Osteoprogenitor hiicreleri beraberinde tagiyan kan damarlari
enine yonde yerlesik septaya niifuz ederler (Kierszenbaum A.L. Histoloji ve hiicre biyolojisi:
Patolojiye giris, Mosby Inc., St. Louis, Palme yayincilik, ceviri editorii: Prof. Dr. Ramazan

Demir, 4. baslik, sayfa 135, 2006).
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1-7. Kemik lyilesmesi

Kemik iyilesmesi hem enkondral kemiklesme hem de intramembranéz kemiklesme
yolu ile olur.® ® Kemik kirigi, kemik matriksinin harabiyetine, hiicre 6liimiine, periosteum ve
endosteumun yirtilmasina ve kemik uglarinin yer degistirmesine neden olur. Kirik yerindeki
damarlardan sizan kan, yaralanma yerinde kan pihtisina yol agar. Belirli bir siire sonra kan
akimi durur ve hasarli bolgeden geriye, anastamoz damarlarina dogru yeni bir kan akimi
baslar. Bunun sonucu hasar her iki tarafta genisler ciinkii bir ¢cok haversian sistemine kan
gitmez. Lakiinalar icindeki osteositler lizise ugrar. Kirik bolgesindeki kan pihtist igine cevre
dokudaki kiiciik kilcal damarlar girerek graniilasyon dokusunu olustururlar. Ayn islem kemik
iligindeki kan pihtisinda da olurken endosteum ve kemik iligindeki cok yone farklilasan
hiicreler osteoprogenitér hiicrelere farklilasarak 1 hafta iginde i¢ kallusu yaparlar.
Yaralanmadan 48 saat sonra periosteum altindaki ve endosteumdaki osteoprogenitor hiicrelerin
mitotik aktivitesi artar. Periosteum altinda ¢ogalan osteoprogenitor hiicrelerin kemige en yakin
kisimlar1 osteoblastlara doniiserek kemik manget yapmaya baslarlar. Kilcal damarlarin
biiylimesi osteoprogenitor hiicre ¢ogalmasindan daha yavas oldugu icin ortada kalan prolifere
olmus osteoprogenitor hiicreler azalmis oksijen konsantrasyonunda kondrojenik hiicreler ve
kondroblastlara doniiserek kemik mantonun dis tabakasinda kikirdak yaparlar. Cogalmis
osteoprogenitor hiicrelerin periosteuma yakin kistmlarindaki hiicreler komsulugundaki fibroz
periosteumdaki kilcal damarlar sayesinde osteoprogenitor hiicrelere doniisiirler. Sonug olarak

prolifere olmus osteoprogenitor hiicreler ii¢c zona ayrilmis olur:

1. ¢ kemiklesmis tabaka
2. Ara kikirdak tabaka

3. Cogalmis osteojenik hiicre dig tabakasi
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Her iki ucta olusan bu manto tabakasi her iki ucta birleserek dis kallusu olusturur.
Ortadaki kikirdak enkondral kemiklesme yolu ile, bunun etrafindaki tabakalar ise
intramembranéz kemiklesme yoluyla kemikleserek dis kemik manto biiyiir. Kink uclan
kansel6z kemik ile birlestikten sonra, primer kemik yapisinin sekonder kemik yapisi ile
degistirilmesiyle yeniden sekillendirilme saglanir. Kemige binen stres yiikii yoniinde yeniden
sekillenme devam eder. Aksiyal yiiklenme ile giiclii ama diizensiz sert kallusun, normal veya
normale yakin giicteki daha diizenli lameller kemige doniisiimii gerceklesir (Sekil 11).
Mekanik strese maruz kalan kemigin konveks yiizii pozitif, konkav yiizii negatif elektrikle
yiiklendiginden, osteoklastik aktivitenin egemen oldugu konveks ylizde geri emilim,
osteoblastik aktivitenin hakim oldugu konkav yiizde ise yeni kemik yapimi olmaktadir. Yani

‘kingin konkav tarafinda kemiklesme, konveks tarafinda geri emilim’ olur.
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Periosteal hiicre ¢cogalmas 3 Birincil kemik dokusu
Periosteum emik

AN \\\\‘“\\\\\\\\\\\\\\\ i \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Hyalin kikirdak ikincil kemik dokusu

iyilesmis (ikincil) kemik

Sekil 11: Kortikal kemiklerde kemik iyilesme siireci (A) Periosteum altindaki ve
endostiumdaki osteoprogenitdr hiicrelerin mitotik aktivitesi artar. (B) Periosteum altinda
cogalan osteoprogenitor hiicrelerin kemige en yakin kisimlari osteoblastlara doniiserek kemik
manget yapmaya baslarlar. (C) Kilcal damar bilyiimesi osteoprogenitdr hiicre ¢cogalmasindan
daha yavas oldugu i¢in, ortada kalan prolifere olmus osteoprogenitor hiicreler, azalmis oksijen
konsantrasyonunda kondrojenik hiicreler ve kondroblastlara doniiserek kemik mantonun disg
tabakasinda kikirdak yaparlar. (D) Kirik uglart kanseloz kemik ile birlestikten sonra, primer
kemik yapisinin sekonder kemik yapisi ile degistirilmesiyle yeniden sekillendirilme saglanir
(Junqueira L. C. ve Carneiro J. Basic Histology, 10th ed., McGraw-Hill, New York, Chapter

eight, page: 144 , 2003).
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2. SICAN KAFATASI ANATOMISI

Labaratuvar sicami tipik bir omurgahdir. Iskelet sistemi ‘aksiyal’ ve ‘appendikiiler’
boliimlere ayrilir. Aksiyal iskelet, kafatasi, omurga, sternum ve kaburgalari, appendikiiler
iskelet ise pektoral kavsak, iist ekstremite, pelvis ve alt ekstremiteyi kapsar. Uzun nazal kemik
yapmin arkasinda "kavum kranii’nin" tavamim yapan frontal ve paryetal kemikler bulunur.

Paryetal kemik ile oksipital kemik ile arasinda interparyetal kemik vardir.

Sekil 12: Sican kafatasinin yukaridan goriiniimii D: Molar disler F: Frontal kemik M:

Maksillanin zigomatik c¢ikintist N: Nazal kemik O: Oksipital kemik P: Paryetal kemik S:
Skuamoz kemik IP: Interparyetal kemik tb: Timanik bulla 1: Koronal siitiir 2: Sagital siitiir 3:
Infraorbital fissiir (Bayramicli Mehmet: Deneysel mikrocerrahi. 1. baski. Argos iletisim,

Istanbul 2005, S:123).

3. KRIiTiK BUYUKLUKTE KEMiK DEFEKTI

Schmitz and Hollinger 1986 yilinda ‘kritik biyiikliikteki kemik defekti’ni
tammlamlslardlr.89 Buna gore kritik biyiikliikteki kemik defekti ‘organizmanin yasami
boyunca Kkendiliginden iyilesemeyecek en kiiciikk boyuttaki kemik ici defekt’ olarak
tanimlanmistir. Bu tip defektler yeni kemik olusumu yerine fibroéz bir bag dokusu ile dolar.”’

Bu defektler kemik iyilesme modellerinde kulamilirlar. Sicanlarda kabul edilen kritik
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bityiikliikteki kraniyal kemik defekti 8 mm capindaki bir dairesel tam kat kemik defektidir.*""’
Sicanlarda kritik biiyiikliikteki kraniyal kemik defektinin primer fibroz kallus dokusu ile
doldugu ancak ii¢ aylik periyotta minimal bir kemiklesmenin oldugu tespit edilmistir.***%7
Fakat baz1 diger calismalarda kritik biyiikliikteki kemik defekti 6 mm olarak

84,85
tanimlanmastir.”™

4. MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Kok hiicre biyolojisi ve klinikte kullanilabilirlikleri iizerindeki calismalar hizla
artmaktadir. Kok hiicreler bazi 6zelliklerinden dolay1 diger hiicrelerden farklidirlar. Belirli
doku hiicre karakteristikleri tasimayan ve uygun sinyal oluncaya kadar farklilagmamis
fenotiplerini koruyan hiicrelerdir. Organizmanin tiim yasami boyunca kendini yenileme
ozelliklerine sahiptirler. Bu 0Ozelliklerinden dolayr in vitro kiiltiirlerde kolaylikla
cogalabilmektedirler. Belirli biyolojik sinyaller altinda fenotiplerinden tamamen farkli bir
hiicre tipine doniisebilme potansiyelleridir. Kok hiicreler bulunduklann yere gore
siniflandirilabilirler. Embriyonik kok hiicreler (EKH) erken embriyo doneminde blastokistin i¢
tabakasinda bulunurken, yetiskin/somatik kok hiicreler (YKH) yetiskin organizmanin
dokularinda bulunurlar. Embriyonik kok hiicreler viicuttaki her hiicre tipine donebilen
‘totipotent’ 6zellik tasirken bazi kok hiicre tipleri belirli dokularin hiicre tiplerine doniisebilen
‘multipotent’ 6zellik tasirlar. Mezenkimal kok hiicreler bu tip ‘multipotent’ hiicrelere 6rnektir.
Hematopoetik kok hiicreler (HKH) ise bircok kan hiicresi tipine donebilen ‘pluripotent’ kdk
hiicrelerdir. ‘Unipotent’ 06zelligi olan kok hiicreler ise sadece belirli hiicre tipine

farklilasabilirler.
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Mezenkimal kok hiicreler osteojenik, kondrojenik, adipojenik, miyojenik ve
fibroblastik stromal hiicreler yoniinde farkhilagirlar.'” ** 2 1% By kok hiicrelerin bir 6n hiicre
tipi olan ve kiiltiir kaplarina yapisan ‘multipotent yetiskin progenitor hiicre (MYPH)’ tipi tespit
edilmigtir. Multipotent yetiskin progenitor hiicreler MKH’lere, endotelyal, epitelyal ve hatta

hematopoetik hiicrelere farklilasabilmektedir.'**

Mezenkimal kok hiicreler, kemik iligi aspirasyonundaki c¢ekirdekli hiicre
popiilasyonunun % 0,0001’inden daha azini olustururlar.” Kemik iligi aspirasyon materyali
yogunluk farki olusturan ‘ficoll pague’ veya ‘percoll’ gibi ajanlarla muamele edildiginde
1,5X10° hiicre/cm’ yogunlukta kiimelesirler. Primer kiiltiirleri 12-16 giinde elde edilirken daha
sonraki kiiltiirlerde sayilart ¢ogaltillir. Mezenkimal kok hiicreler morfolojik olarak yapisan
fibroblastlara benzerler. Mezenkimal kok hiicreler mezenkimal stromal hiicreler, kemik iligi
stromal hiicreleri, mezenkimal progenitor hiicreler olarak da adlandirilmislardir. Isimlendirme
konusundaki tartisma devam etmektedir. Geng¢ hayvanlarin periosteum ve kemik iliginde bol
bulunmasina ragmen yasin ilerlemesi ile sayilar azalir.”” Orijinleri periost tabakasi veya kemik

iligi olabildigi gibi kas, yag ve sinovyal dokuda da az sayida bulunurlar.'®

Mezenkimal kok hiicrelerin sayist ve aktivitesi metafiz bolgeleri ve kalin vaskiiler
periostta daha coktur ve bu bolgelerdeki iyilesme daha iyidilr.17 Kemik iligi aspirasyon
materyalinin %0,01’inden daha azi1 oraninda bulunur.’® Son zamanlarda MKH’in kemik
iliginden baska eklem kikirdaklari, sinovya ve periosteum gibi iskeletsel yapilarda bulundugu
tespit edilmistir. Baz1 calismalarda diz eklem yag yastik¢iklar1 da dahil olmak iizere yag
dokular1 ve hatta arter duvart da MKH izolasyonunda kullanilmistir.'**'®® Bu gézlemler

Virchow’un 1863 yilinda damar duvarlarindaki ektopik kikirdak ve kemik olusumunu
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101

aciklayabilir.” Ayrica MKH gobek bagi ve fetal dolagim gibi iskelet dis1 yapilardan da daha

az oranda izole edilebilmistir.lg’ 33

Mezenkimal kok hiicreler belirli doku hiicre karakteri tasimayan ancak belirli sinyaller
altinda belirli bag dokusu hiicreleri yoniinde farklilasabilen hiicrelerdir. Bu sinyaller travma,
kirik, inflamasyon, nekroz veya bir tiimor olabilir.”! Bu hiicrelerin hareketlenmesi ve
farklilagmasi kemotaksis ve integrin gibi transmembran proteinlerin ekstraselliiler matriks ile

etkilesmesi ile gerceklesir.”®

Fakat MKH iiretimi ve ¢ogaltilmas kiiltiirde yapildigindan in vivo sinyallerle ¢ogalan
MKH’lerin tim 6zellikleri tam anlagilmis degildir. Song ve Tuan’in yaptiklar1 caligmada
belirli alkalen fosfataz aktivitesine sahip osteoblastlarin fonksiyonel yag yapan yag hiicrelerine
veya kondrositlere doniismesi genetik yeni programlama ve yeni farklilagsma kavramini ortaya
cikarmigtir. Bu olaylar farklilasmig bir hiicrenin baska bir farkli hiicre tipine farklilasmasi
olarak tamimlanir. Bu nokta MKH’lerin yiiksek ¢cogalma potansiyelinden ¢ok ‘plastisiteleri’ ve

degisik hiicre gruplarina doniisiim yapabilme karakterleri olarak bilinir.”

Mezenkimal kok hiicrelerin izolasyon teknikleri daha ¢ok onlarin yapisma ozelligi
kullanilarak gelistiririlmistir.19 Yogunluk farkina gore santifriijii takiben yapilan kiiltiirlerde,
kiiltiir kaplarinin ylizeylerine yapisan fibroblast-benzeri koloniler yaparlar. Yapigsmayan
hiicreler her kiiltiir degisiminde alinarak konsantre MKH’ler elde edilir. Bu hiicrelerde kontakt
inhibisyon 6zelligi olmadigi icin tekrarlayan pasajlarla ¢cogaltilarak saf bir MKH kiiltiirii elde

e 19
edilir.
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4-1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin immiinofenotiplendirilmesi

Mezenkimal kok hiicrelerin heniiz spesifik bir immiinofenotip belirtecleri yoktur.
Hematopoetik onciil hiicreler gibi CD31, CD34, CD45, CD117 veya CD133 hiicre yiizey
belirteglerini eksprese etmezler.”’ Degisik hiicre tiplerinde eksprese edilen degisik tipte antijen
yapilart vardir. Bundan dolay1r belirlenmeleri adhezyon molekiilleri, ekstraseliiler matriks ve
biiytime faktorii reseptorleri gibi farklilagma ve belirli hiicre tipini gosteren genis bir
monoklonal antikor ¢esidi ile yapilabilir.”'* Bugiin i¢in en ¢ok kabul edilen immiinfenotip

profili CD105 (SH2) ve CD73 (SH3 ve SH4) ekspresyonudur.®

4-2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Bagisiklik Sistemini Baskilayici Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicrelerin alicinin immiin cevabindan kagtigina dair gii¢lii bulgular
vardir. Bunun mekanizmalar1 olarak MKH’lerden sinirli sayida eksprese olan alloantijenlerin
varlig1 ve hiicre temas mekanizmalarinin bloke edilmesi olarak diisiiniilmektedir. Mezenkimal
kok hiicreler MHC sinif I antijenler icermelerine ragmen MHC sinif II antijenler ve CD40,
CD70 ve CD86 gibi aktive edici molekiiller icermezler. Bunun sonucu olarak MKH’ler MHC
smif I antijenler ile T-hiicrelerini aktive etseler bile diger aktive edici molekiilleri
icermediginden bu cevap yarim kalir. Mezenkimal kok hiicreler T-hiicre cevabimi hiicre
cogalmas1 seviyesinde de bloke ederler. Mezenkimal kok hiicreler T-hiicre dongiisiinii
‘cyclinD2 downregulasyonu’ yaparak G1 fazinda durdurur. Yapilan ¢aligmalarda T-hiicreler,
MKH kiiltiiriinden alindiktan sonra Interferon-C iiretseler dahi gogalamamaktadlrlar.39
Mezenkimal kok hiicrelerin olusturdugu T-hiicre cogalmasinin baskilanmas1 kalici

olmaktadir. >
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Mezenkimal kok hiicrelerce hiicre-hiicre reaksiyonunda, baskilayici faktorler saliabilir
veya etkileri arttirilabilir. ‘Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)’ enzimi bu mekanizmada rol
oynar. Bu enzim ‘kynurenine’ adli bagisiklik baskilayici bir maddenin tiriptofandan
olusumunu katalize eder. Bu madde otoantijen ve fetal allojenlerin T-hiicre cevabim giiglii
sekilde baskilar. T-hiicre aktivasyonuna bagli inflamatuar sitokinlerin stimule ettigi MKH’in
‘Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)’ olusturdugu tespit edilmistir.”® Mezenkimal kok
hiicreler immiin cevapta rol oynayan B-hiicreleri ve dendritik hiicreleri de etkiler.**”"!

Mezenkimal kok hiicreler dentritik hiicrelerin monositlerden farklilasmasin1 engellemenin

yaninda IL-10 iireterek daha toleransi gii¢lii bir fenotip olustururlar.”

Bagisiklik  sistemini  baskilama Ozelliklerinden dolay1 tedavi edici olarak
kullanilabilecekleri diisiiniilmiistiir. [lk gozlemlerde MKH’lerin maymunlarda in vivo olarak
‘MHC-mismatched’ deri greftlerinin yasayabilirligini arttidigi goriilmiistiir.” Klinik olarak
allojen kemik iligi transplantasyonu yapilan bir hastada gelisen ‘graft-versus-host’ hastaligi

allojenik MKH infiizyonu ile basarili bir sekilde tedavi edilmistir.62
4-3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Uygulamalari

Hayvan modellerinde yapilan c¢alismalarda MKH uygulamalarinin serebral hasar,
miyokard iskemi/enfarktiis, miiskiiler distrofi ve kemik kirig1 modellerinde hasarli dokunun
iyilesmesini arttirdigr goriilmiistiir.** Fakat buna ragmen hala az sayida klinik caligmada direkt
MKH’lerin etkisi ortaya konmustur. Allojen kok hiicre transplantasyonundan sonra ortaya
cikan ‘graft-versus-host’ hastaliginin 6nlenmesi ve tedavisinde MKH basarili bir sekilde
kullanilmigtir. Klinik olarak allojen kemik iligi transplantasyonu yapilan bir hastada gelisen

graft-versus-host hastalig1 allojen MKH infiizyonu ile basarih bir sekilde tedavi edilmistir.®*
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Horwitz ve ark. ‘osteogenezis impefecta’l’’ 3 cocuga verilen MKH’lerin tedavi edici etkisini
géstermislerdir.47 Ayrica metakromatik 16kodistrofi ve Hurler sendromunda da allojenik

MKH’lerinin terapétik etkileri gbsterilmistilr.5 ’

Mezenkimal kok hiicrelerin terapotik potansiyellerinin tam olarak anlasilabilmesi icin
alic1 kisinin bagisiklik sisteminin MKH’lere verdigi yanit, MKH’leri dogru yere yonlendiren
alicinin mekanizmalari, kendilerini yenileme ve segilen hiicre yoniinde fonksiyonel olarak

nasil farklilastiklar1 gibi sorularin net bir sekilde cevaplanmasi gerekmektedir.

4-3.Kemik Rejenerasyonunda MKH Bazh Stratejiler

Friedenstein, Piatetzky-Shapiro ve Petrakova’nin MKH’lerin yeni kemik olusumunu ve
kemik iyilesmesini hizlandirdigimi belirten yaymlarindan sonra,™® MKH’lerin yeni kemik
olusumu ve kemik iyilesmesindeki yeri gosterilmistir. Bir cok ¢alismada MKH’lerin deneysel
olarak olusturulan biiyikk kemik defektlerinin onarmundaki etkinligi gosterilmistir.*® Son
zamanlarda acik cerrahi gerektirmeyen, enjekte edilebilen tasiyicilar icine konan MKH’lerin
etkinligi arastirilmistir. Goel ve arkadaglart tibia ‘non-union’ olan hastalarin perkutan kemik
iligi greftlemesi ile kemik iyilesmeleri saglamlstlr.40 Tekniklerinin basit, az girisimsel ve diisiik
komplikasyon oranina sahip oldugunu bildirmislerdir. Siwach ve arkadaslari, gecikmis, ‘non-
union’ kirik veya bacak uzatma yapilan ancak ‘malunion’ olan 72 hastanin 69’unda hastalarin

perkutan otojen kemik iligi greftlemesi ile iyilesme géstermislerdir.93

Genis kemik defektlerinde MKH emdirilmis tasiyicilar ile tedaviler aragtirilmistir. Bu
teknikle genis kemik defektlerinin iyilesmesi saglanmakla beraber birtakim biiytime faktorleri
eklenmesi ile etkinin arttig1 tespit edilmistir.'*® Borden ve ark. calismalarinda, polimerik

mikrosfer matriks ile kombine edilen kemik morfojenik protein-7'nin MKH’lerin osteojenik
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aktivitesini arttirdigin1 tavsanda gbstermislerdir.12

Yoshitake ve ark. biyolojik olarak
yikilabilen ve [-trikalsiyum sitrat emdirilmis jelatin porlar1 icine emdirilmis sican

MKH’lerinin osteojenik yonde farklilastigini gbstermislerdir.98

Kemik rejenerasyonunda MKH bazh ii¢ temel strateji vardir. Birincil strateji olarak
kemik iligi kaynakli MKH organizmadan alimip, kiiltiirde cogaltilip uygun tasiyici ile yine aym
organizmaya verilmesidir.'® Kpekte spinal fiizyon modelleri, koyunda ve kopekte femur ve
tibiada biiyiik segmental kemik defekt modelleri bu baglamda kullanilmistir.”®? 26874 Yzellikle
kopekte yapilan femur defekt modelinde pordz hidroksiapatit/B-trikalsiyum (Zimmer, Warsaw,
IN), seramik silindirik tasiyici ile kullanilan otojen MKH’lerin iyilesmenin ozellikle 12.

haftasinda en yiiksek miktarda kemiklesmeyi sagladig goriilmiistiir (Sekil 13).®
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Sekil 13: Kemik iligi organizmadan alimir. Mezenkimal kok hiicreler izole edilerek hiicre
kiiltiiriinde cogaltilir. Osteokondiiktif bir matriks ile kombine edilerek kemik defekti

bolgesine yerlestirilir.
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Ikinci srateji olarak MKH hematopetik hiicre yiizey belirtecleri icermediginden immiin
sistemi uyarmaz, bundan dolay:1 bunlarin allojen olarak cogaltilip kullanilabilir hiicre kiiltiirleri

7:15.23.27.28:29.3042 N e zenkimal kok hiicrelerin kemik iyilesmesinde

veya bankalar1 elde edilebilir.
allojen olarak kullammmi kopegin femurundaki kritik biiyiiklitkteki kemik defektinde
arastirilmistir. Poréz hidroksiapatit/B-trikalsiyum seramik silindirik tagiyici ile kullanilan
allojen MKH’lerin yeni kemik olusturdugu ve calismanin hi¢ bir asamasinda immiin
rejeksiyona ve antikorlara neden olmadigi tespit edilmistir.’ Ayrica yeni kemiklesmenin
enkondral yapidan ¢ok intramembranéz yolla olustugu tespit edilmistir. Femur diafizindeki
yeni kemik olusumunun yeniden sekillenmesinin de uygun oldugu goriilmiistiir. Bu calisma
allojen kok hiicrelerin, otojen kok hiicreler kadar immiin rejeksiyona neden olmadan kemik
iyilesmesinde etkili oldugunu savunmaktadir. Bu sonugla allojen MKH’lerin cerrahi olarak
kemik iyilesmesi i¢in yapilan ameliyatlarda kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Mezenkimal

kok hiicrelerin dondurularak saklanmasi ve kisinin kendi kok hiicre kiiltiiriinii beklemeye gerek

birakmamasi nedeniyle tercih sebebi olabilir (Sekil 14).
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Sekil 14: Allojen MKH’ler uygun bir matriks yardimi ile kemik defekti bolgesine

yerlestirilmektedir. Immiinolojik bir reaksiyona yol agmamaktadirlar.
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Uciincii strateji, bilyilk kemik iligi aspiratlarinn (selektif hiicre retansiyonu) konsantre
edilerek hiicre Kkiiltiirii yapilmaksizin otolog olarak es zamanl intraoperatif olarak
verilmesidir."* Ancak bu teknik, kiiltiirle elde edilen MKH konsantrasyonuna erisememektedir.
Bu hiicrelerin osteoindiiktif ve osteokondiiktif materyallerle kemik defekti bolgelerine
verilmeleri bu hiicrelerin yeterli cogalma ve farklilasmalarimi saglamistir. Bu amagla yapilan
calismada DKM ve mineralize kanselz kemik (¢ip) kombinasyonu (Allomatrix®, Veterinary
Transplant Services, Kent, WA) selektif hiicre retansiyonundan elde edilen MKH ile kombine
edilmigtir. Bu calisma sonucuna gore Alomatrix® ile kombine edilmis selektif hiicre
retansiyonundan elde edilen MKH otojen kanseloz kemik kadar iyi bir iyilesme paterni

gostermigtir (Sekil 15).
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Sekil 15: Selektif hiicre retansiyonu’ teknigi ile kemik greft materyali olusturulmasi.
Mezenkimal kok hiicrelerin yapisma oOzellikleri kullanilarak biiyiik miktarda kemik iligi
aspirasyonlan ile elde edilen MKH’in sayis1 az olsa da osteoindiiktif ve osteokondiiktif

materyallerle birlestirilip uygun kemik greft materyalleri elde edilebilir.
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Buna karsilik MKH’lerin kraniyal kemik defektleri ile ilgili kullanimi literatiirde sinirh
sayida hayvan calismalarinda mevcuttur. Akita ve arkadaslar yaptiklar1 calismada T-hiicre
fonksiyonu olmayan ‘nude-siganlarda’ insan kaynaklit MKH’lerin, insan rekombinant kemik
morfojenik protein-2 ve rekombinant bazik fibroblastik-biiytime faktor ile baraber verilmesi ile
kraniyal kemik iyilesmesini hizlandirdiklarimi gostermislerdir.’ Chang ve ark. yaptiklar
calismada insan kemik morfojenik protein-2 genini adenoviriislar yardimi ile kiiltiirde
ekspanse ettikleri domuz MKH’lere transfer etmislerdir. Daha sonra bu MKH’leri tip I kollajen
polimer tasiyici ile, domuzlarin kritik kraniyal kemik defeklerindeki iyilesme iizerine etkilerine
baktiklarinda, iyilesmeyi istatistiksel olarak anlamhi gekilde olumlu etkiledigini

gtistermislerdir.20

Kemik rejenerasyonunda MKH bazli deneysel ve klinik calismalar Tablo I'de

Ozetlenmistir.



Tablo I: Mezenkimal kok hiicrelerin terapotik kullanimi destekleyen deneysel ve klinik

yayinlar
Defekt tipi MKH kaynag Model Sonuc¢ Referans No
Perkiitan kemik iligi
Tibial nonunion Kemik iligi Insan greftlemesinde ¢cogu hastada 40
iyilesme
N ) ki Perkiitan kemik iligi
onunion, gecikmi e . .
o & 3 Kemik iligi Insan greftlemesinde 72 hastanin 93
iyilesme . ..
68’inde iyilesme
Perkiitan kemik iligi
Nonunion Kemik iligi Insan greftlemesinde 60 hastanin 43
53’tinde iyilesme
Femoral defekt Insan yag dokusu Rat 8 haftada iyilesme 81
Kraniyal kemik . o erens .
s Insan kemik iligi Rat lyilesmede hizlanma 4
defekti
S tal kemik KMP-7* ve kemik iligi yiiklii
cemental et Kemik iligi Tavsan o ve eIk Tg yured 12
defekti pordz matrikste en iyi sonug
S tal kemik .
egme.n al ket Kemik iligi Insan 6 ayda iyilesme 86
defekti
Kemik defekti Kemik iligi Tavsan Artmis osteogenezis 64
Hiyalin kikirdak bkondral
Osteokondral defekt Kemik iligi Rat lyé 1 rkirdate ve subkondra 75
kemik olusumu
Eklem kikirdak Otolog -
) . Domuz Hiyalin kikirdak olusumu 22
defekti kondrositler
Tam kat osteokondral o renn ..
Kemik iligi Tavsan Tam iyilesme 49
defekt
Epifiz defekti Kemik iligi Tavsan Epifiz defektinde iyilesme 3
Tam kat kikirdak i Kollajen jel ve MKH onarimi
) Kemik iligi Tavsan 107
defekti artirir
Osteoartrit ve Eklem harabiyetinde durma ve
meniskiis Kemik iligi Keci meniskiis dokusunun 72
yaralanmasi rejenerasyonu
Spinal fiizyon Kemik iligi Kopek Greft yasayabilirliginde artma 73
. " e MKH yiiklii por6z MKH’lerle
Spinal fiizyon Kemik iligi Tavsan 24

daha iyi sonug

*Kemik morfojenik protein-7
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5. DEMINERALIZE KEMIK MATRIKSi (DKM) [DEMINERALIZED BONE

MATRIX (DBM)]

Insan kuru kortikal kemik agirhiginin %25’i kalsiyumdan olusur. Kemik 0.5 veya 0.6
NHCI solusyonu ile demineralize edilerek organik matriks elde edilebilir.”” Bu yapinin bilyiik
cogunlugunu tip I kollajen yapar. Bunun yaninda kollajen olmayan proteinler de igerir.
Demineralize kemik matriksinin %93’iinii kollajen olusturur. Diger proteinler kemik
morfojenik proteinler, insiilin-benzeri biiyiime faktorii, platelet kaynakli biiyiime faktori,
fibroblast biiyiime faktorii ve benzerleri olup DKM’ nin yanlizca %5’ini olustururlar. Kalan
%2’lik kisim ise reziidiiel mineralize matrikstir. Amerikan Doku Bankast kurulusu
demineralize kemigi %8’den az rezidiiel kalsiyum iceren yapi olarak tammlamistir.*
Demineralize kemik matriksi osteoindiiktif olmasinin yaninda yapisindaki kollajen sayesinde
osteokondiiktif bir ozelligi de vardir.®' Asit demineralizasyon kemigin demineralize
edilmesinin yaninda viral inaktivasyona da yol a¢ip demineralize edilmemis kemige gore daha
az hastalik transferine yol a(;ar.96 Demineralizasyon islemi kan elemanlarini da etkin bir sekilde

ortamdan uzaklastirdigindan demineralize edilmemis kemige gore daha az immﬁnojeniktir.31’94

Demineralize kemik matriksinin osteoindiiktif ©6zelligi ilk defa Urist tarafindan
bildirilmistir.'” Demineralize kemik matriksinin de nevo kemik yapict Ozelliginden ‘kemik
morfojenik proteinler (KMP)’ sorumludur.”"* Kemik morfojenik proteinler kiiciik, hidrofobik,
1s1-dayanikli kiiciik molekiil agirlikli glikoproteinler olup ‘transforming growth factor-beta
(TGF-b) ailesinin alt gruplaridir. Demineralize kemik matriksi icerisinde 2’den 16’ya kadar
olan KMP’ler bulunur.”**!** Kemik morfojenik protein-1, prokollajen c-proteinaz isimli bir

enzimdir ve olgun kollajenin proteolizinden sorumlu olup osteindiiktif bir 6zelligi yoktur.!
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Kemik morfojenik proteinler kemigin organik matriksinde ¢ok kii¢iik miktarlarda bulunurlar

(kemik organik matriksinin yaklasik %0,1 agirligim olustururlar).”>®

Kemik morfojenik proteinler, mezenkimal kok hiicrelerin ortama kemoatraksiyonunu
arttirarak kemik yapici hiicreler yoniinde farklilagsmalarimi saglarlar. Mezenkimal kok hiicreler
kondrositlere farklilasarak kikirdak bir iskelet saglayip enkondral kemiklesme yolu ile
iyilesme saglarlar.®®"® Kemik morfojenik protein 2, 4 ve 7’nin kemik olusumundaki etkisi
bilinmekle beraber 6zellikle MKH’lerin terminal osteoblastik 6n hiicrelere doniisiimiinde KMP

2,6 ve 9rol oynamaktadlrlar.9’21

‘Lipofiye’ DKM uzun siiredir doku bankalarinda bulunmasma ragmen ameliyat
sirasinda kullanilmadan 6nce su, SF ve kan gibi maddelerle rekonstriiksiyonu gerekmektedir.
1990’lardan sonra DKM’nin gliserin, kollajen, hiyaliironik asit ve diger tasiyicilar (gliserol,
poloksamer, jelatin, kalsiyum siilfat, lesitin) ile kullanilmas1 baz1 uygulamalarda kullanimini
kolaylastirmustir.®"®® Tagiyict sivag biyouyumlu olup, toksik olmamalidir. Aynmi zamanda
kemiklesme siirecini de etkilememelidir. Higbir sivag bu ozellikleri tasitmamakla beraber;
genis deneysel ve klinik uygulamalar da; DKM’nin ‘lipofiye’ pudra, puti, blok ve diger
formlarinin kabul edilebilir bir riskle osteoindiiktif olarak kullanilabilecegi gésterilmistir.61’66’69
Grafton® (Osteotech)’un icindeki sivag gliseroldiir. Suda ¢oziiniirliigii yiiksek olmasina
ragmen yiiksek dozlarda sicanlarda kullamildiginda toksik etki gbstermektedir.103
Dynagraft/Orthoblast® (Iso Tis)’1n tasiyicisi poloksamer olup su tasiyan polimer jeldir ve 1s1
ile beraber daha kat1 hale gelir. Jelatin ise denatiire edilmis par¢alanmis kollajen olup suyla
birlesince jel haline gelir.”* Osteofil® (RTI) tasiyicisi domuz kaynakli jelatin olup

dondurularak saklanir ve kullamlmadan 6nce 1sitilmasi veya hidrate edilmesi gerekir. Accell®

(Iso Tis Orthobiologics) tasiyicisi jelatin olup oda 1sisinda saklanir. Bugiin sekiz farkli
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firmanin alt1 farkh tasiyici ile kullanima sundugu yirmibese yakin ticari iiriinii toz, ¢ip, graniil,

puti veya jel formlarinda bulmak miimkiindiir

Demineralize kemik matriksinin osteindiiktif potansiyeli in vivo veya in vitro olarak
olciilebilir. In vivo hayvan modelinde kullamilarak yeni kemik olusumu bakilabilir. Insan
kaynakli DKM immiinolojik reaksiyonlar goz Oniinde bulundurularak immiin yetmezlikli
hayvanlarda test edilmelidir. Bununla beraber bazi deneysel calismalarda insan kaynakli DKM
immiin yetmezlikli olmayan hayvanlarda kullanilmis ve etkinligi arastirilmistir.”” Genel kabul
gdrmiis modeller atimik fare veya sicandir.**'® Osteokondiiktif etkisini ortadan kaldirmak
amaci ile DKM derialt1 veya kas ici yerlestirilmis ve intramiiskiiler yerlestirmede daha cok
kemiklesme goriilmiistiir.'” In vivo osteoindiiktif testlerin avantaji klinik durumu en iyi taklit
etmesi, dezavantaji ise zaman problemi ve pahali olmasidir. in vitro testlerde belirli hiicre
gruplari DKM ile muamele edilerek mitojenik ve morfolojik biyoaktivite caligmalan ile etki
arastirilabilir. Buna bir 6rnek ‘Saos insan osteosarkom hiicrelerindeki’ mitojenik aktivitenin
arastirilmasidir.” Diger tip in-vitro calismalarda belirli hiicre gruplarn DKM ile muamele
edilerek belirli bir morfolojik cevap bakilabilir. C2C12 fare miyoblasti veya si¢an ¢izgili kas
miyoblastt DKM ile muamele edilerek kemik yapi i¢in spesifik olan alkalen fosfataz ve

53,105

osteokalsin expresyonu incelenmistir. In vitro metotlar nispeten hizli ve ucuzdur ancak

direkt kemiklesmeyi gosterememeleri dezavantajlaridir.
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GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Gazi Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Bagkanligi’ nin
12.06.2006 tarih ve B.30.2.GUN.0.EU.00.00/62-8316 sayili izni ile, Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Laboratuvar Hayvanlar1t Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde
gerceklestirildi. Calismada, agirliklart 200-350 gram arasinda degisen, 50 adet Wistar tipi
erkek sican kullanildi. Sicanlar tek olarak uygun kafeslerde, 22+2°C sicaklikta ve 12 saat
karanlik - 12 saat aydinlik ortamin saglandigi kosullarda barindirildi. Deneklerin beslenme

ihtiyaglan standart laboratuar yemi ve su verilerek diizenli olarak karsilandi.

Arastirma iki asamada gerceklestirildi. Ik asamada mezenkimal kok hiicreler allojenik
olarak elde edildi; ikinci agamada elde edilen kok hiicreler sigan kraniyum kemik defektlerinde

kullanildi.
1. SICAN MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN (sMKH) ELDE EDIiLMESi

Calismanin ilk basamaginda agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen 10 adet, 5 haftalik
erkek wistar tiirii sican, mezenkimal kok hiicre (SMKH) elde etmek icin kullanildi. Denekler
Ketamin-HCI (Alfamine®) (50 mg/kg i.m) + Xylasine (Rompun®) (5 mg/kg i.m) anestezisi ile
uyutuldu. Deneklerin femur ve tibia bolgeleri tiras edilerek %10’luk ‘povidon iodine’
solusyonu ile antisepsi saglandi. Uyluk ve bacak ©On yiiziinde longitidiinal bir deri-kas
insizyonu yapilarak femur ve tibia kemikleri ortaya cikartilip etrafdaki dokular eksize edildi
(Sekil 16). Islem sonunda deneklere 2 cc intrakardiyak Lidokain HCL (Jetokain simplex®)

enjeksiyonu yapilarak 6tenazi saglandi.
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Sekil 16: Sicanlardan elde edilen femur ve tibia kemikleri.

Kemik iligi Mononiikleer Hiicrelerinin izolasyonu

1. Kemiklerin metafiz kisimlarindan osteotomi yapilarak kemik iligi parcalart ‘Dulbeccos-
minimum essential medium’ (DMEM) solusyonu (Sekil 17-A) ile flaglanarak 50 ml’lik
konik tiipler icindeki i¢ine kondu.

2. Kemik iligini iceren DMEM, voliimiiniin 1:3’1i kadar ‘Ficoll pague’ iceren 50 ml’lik konik
tiipler icerisine steril pipetle acil1 ve nazik bir sekilde ilave edildi.

3. Ficoll ve kemik iligi aspirat1 arasindaki sinirin karigmamis-piiriizsiiz oldugu goriildii.

4. Ficoll ve kemik iligini igeren tiipler oda 1sisinda 400G’de 30 dakika siireyle santifriij edildi.

5. Santifriij sonras1 en iistte plazma, ortada mononiikleer hiicreler, altta ficoll ve en altta

eritrosit ve graniilositler kiimelesti (Sekil 17-B).
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Sekil 17: (A) ‘Dulbeccos-minimum essential medium’ (DMEM). (B) Santifriij sonrasi en iistte
plazma, ortada mononiikleer hiicreler, altta ‘ficoll pague’ ve en altta eritrosit ve graniilositlerin

kiimelegmesi. (C) Ficoll’un uzaklastirilmasindan sonra elde edilen hiicre peleti.

6. Steril pipet ile mononiikleer hiicreler toplandi.

7. ‘Ficoll pague’ kiiltiire edilen hiicreler icin toksik olabileceginden toplanan hiicreler 5 kati
voliimde serum eklenmemis DMEM ile iki kez yikanarak ‘ficoll pague’nin uzaklastirilmasi
saglandi. Bu islemden sonra elde edilen hiicre peleti mezenkimal kok hiicre elde etmek

amaci ile kullanildi (Sekil 17-C).
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Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu

8. Ceker ocak icinde bu hiicre peleti iizerine 10 ml ‘komplet medium’ (%30 ‘fetal bovine
serum’(FBS) ve %1 antibiyotik iceren DMEM) eklenerek 25 ml’lik flask i¢inde (Sekil 18)

%5 CO; igeren 37°C’lik etiivde inkiibasyona alindi.

Sekil 18: 10 ml ‘komplet medium’ (%30 ‘fetal bovine serum’(FBS) ve %1 antibiyotik iceren

DMEM) iceren 25 ml’lik flask

9. Inkiibasyonun 48. saatinde tiim ‘komplet medium’ aspire edilerek yapismayan hiicreler
ortamdan uzaklagtirildi ve taze 10 ml ‘komplet medium’ eklendi.
10. i1k 48 saatten sonraki her ii¢ giinde bir flask i¢indeki icerik tamamen disar1 atilarak yeni 10
ml ‘komplet medium’ eklendi.
11. inkiibasyonun 7. giinii flask inverted mikroskopta incelemeye alinarak fibroblast karakterli

kolonilerin var olup olmadigi kontrol edildi.
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12. 14. giin ‘inverted’ mikroskopta incelenen hiicrelerin hemen tiim flaskin zeminin

kaplayarak flaskin zemin goriintiisiinii konfluent hale getirdigi saptandi (Sekil 19) ve

flaskin tiim medium icerigi ortamdan uzaklastirildi.

Sekil 19: Flaska yapisan mezenkimal kok hiicrelerin ‘inverted’ mikroskopta goriiniimii

13. Flasktaki yapisan hiicrelerin ayrilmasini saglamak icin tripsinizasyon islemine ge¢ildi.

Tripsinizasyon

14. Flasklardaki yapisan hiicre tabakasi ‘phosphate-buffer-saline’(PBS) ile iki kez yikandi.
15. %0,25’1lik tripsin 5 ml ilave edildi. 37°C’de 10 dakika siireyle inkiibe edildi.
16. Bu asamada yapisan hiicreler ayrildi ancak hala kalabilecek hiicre kiimeleri olasiligi

nedeniyle pipetle karistirilarak kalan hiicre kiimelerinin de kolaylikla ayrilmasi saglandi.
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17. Hiicrelerin tam olarak ayrildigindan emin olmak i¢in flask ‘inverted’ mikroskopta kontrol
edildi.

18. Daha sonra tripsini inaktive etmek i¢in ‘FBS’ ilave edildi.

19. Elde edilen hiicre siispansiyonu 800G’de 10 dakika siireyle santifriij edildi (Sekil 20-A) ve

‘komplet medium’ ile iki kez yikandi.

Sekil 20: (A) Hiicre siispansiyonunun 800G’de 10 dakika siireyle santifriij sonrasi goriintimii
(B) Mezenkimal kok hiicreler 10 pl DMEM iginde 0,5 X 106/p1 konsantrasyonda olacak

sekilde 0,5 ml’lik insiilin ignelerine konulup kullanima hazir hale getirildi.
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Mezenkimal Kok Hiicrelerin Pasaji

20. Daha sonra elde edilen hiicre peleti 25 ml’lik flasklarda 10 ml ‘komplet medium’ i¢inde
tekrar kiiltiire edildi (1.pasaj).

21. Birinci pasajdan sonra her dort giinde bir, madde 14,15,16,17,18,19,20’de tanimlanan
sekilde pasaj islemleri 2 kez daha tekrarlandi.

22. Uciincii pasajin dordiincii giinii tripsinizasyon isleminde tanimlandigi gibi hiicreler
tripsinizasyon ile flasktan alimp yikandiktan sonra 10ul DMEM iginde 0,5x10° /ul
konsantrasyonda olacak sekilde 0,5 ml’lik insiilin ignelerine konularak kullamima hazir

hale getirildi (Sekil 20-B).

Sekil 21’de MKH’lerin elde edilmesi sematik olarak Ozetlenmistir. Elde edilen bu

sMKH’ler ¢calismanin ikinci asamasinda kullanildi.
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2. CERRAHI TEKNIK

Calismanin ikinci asamasinda 40 adet wistar tipi erkek sican kullanildi. Denekler
Ketamin-HCI (Alfamine®) (50 mg/kg i.m) + Xylasine (Rompun®) (5 mg/kg i.m) anestezisi ile
uyutuldu. Deneklerde kafa derisi enseden alina kadar tiras edilerek %10’luk ‘povidon iodine’
solusyonu ile antisepsi sonras1 orta hat longitidiinal bir deri insizyonu (Sekil 22-A) yapilarak
frontal kemik ortaya ¢ikartildi. ince periost elevatorii ile periost flepleri kaldirilarak (Sekil 22-
B) 6zel olarak tasarlanmis ‘trephan tur ucu’ (Sekil 23-A) ile orta hatta 0,7 cm ¢apinda dairesel
tam kat kemik defekti olusturuldu. Islem sirasinda dura korundu (Sekil 23-B). islem sonunda

periost olusturulan defekt tizerine tekrar ortiilerek 6/0 Vicryl® ile dikildi(Sekil 24-A).

Denekler 4 gruba ayrildi:

Grup I (Operatif kontrol grubu — 10 adet): Olusturulan tam kat kemik defektlerine
ek bir islem yapilmadi. Islem sonunda periost, olusturulan defekt iizerine ortiilerek 6/0 Vicry1®

ile dikildi. Deri insizyonu 5/0 ipek ile kapatildi.

Grup II (Deney Grubu I — 10 adet): Olusturulan tam kat kemik defektleri ¢cap1 kadar
demineralize kemik matriksi (DKM) ‘Grafton® (Osteotech)’ ile dolduruldu. Islem sonunda
periost, olusturulan defekt iizerine ortiilerek 6/0 Vicryl® ile dikildi. Deri insizyonu 5/0 ipek ile

kapatildi.

Grup III (Deney Grubu III — 10 adet): Olusturulan tam kat kemik defektleri sonrasi
periost, olusturulan defekt iizerine ortiilerek 6/0 Vicry1® ile dikildi. Allojen sMKH’ler 10ul
DMEM i¢inde 0,5x10°/ul konsantrasyonda olacak sekilde 0,5 mI’lik insiilin enjektorii yardim
ile igne ucu periosttan gecerek defekt alanmina verildi (Sekil 24-B). Deri insizyonu 5/0 ipek ile

kapatildi.
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Grup IV (Deney Grubu III — 10 adet): Olusturulan tam kat kemik defekt ¢ap1 kadar
demineralize kemik matriksi (DKM) ‘Grafton (Osteotech)’ ile dolduruldu. Periost, olusturulan
defekt iizerine ortiildii. Allojen sMKH’ler 10ul DMEM i¢inde 0,5X106/p1 konsantrasyonda
olacak sekilde 0,5 ml’lik insiilin enjektorii yardimi ile igne ucu periosttan gecerek defekt

alanina verildi (Sekil 24-B). Deri insizyonu 5/0 ipek ile kapatildi.

Deneyin 3. ayinda, her gruptaki sicanlar ketamin-HCl (50 mg/kg-IM) anestezisi ile
uyutulup, 2 cc intrakardiyak Lidokain HCL (Jetokain simplex®) enjeksiyonu yapilarak tenazi

saglandi.
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Sekil 22: (A) Kraniyumda orta hat longitidiinal deri insizyonu (B) Periostu kaldirilmig
frontoparyetal kemik
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Sekil 23: (A) 7 mm capli ‘Trephan’ tur ucu (B) ‘“Trephan’ tur ucu kullanilarak olusturulan 7

mm ¢apli kraniyal kemik defekti. Islem sirasinda dura korundu
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Sekil 24: (A) islem sonunda periost 6/0 ‘Vicryl’ ile ‘over-over’onarildi (B) Mezenkimal kok

hiicrelerin insiilin ignesi yardimu ile periost altindaki defekt alanina verilmesi
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3. DEGERLENDIRME

1. Radyolojik Degerlendirme

Degerlendirmeler 0., 4., 8. ve 12. haftalarda bilgisayarli tomografi (GE CTI, General
Electric Inc, ABD) yardimi ile sicanlarin boynu fleksiyonda, govde ile 90 derece ac1 yapacak

sekilde gerceklestirildi (Sekil 25).

Sekil 25: Boyun fleksiyonda govde ile 90 derece a¢1 yapacak sekilde koronal BT ¢ekimi
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1-1. Kemik Defekti Alan Olciimleri

Ameliyat bitiminden sonraki 0., 4., 8. ve 12. haftalarda tiim deneklerin kranial kemik
defektlerinin alanlar1 koronal planda 1 mm’lik kesit kalinlikli bilgisayarli tomografi (BT)
incelemeleriyle olgiildii. Alan Ol¢iimleri aynmi cihazda; mm’ cinsinden sonug¢ elde edilecek
sekilde, grup hakkinda bilgilendirilmeyen deneyimli bir radyoloji uzmani tarafindan yapildi
(sekil 26). Olusturulan kraniyal kemik defektlerin zaman i¢inde alan ortalamalar1 agisindan

grup icinde ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olup olmadigina bakildi.

207 mm?2

Sekil 26: (A) Koronal planda 1 mm’lik kalinlikta BT kesiti. (B) Ayn1 kesitte mm? cinsinden

kemik defekti alan 6l¢iimii

1-2. Kemik Defekt Alam Kapanma Yiizde Oranlari

Radyolojik olarak 4., 8. ve 12. haftalarda defekt alami kapanma yiizdeleri ve

ortalamalar1 hesaplanarak gruplar arasinda anlamli fark olup olmadigina bakildi.
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1-3. Kemik Yogunlugunun Degerlendirilmesi

Kemik iyilesme kalitesini gosteren kriterlerden biri olan kalsifikasyonu, diger bir
deyisle yeni olusan kemik yogunlugunu radyolojik goriintiillerde, bilgisayar ortaminda
degerlendirmek miimkiin olmaktadir. Bu amagcla yapilan ol¢iimler, bilgisayarli tomografi i¢in
Hounsfield iinitesi (HU) olarak tespit edilmektedir. Hava ‘-1000° HU, su ‘0> HU ve kemik
‘1000’ HU olarak kabul edilmekte, dlciilen alanin yogunlugu ise bu degerlere dayanarak relatif
bir deger olarak verilmektedir.”’

Yogunluk degerlendirmesi, kemik iyilesmesinin evreleri g6z Oniinde bulundurularak,
sadece 12. hafta bilgisayarli tomografi goriintiileriyle degerlendirildi. Kemik iyilesmesinin en
iyi goriildiigii koronal 1 mm’lik BT kesitinden Ol¢iim yapild1 (Sekil 27). Gruplar hakkinda
bilgilendirilmeyen deneyimli bir radyoloji uzmam tarafindan, iyilesme goriilen yerleri icine
alacak sekilde tiim defektin HU cinsinden yogunlugu tespit edildi. Gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark olup olmadigina bakildi

1-4. Kemik iyilesme paterninin degerlendirmesi

Kemik defektlerinin iyilesme paternleri hem intramembranéz hem de enkondral
kemiklesme seklinde oldugundan tiim deneklerde olusturulan kemik defektlerinin 12. hafta
sonundaki koronal BT kesitlerindeki kemiklesme paterni defektin kenarlardan ‘testere disi’
seklinde kapanmas1 seklinde olabilecegi gibi, bir kisminda ‘testere disi’ seklinde kapanmaya
ek olarak defektin herhangi bir yerinde olan ‘daginik kemiklesme’ paterninin varlig
degerlendirildi (Sekil 28). Daginik kemiklesme paterni olanlar ‘1’ olarak tamimlanirken,

dagimik kemiklesme paterni gostermeyenler ‘2” olarak tanimlandi.
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Sekil 27: (A) Kemik iyilesmesinin en iyi goriildiigii koronal 1 mm’lik kalinlikta BT kesiti (B)

Aym kesitte kemiklesme goriilen yerleri icine alacak sekilde tiim defektin HU cinsinden

kemik yogunlugunun 6lciilmesi.

-
/V
.\ B

Sekil 28: 12. hafta sonundaki koronal BT kesitlerindeki kemiklesme paterni. (A) Defektin
kenarlardan ‘testere disi’ seklinde kemiklesmesi (B) Defektin herhangi bir kenarindan testere

disi seklinde kemiklesmeye ek olarak defektin bir yerinde olan ‘dagimik kemiklesme’ paterni
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2. Arastirma verilerinin analizi (Istatistiksel degerlendirme)

Elde edilen veriler SPSS 10.0 (Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, IL)
istatistik paket programina aktarilarak deneyimli bir istatistik¢i tarafindan analiz edildi. Her bir
grup icin 0., 4., 8. ve 12. hafta defekt alanlarinin aritmetik ortalamalar1 ve defekt alam
kapanma yiizdeleri ortalama + SD cinsinden sunuldu. Her bir grubun kendi icerisinde 0., 4., 8.
ve 12. haftalarda defekt alanlarmin karsilastirlmasinda, ‘tekrarlayan Olctimlerde varyans
analizi’ ve gruplar arasindaki farkin degerlendirilmesinde ‘tekrarlayan ol¢iimlerde iki yonlii
varyans analizi’ kullamldi. 0., 4., 8. ve 12. haftalarda, gruplar arasinda defekt alam
ortalamalari, defekt alan1 kapanma yiizdesi ortalamalar1 ve 12. hafta kemik yogunluklar
ortalamalar1 arasindaki fark ‘Kruskal-Wallis’ testi ile degerlendirilerek, fark saptanan durumda
gruplar ikiserli olarak ‘Bonferoni diizeltmeli Mann Whitney-U’ testi kullanilarak
karsilagtirildi. Gruplarin 12. hafta iyilesme paternleri ‘Ki-kare (Xz), testi ile karsilastirildi. P
degerinin 0,05°den kiiciik olmast (p<0,05) ‘istatistiksel olarak anlamli’ seklinde
degerlendirildi. Bonferoni diizeltmeli Mann Whitney-U testi degerlendirmesinde 4 grup

ikiserli karsilastirildigindan, p<0,025 ‘istatistiksel olarak anlamli’ kabul edildi.
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BULGULAR

RADYOLOJIK DEGERLENDIRME BULGULARI

Tiim deneklerin kraniyal kemik defektlerinin alanlar1 koronal planda BT incelemelerle
0., 4., 8., ve 12. haftalarda 6l¢iildii ve kaydedildi. Tiim deneklerin kraniyal kemik defektlerinin

0-4., 0-8. ve 0-12. haftalardaki kapanma yiizdeleri hesaplandi1 (Tablo ILIILIV,V).

Tablo II: Grup I deneklerinin defekt alanlarinin haftalara gére degisimi ve defekt alanlarinin

0. haftaya gore kapanma yiizdeleri.

Denek 1 38,3 28,9 24,5 27,6 27,9 26,0 32,1
Denek 2 31,9 31,8 0,3 31,7 0,6 31,8 0,3
Denek 3 38,7 37,4 3,3 36,8 4,9 35,7 1,7
Denek 4 25,7 25,3 1,5 22,3 13,2 22,0 14,4
Denek 5 37,4 34,4 8,0 33,8 9,6 34,0 9.0
Denek 6 28,8 25,4 11,8 245 14,9 23,2 19,4
Denek 7 35,1 34,6 1.4 28,2 19,6 27,9 20,5
Denek 8 33,2 32,4 2,4 32,6 1,8 30,5 8,1
Denek 9 40,7 38,3 5.9 32,3 20,6 32,4 20,3
Denek 10 31,8 30,3 4,7 29,3 7.8 29,2 8,1
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Tablo III: Grup II deneklerinin defekt alanlarinin haftalara gore degisimi ve defekt alanlarinin

0. haftaya gore kapanma yiizdeleri.

Denek 1 34,1 30,2 11,4 26,4 22,5 19,6 42,5
Denek 2 35,2 35,7 -1,4 33,1 5,9 32,5 7,6

Denek 3 35,8 34,5 3,6 31,9 10,8 31,9 10,8
Denek 4 31,3 29,1 7,0 26,8 14,3 26,3 15,9
Denek 5 22,0 18,8 14,5 18,5 15,9 14,5 34,0
Denek 6 27,4 27,6 -0,7 29,5 -7,6 24,7 9.8

Denek 7 31,9 29,7 6,9 21,2 33,5 21,4 32,9
Denek 8 30,9 30,2 2,2 29,2 5.5 29,7 3.8

Denek 9 32,9 30,8 6.3 29,8 9.4 26,5 19,4
Denek 10 31,1 24,5 21,2 23,7 23,7 18,3 41,1
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Tablo IV: Grup III deneklerinin defekt alanlarinin haftalara gore degisimi ve defekt

alanlarinin 0. haftaya gore kapanma yiizdeleri.

Denek 1 44,4 35,9 19,1 35,2 20,7 34,4 22,5
Denek 2 34,2 33,1 3,2 29,0 15,2 28,7 16,0
Denek 3 41,7 39,1 6,2 36,0 13,6 31,4 24,7
Denek 4 39,6 34,9 11,8 25,1 36,6 19,7 50,2
Denek 5 25,7 25,4 1,1 23,8 7,3 17,2 33,0
Denek 6 39,7 39,3 1.0 24,4 38,5 22,9 42,3
Denek 7 38,6 36,9 4,4 28,4 26,4 21,1 45,3
Denek 8 35,3 32,3 8,5 31,2 11,6 24,1 31,7
Denek 9 33,1 29,6 10,5 24,4 26,2 23,5 29,0
Denek 10 25,2 24,7 1.9 23,7 5.9 19,8 21,4
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Tablo V: Grup IV deneklerinin defekt alanlarinin haftalara gore degisimi ve defekt alanlarinin

0. haftaya gore kapanma yiizdeleri.

Denek 1 35,6 34,3 3,6 28,7 19,3 20,5 42,4
Denek 2 29,4 27,5 6.4 23,6 19,7 22,8 22,4
Denek 3 33,0 32,8 0,6 31,5 4,5 30,4 7,8

Denek 4 35,6 37,8 -6,1 34,9 1,9 31,3 12,0
Denek 5 35,0 34,7 0,8 31,2 10,8 29,8 14,8
Denek 6 37,6 33,5 10,9 33,3 11,4 31,6 15,9
Denek 7 36,1 35,7 1,1 354 1.9 35,2 2,4

Denek 8 41,7 40,6 2,6 33,9 18,7 31,3 24,9
Denek 9 35,6 31,8 10,5 29,2 17,9 27,8 21,9
Denek 10 42,5 39,0 8,2 39,9 6,1 29,3 31,0
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1. Defekt Alan1 Degerlendirme Bulgular:

Her bir grup icin 0., 4., 8. ve 12. haftalardaki kemik defekt alanlarinin ortalamalar1 ve
standart sapmalar1 hesaplandi (Tablo IV). Gruplar arasinda cerrahi ile olusturulan kemik
defekt alanlan agisindan istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi (p>0,05) (Kruskal-Wallis
Testi) (Tablo VI).

Her bir grubun kendi igerisinde 0., 4., 8. ve 12. hafta defekt alanlar1 ortalamalar
incelendiginde, zaman igerisindeki defekt alanm1 azalmasi agisindan istatistiksel olarak anlamh

fark saptandi (p<0.05) (Tekrarlayan olciimlerde varyans analizi) (Tablo IV) (Sekil 29, 30).

0., 4., 8. ve 12. hafta defekt alanlar1 ayn ayn karsilastirildiginda, hicbir haftada defekt
alam1 ortalamasi1 agisindan, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlhi fark saptanmadi

(p>0.05) (Kruskal-Wallis testi) (Tablo IV) (Sekil 29, 30).

Tablo IV: Gruplardaki deneklerin 0., 4., 8. ve 12.haftalara gore kemik defektlerinin alanlarinin

aritmetik ortalama, standart sapma ve denek sayilari.

Grup 0. hafta 4. hafta 8. hafta 12. hafta o
N | (ortalamazxSD) | (ortalama%SD) | (ortalama=SD) | (ortalama%SD)
I 10 34,16 £4,75 31,88 £4,50 29,91 £4,40 29,27 £4.,51 0.021
II 10 31,26 £4,05 29,11 £4,80 27,01 £4,68 24,54 £ 6,01 0.023
I 10 35,75 +£6,41 33,12 £5,19 28,12 +4,68 2428 £5,54 | 0.001
v 10 36,21 + 3,81 34,77 £ 3,79 32,16 £4,44 29,00 £4,35 | 0.012
p 0.068 0.074 0.132 0.098 0.003*

i Tekrarlayan dl¢iimlerde varyans analizi
* Tekraralayan olciimlerde iki yonlii varyans analizi
" Kruskal Wallis testi
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Sekil 29: Defekt alanlarinin gruplar arasinda zamana gore degisimleri incelendiginde her bir
grubun defekt alanlarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde kii¢iildiigii goriildii (p< 0,05)
(Tekrarlayan olciimlerde varyans analizi). 0., 4., 8. ve 12. hafta defekt alanlar1 ayr1 ayrn
karsilagtirlldiginda, higcbir haftada defekt alam1 ortalamasi agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi (p>0.05) (Kruskal-Wallis testi).



67

40 3

=
4 \\\w e
\' — G|

= Grup Il

mm2

20 . . . . = Grup v
0. hafta 4. hafta 8. hafta 12. hafta

Sekil 30: Gruplarin defekt alanlarinin haftalara gore degisimi incelendiginde Grup III'teki
defekt alanindaki azalma dikkati cekmekteydi (P=0.001) (Tekrarlayan olciimlerde varyans

analizi).
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Her bir grup i¢in 0-4.,0-8. ve 0-12. haftalardaki kemik defekti kapanma yiizdelerinin

ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplandi (Tablo V).

Tablo V: Gruplardaki deneklerin 4., 8. ve 12. haftalardaki kemik defekti kapanma

yiizdelerinin ortalamalar, standart sapmalar1 ve denek sayilari.

0-4. hafta 0-8. hafta 0-12. hafta
Grup N (ortalama=SD) (ortalama=SD) (ortalama=SD)
I 10 6,40 = 7,20 12,12 + 8,84 14,03 £9,18
II 10 7,12 £7,02 13,43 £11,49 21,84 £14,53
III 10 6,81 £5,79 20,24 £11,50 31,64 £11,22
v 10 3,88 £5,27 11,26 £7,32 19,60 £ 11,62
p' 0.743 0.249 0.018
" Kruskal Wallis testi

0-4., 0-8. ve 0-12. haftalar icin 4 grubun kapanma yiizdeleri karsilastirildiginda, 0-12.

haftadaki kapanma yiizdesi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi

(p=0,018) (Kruskal-Wallis testi) (Tablo V) (Sekil 35,36).

Bu farkin hangi gruptan kaynaklandigini belirlemek i¢in yapilan ikili karsilagtirmalarda

Grup III ile Grup I arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p=0,002) (Bonferoni

diizeltmeli Mann-Whitney U testi) (Sekil 31).
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Sekil 31: Gruplarin defekt alanlarinin 0-4., 0-8. ve 0-12. haftalar icin kapanma yiizdeleri.
Onikinci hafta kapanma yiizdesi acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptand1 (p=0.018) (Kruskal-Wallis testi).

Onikinci hafta kapanma yiizdesi icin yapilan ikili karsilastirmalarda (Bonferoni diizeltmeli Mann-

Whitney U testi):

Grup I ile IT arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.257).
Grup I ile IIT arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,002).
Grup I ile IV arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.226).
Grup Il ile IIT arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.112).
Grup Il ile IV arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.821).

Grup Il ile IV arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.028).
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Sekil 32: 0-4., 0-8. ve 0-12. haftalar i¢in 4 grubun kapanma yiizdeleri karsilastirildiginda Grup
I ile Grup III arasinda kapanma yiizdeleri arasindaki fark ozellikle 0-12. hafta i¢in dikkat
cekmektedir (p=0,002) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U testi).
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3. Kemik Yogunlugu Degerlendirme Bulgular:

Tiim deneklerin kraniyal kemik defektlerinin 12. hafta sonundaki kemik yogunluklar

ve her grup i¢in 12. hafta sonundaki kemik yogunlugu ortalamalar1 hesaplandi (Tablo VII).

Tablo VI: Deneklerin kraniyal kemik defektlerinin 12. hafta sonundaki kemik yogunluklar1 ve

her grubun kemik yogunluklarinin ortalamalar

Denek 1 138 119 185 196
Denek 2 139 210 166 144
Denek 3 169 133 197 186
Denek 4 170 82 166 155
Denek 5 130 211 261 196
Denek 6 88 174 265 182
Denek 7 151 194 131 104
Denek 8 155 173 152 118
Denek 9 124 116 211 187
Denek 10 152 364 197 149
‘)(;ﬁ‘;'gf(‘)‘é“;?r 141,6 177,6 193,1 161,7

"Kruskal Wallis testi
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Onikinci hafta kemik yogunlugu Olciim ortalamalarina gore Grup III’teki kemik
yogunlugunun daha fazla oldugu saptandi ancak gruplar arasinda kemik yogunlugu olciimleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,065) (Kruskal-Wallis testi)

(Tablo VI) (Sekil 33).
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Sekil 33: 12. hafta kemik yogunluk 6lciim ortalamalarina gore Grup III’teki kemik yogunlugu
daha fazlaydi ancak gruplar arasinda kemik yogunlugu dl¢iimleri agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Kruskal-Wallis testi).
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4. Kemiklesme Paterninin Degerlendirmesi

Tim deneklerin kraniyal kemik defektlerinin 12. hafta sonundaki kemiklesme
paternleri degerlendirildi (Tablo VII). ‘Testere disi’ seklinde kemiklesmeye ek olarak defektin
herhangi bir yerinde olan ‘daginik kemiklesme’ paterninin varligr ‘1’ olarak tanimlanirken,

dagimik kemiklesme paterni gostermeyenler ‘2° olarak tanimlandi.

Tablo VII: Deneklerin kraniyal kemik defektlerinin 12. hafta sonundaki kemiklesme

paternleri

Denek 1 2 1 1 1
Denek 2 1 1 1 1
Denek 3 2 2 2 1
Denek 4 2 2 1 1
Denek 5 2 1 2 2
Denek 6 2 2 1 2
Denek 7 1 1 1 2
Denek 8 2 2 2 1
Denek 9 2 2 1 1
Denek 10 2 2 1 1
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Her grup icin 12. hafta daginik kemiklesme paterni yiizdeleri hesaplandi. (Tablo VIII)

Tablo VIII: Her bir grup icin 12. hafta daginik kemiklesme paterni yiizdeleri

| 20 80
II 40 60
I 70 30
v 70 30

(¢ =7,2) (P=0,066)

Grup III ve IV’de daginik kemiklesme, Grup I ve II’ye gore daha ¢ok goriilmesine
ragmen; gruplar arasinda daginik kemiklesme paterni agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmadi (p>0,05) (Ki-kare testi) (Tablo VIII) (Sekil 34).
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Sekil 34: Grup III ve IV’de daginik kemiklesme, grup I ve II’ye gore daha ¢ok goriilmesine
ragmen; gruplar arasinda daginik kemiklesme paterni agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmadi (p>0,05) (Ki kare testi).
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TARTISMA VE SONUC

Kranial kemik defektlerinin kapanmasinda 19. yiizyildan giiniimiize kadar otojen

greftler, sentetik, yarisentetik ve alloplastik materyaller kullanilmistir.”?

Kranial kemik defektinin iyilesmesi sirasinda 6lii boslugu cevreleyen dokularin saglikli
olmasi gerekmektedir. Kraniyumda periosteum ve 6zellikle dura bu olayda 6nemlidir.”® Yeni
olusan kemik cevreden merkeze dogru (sentripedal) olusmaktadir.” Etraftaki kemik doku dura
ve periosteum olmaksizin yetersiz yeni damarlanma ve kemiklesme gosterir. Diger iskelet
yapilarimin aksine kafatasi kemiklerinin iyilesmesinde periosteumun daha az bir Onemi

vardir.*+"8

Ancak dura ile periosteumun karsiliklt etkilesiminin de Onemli oldugu
bildirilmistir.44 Bu caligmada kemik defekti olusturulurken dura ve altindaki sagital siniis
korunmus ve kesilen periosteum, defekt iizerine getirilerek onarilmustir. Iceride kalan 6lii

boslukta yumusak doku sikigmasi ve fibroblastik aktivite en aza indirilerek MKH ve DKM’ nin

etrafa kagmasi onlenmistir.

Sicanlarda kritik biiyiikliikteki kemik defektinin boyutu konusunda net bir fikir birligi
yoktur. Cogu yayin 8 mm’yi kabul ederken bir kismi da 6 mm ve hatta 4 mm’yi kritik kraniyal
kemik defekti olarak kabul etmistir.“’85 8997 By calismada 7 mm’lik tam kat kemik defekti

yaratilarak kritik biiyiikliikteki kraniyal kemik defekti olusturuldu.®

Sican kritik biiytikliikteki kraniyal kemik defekti modeli ilgili ¢calismalarda DKM nin
etkisi daha onceki calismalarda bildirilmistir. Bu ¢aligmalarda insan kaynakli DKM kullanimi

siklikla mevcuttur. Insandan elde edilen ve cesitli derecede rezidiiel kalsiyum iceren allojen
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dondurulmus-kurutulmus demineralize kemik matriksi (DKDKM) ve dondurulmus kemik
matriksisinin (DoKM) ¢esitli rezidiiel kalsiyum iceren preperatlarinin, politetrafloretilen ile
kombine edilerek sicanlardaki kritik biiyiikliikteki kemik defektlerindeki iyilesme etkisine
bakildiginda en fazla iyilesmenin %2 rezidiiel kalsiyum iceren DKDKM grubunda oldugu
tespit edilmistir. Aym1 calismada yapilan kemik yogunluk oOl¢iimlerinde bu grubun kemik
yogunlugu acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir.”
Demineralize kemik matriksi igerisindeki proteinlerin etkisini ayri ayri inceleyen yayinlar
vardir. Insan rekombinant kemik morfojenik protein-4 (IrKMP-4)’iin [human recombinant
bone morphogenic protein-4 (HrBMP-4)] sican kritik biiyiikliikteki kraniyal kemik iyilesmesi
lizerine etkisini inceleyen bir ¢alismada yazarlar, dozdan bagimsiz olarak irKMP-4’iin absorbe
kollajen siinger ve beta-trikalsiyum fosfat ile beraber verilmesinin postoperatif 8. haftada
istatistiksel olarak anlamli sekilde histolojik kemik olusumunu indiikledigini belirtmislerdir.80
Han ve ark. IrKMP-4’iin fibrin-fibronektin sistem icinde verilmesinin sican kritik biiyiikliikteki
kemik iyilesmesini postoperatif 8. haftada arttirdigin1 histolojik olarak tespit etmislerdir.”!
[rKMP-2, 4, ve 7’nin sican kritik biiyiiklilkteki kemik iyilesmesi iizerine etkileri
incelendiginde iic faktor arasinda iyilesme acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir.*® Biitiin bu ¢alismalarda DKM ve icerisindeki proteinler bir tasiyici sistem
kullanilarak verilmis ve kraniyal kemik defektindeki etkileri gosterilmistir.*"*****° Yukarida
belirtildigi lizere insan kaynakli DKM’nin sicanlarda kullaniminin allerjik reaksiyonlar ile
ilgili bir aciklama yoktur. Insan kaynakli DKM’nin tasiyici olmaksizin kraniyal kemik

defektlerindeki etkisini inceleyen bir ¢aligma yoktur ve bizim ¢alismada bu test edildi.

Calismamizda kraniyal kemik defektinin iyilesmesinin degerlendirilmesinde BT ile

alan Ol¢iimii, kapanma yiizdesi ve kemik yogunlugu 6lctimleri kullanildi. Bu degerlendirme
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kriterleri kullanilarak yapilan daha o©nceki yayinlarda kraniyal kemik defektlerinin
degerlendirilmesinde diiz radyogramlar veya BT kullamlmustir.”* Direkt kraniyal kemik
defektlerindeki etkinligini inceleyen bir yayin olmamakla beraber bu bolgeye yakin olmasi ve
fikir vermesi agisindan, sican zigomatik arkinin ortasindan yapilan kemik defektinin takibinde
iic-boyutlu  bilgisayarli tomografi (3BBT) ve diiz radyogramlar karsilastirilmstir.”’
Postoperatif 10. haftada yapilan dlciimlerde diiz radyogramlarin kirik hattindaki fibréz kallusu
yakalama sansinin 3BBT’ye gore istatistiksel olarak daha iyi oldugunu gostermislerdir. Fakat
istatistiksel olarak anlamli olmasa da 20. haftada yapilan Olctimlerde, 3BBT ile yapilan
Olciimiin defektin gercek boyutunu diiz radyogramlardan daha iyi tespit ettigi ancak
istatistiksel olarak anlamli sekilde defekti oldugundan daha kiiciik gosterdigi tespit edilmistir.”’
Sicanlarin kraniyal kemik defektlerinde, diiz radyografik degerlendirmelerin gercek iyilesme
paternini oldugundan kiiciikk veya biiylik olarak gosterdigi ve tek basina kullanilmamasi
gerektigini bildiren yayinlar vardir ancak tek basina BT ol¢iimlerin dogrulugunu test eden bir
veri yoktur.85 Bizim caligmamizda kritik biiyiiklitkteki alan Olctimiiniin degerlendirmesinde
haftalara gore degisim incelendiginde 0., 4., 8. ve 12. hafta defekt alanlar1 ayn ayn
karsilagtirlldiginda, higcbir haftada defekt alam1 ortalamasi agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05) (Kruskal-Wallis testi) (Tablo IV) (Sekil
29, 30). Ancak her bir grubun 0., 4., 8. ve 12. hafta defekt alanlar1 ortalamalar1 incelendiginde,
zaman igerisindeki defekt alam1 azalmasi agisindan istatistiksel olarak anlaml fark saptandi
(p<0.05) (Tekrarlayan olciimlerde varyans analizi) (Tablo IV) (Sekil 29, 30). Zamanla
defekt alaninin kapanmasi en ¢ok Grup III’te dikkat cekmekteydi. Bunu sirasiyla Grup IV ve
Grup II takip etmekteydi. Defekt alan1 degisimi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark ¢cikmasa da, her grup kendi i¢inde incelendiginde zaman igerisindeki defekt alani

azalmasi agisindan istatistiksel olarak en anlamli defekt alan1 azalan Grup II'ti (p=0,001)
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(Tekrarlayan olciimlerde varyans analizi) (Tablo IV) (Sekil 29, 30). Ilgin¢ olan radyolojik
sonu¢ kontrol grubundaki defekt alami acisindan olan degisimdi. Kritik biiyiikliikte kemik
defekti kendi kendine kapanamiyacagindan 6zellikle 8. haftanin sonundaki fibréz kallusun
defekt alanindaki radyolojik kiigiilmeyi sagladign ve bu haftadan sonra degismedigi
sOylenebilir. Ancak bunu test etmek i¢in daha uzun siire takipli calismalar gerekmektedir.
Calismada ‘O.” haftada gruplar arasinda cerrahi ile olusturulan kemik defekti alanlar1 acisindan
istatistiksel olarak anlamlh fark olmadig1 saptandi (p=0.068) (Kruskal-Wallis testi) (Tablo
IV). Ancak gruplardaki defekt alanlar ortalamalar1 homojen olmadigindan tiim deneklerin
kraniyal kemik defektlerinin 0-4., 0-8. ve 0-12. haftalardaki kapanma yiizdeleri hesaplandi
(Tablo VIIL, IX, X, XI). 0-4., 0-8. ve 0-12. haftalar icin dort grubun kapanma yiizdeleri
karsilastirldiginda, 0-12. haftadaki kapanma yiizdesi agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi (p=0,018) (Kruskal-Wallis testi) (Tablo V). Bu farkin hangi
gruptan kaynaklandigini belirlemek i¢in yapilan ikili karsilastirmalarda Grup III ile Grup I
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p=0,002) (Bonferoni diizeltmeli Mann-
Whitney U testi) (Sekil 31). Buna gore Grup III’teki deneklerin 0-12. hafta sonundaki defekt
alam1 kapanma yiizdeleri Grup I'e gore istatistiksel olarak daha fazlaydi. Grup III’ten sonra
defekt alami radyolojik olarak en ¢ok iyilesen Grup II idi. Bu bulgular, yukarndaki defekt
alaninin zamana gore degisimindeki Grup III’ten sonraki siralamayi degistirmisdi. Zamana
gore defekt alan1 degisimindeki azalma Grup III’den sonra Grup IV iken; defekt alani iyilesme
yiizdeleri agisindan siralama yapilacak olursa Grup III’den sonra en ¢ok Grup II'de iyilesme
goriilmiistiir. Daha Onceki yayinlarda belirtildigi gibi DKM’ nin, kok hiicrelerin ortama gocgi,
farklilagsmas1 ve osteojenik doku olusturmadaki etkisinin tiire ait bir etki olabilecegi, insan

kaynakli DKM’nin sigan mezenkimal kok hiicrelerinin farklilasmasi ve kemik olusumu
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iizerindeki etkileri radyolojik olarak yapamadigi veya birbirlerine zit etki gosterdikleri

diisiiniilebilir. Ancak ileri caligmalarla bu nokta daha ayrintili olarak arastirilmalidir.

Kemik yogunluklar tiim denekler i¢in 12. haftanin sonunda olciildi. Grup III'teki
kemik yogunlugu daha fazla olma egilimi tasiyordu, ancak gruplar arasinda kemik yogunlugu
ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,065) (Kruskal-
Wallis) (Tablo VI) (Sekil 33). Istatistiksel olarak anlamli olmasa da Grup III'iin kemik
yogunluk ortalamasi en fazla iken bunu Grup II ve Grup IV teki ortalamalar izlemekteydi. Bu
bulgular yukarida belirtilen kemik defekti kapanma yiizde ortalamalarimin degisim sirasina

uymaktaydi.

Calismadaki radyolojik bulgulardan diger ilging bir nokta ise kemiklesme
paternlerindeki farklilik idi. Olusan fibroz kallus ve intramembranoz kemiklesme paternine
bagl olarak defekt kenarlarindan ‘testere disi’ sekline bir kemiklesmenin yaninda o6zellikle
Grup I ve Grup IV’de ‘testere disi’ sekline kemiklesmeye ek olarak enkondral kemiklesmeyi
andiran, defektin bir kenarinda veya herhangi bir yerinde ada ada ‘dagimik kemiklesme’ paterni
vardi. Kemiklesme paterni agisindan fark olup olmadigina baktigimizda Grup III ve Grup
IV’de %70 dagmik kemiklesme gozlenirken, Grup II'de %40 ve Grup I'de %20 dagimik
kemiklesme paterni gézlendi ancak gruplar arasinda kemiklesme paterni acgisindan istatistiksel
olarak anlamh bir fark saptanmadi (P>0,05) (Ki-kare testi) (Tablo VIII) (Sekil 34). Allojen
kok hiicrelerin sigcan kraniyal kemik defektlerinde radyolojik olarak dagimik kemiklesme
paternini uyarmasi s6z konusu olabilir ancak bu hipotezin histolojik bulgular ile desteklenmesi

gerekmektedir.
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Sonu¢ olarak sican kraniyal kritik kemik defektlerinde mezenkimal kok hiicre
uygulamast radyolojik olarak kemik defekt alaninda istatistiksel olarak anlamli kiiciilme
saglamasinin yaninda kemik iyilesme paterninde de farklilik olusturma egilimindedir. Kemik
defekti kapanmasi {izerine olan bu olumlu etkisi insan kaynakli DKM ile beraber
uygulandiginda goriilmedi. Bu etkilesimin altindaki mekanizmay1 agiklamak icin daha ileri

calismalara gerek vardir.
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OZET

Kritik biiyiikliikteki kraniyal kemik defektlerinin kapanmasini saglamak veya hizlandirmak
amactyla bircok malzeme ve kimyasallar kullanilmistir. Son yillarda giderek artan bir merak uyandiran

Mezenkimal kok hiicrelerin sican kritik kraniyal kemik defektlerindeki etkinligi arastirildi.

Calismada 50 adet wistar tiirii erkek sican kullanildi. 10 adet sigan allojen mezenkimal kok
hiicre elde etmek icin kullanildi. Geriye kalan sicanlar dort gruba ayrildi. Her bir siganin frontal
kemiginde 7 mm capl kritik biiyiikliikte tam kat kemik defekti yaratildi. Grup I (n=10) operatif kontrol
grubu iken, Grup II’'de (n=10) insan kaynali demineralize kemik matriksi, Grup III’de (n=10)
mezenkimal kok hiicre, Grup IV’de (n=10) mezenkimal kok hiicre ve demineralize kemik matriksi
kombinasyonu defektlere uygulandi. Deneklerin tamami 12. hafta sonunda sakrifiye edildi.
Degerlendirmede radyolojik olarak, gruplar arasinda 0., 4., 8., ve 12. haftalarin defekt alan Sl¢iimleri ve
kapanma yiizdeleri, 12. hafta i¢in kemik yogunluklarinin ve kemiklesme paternlerinin karsilastirmalari

yapildi.

Tiim gruplarin defekt alanlarinin zaman icinde istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi
ancak hicbir haftada defekt alan1 ortalamasi acgisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadig1 saptandi. Grup III’tin 0-12. haftadaki kapanma yiizdesinin Grup I’e gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde fazla oldugu saptandi. 12. hafta kemik dansite Ol¢iimiinde Grup III'teki kemik
yogunlugunun en ¢ok oldugu ancak gruplar arasinda kemik yogunluk ol¢iimleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigir saptandi. Grup III ve Grup IV’de %70 daginik kemiklesme
gozlenirken Grup II'de %40 ve Grup I'de %20 olarak gozlenmesine ragmen gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi.

Sonu¢ olarak sican kritik kraniyal kemik defektlerindeki allojen mezenkimal kok hiicre
uygulamasi, radyolojik olarak 12. hafta sonunda kemik defekt alaninda istatistiksel olarak anlamli
kiiciilme yapmasinin yaninda kemik yogunlugunda artis ve kemik iyilesme paterninde de farklilik
olusturma egilimindedir. Kemik defekt alanindaki iyilestirici etkisi insan kaynakli demineralize kemik
matriksi ile beraber uygulandiginda azalmaktadir. Bu etkilesimin altindaki mekanizmay1 agiklamak igin

daha ileri calismalara gerek vardir.
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SUMMARY

Different types of materials and chemicals have been used for the closure and accelerating the
healing of critical size cranial defects. In this study the effectiveness of the mesenchimal stem cells,

which has avoked a curiosity recently, was investigated in critical size cranial defects of rats.

Fifty wistar type male rats were evaluated in the study. Ten rats were used to obtain allogenic
MSC'’s. The remainders were separated into four groups. A full thickness circular bone defect 7 mm in
diameter was created in the frontal bone of each rat. Group I (n=10) was operative control group. In
Group II demineralize bone matrix, in Group III mesenchimal stem cells and in Group IV demineralize
bone matrix and mesenchimal stem cell combination was applied into the defects. At the end of the 12"
week, all of the rats were sacrificed. Radiologic evaluation of the defect areas within the groups at zero,
4™ 8™ and 12" weeks, bone density measurements and the healing pattern at the end of the 12" weeks

were compared.

In all groups there were statistically significant decrease in defect areas, but the average values
of the defect areas within the groups were not statistically significant. The percentage of the healing
area of the Group III at the 12" week was statistically significant greater than Group I. Group III’s bone
density at the 12 ™ week was the greatest but there was not a statistically significant difference within
the groups for bone density. In Group III and Group IV, distrubuted healing patern was observed in
70% of the animals, on the other hand this healing patern was evident 40% of Group II and 20% Group

I. But there was not a statistically significant difference within the groups for healing patern.

In conclucion, allogenic rat mesenchimal stem cell application has created a statistically
significant radiologic reduction at the bone defect area of the critical size cranial defects at the end of
the 12" week. Mesenchimal stem cell aplication has also increased the bone density and changed the
healing patern. The positive effect on the healing of the defect area was reduced while combined with

demineralize bone matrix. The exact mechanism of this effect should be investigated in further studies.



84

KAYNAKLAR

. Abedin M, Tintut Y, Demer LL: Mesenchymal stem cells and the artery wall. Circ Res.

95(7):671-676, Review, 2004

. Adkisson HD, Strauss-Schoenberger J, Gillis M, Wilkins R, Jackson M, Hruska KA: Rapid

quantitative bioassay of osteoinduction. J Orthop Res. 18(3):503-511, 2000

. Ahn JI, Terry Canale S, Butler SD, Hasty KA: Stem cell repair of physeal cartilage. J

Orthop Res. 22(6):1215-1221, 2004

. Akita S, Fukui M, Nakagawa H, Fujii T, Akino K: Cranial bone defect healing is accelerated
by mesenchymal stem cells induced by coadministration of bone morphogenetic protein-2

and basic fibroblast growth factor. Wound Repair Regen. 12(2):252-259, 2004

. Arinzeh TL, Peter SJ, Archambault MP, van den Bos C, Gordon S, Kraus K, Smith A,
Kadiyala S: Allogeneic mesenchymal stem cells regenerate bone in a critical-sized canine

segmental defect. J Bone Joint Surg Am. 85-A(10):1927-1935, 2003

. Bancroft JD, Stevens A: Theory and Practice of Histological Techniques. 4™ ed. Churchill

Livingstone, Newyork1996, Chapter 15, page: 309-339

. Bartholomew A, Sturgeon C, Siatskas M, Ferrer K, Mclntosh K, Patil S, Hardy W, Devine
S, Ucker D, Deans R, Moseley A, Hoffman R: Mesenchymal stem cells suppress
lymphocyte proliferation in vitro and prolong skin graft survival in vivo. Exp Hematol.

30(1):42-48, 2002



85

8. Basterzi Y: Sican kraniyal kemik defektlerinde insan amniyon sivisinin kemik iyilesmesi

tizerine etkisi, Uzmanlik tezi, Ankara-2003, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik,

Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi A.D. S: 15

9. Bauer TW, Muschler GF: Bone graft materials. An overview of the basic science. Clin

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Orthop Relat Res. (371):10-27, Review, 2000

Bayramicli Mehmet: Deneysel mikrocerrahi. 1. baski. Argos iletisim, Istanbul 2005, S:123

Bianco P, Riminucci M, Gronthos S, Robey PG: Bone marrow stromal stem cells: nature,

biology, and potential applications.Stem Cells. 19 (3):180-92, Review, 2001

Borden M, Attawia M, Khan Y, El-Amin SF, Laurencin CT: Tissue-engineered bone
formation in vivo using a novel sintered polymeric microsphere matrix. J] Bone Joint Surg

Br. 86(8):1200-1208, 2004

Bostrom R, Mikos A: Tissue engineering of bone. In: Atala A, Mooney DJ, Vacanti JP, et
al (eds). Synthetic Biodegradable Polymer Scaffolds, vol 1. Boston: Birkhauser,:215-234,

1997

Brodke D, Pedrozo HA, Kapur TA, Attawia M, Kraus KH, Holy CE, Kadiyala S, Bruder
SP: Bone grafts prepared with selective cell retention technology heal canine segmental

defects as effectively as autograft. J Orthop Res. 24(5):857-866, 2006

Bruder SP, Horowitz MC, Mosca JD, Haynesworth SE: Monoclonal antibodies reactive

with human osteogenic cell surface antigens. Bone. 21(3):225-35, 1997



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

86

Bruder SP, Kraus KH, Goldberg VM, Kadiyala S: The effect of implants loaded with
autologous mesenchymal stem cells on the healing of canine segmental bone defects. J

Bone Joint Surg Am. 80(7):985-96, 1998

Bruder SP, Jaiswal N, Haynesworth SE: Growth kinetics, self-renewal, and the osteogenic
potential of purified human mesenchymal stem cells during extensive subcultivation and

following cryopreservation. J Cell Biochem. 64(2):278-294, 1997

Campagnoli C, Roberts IAG, Kumar S, et al: Identification of mesenchymal
stem/progenitor cells in human first-trimester fetal blood, liver, and bone marrow. Blood.

98:2396-2402, 2001

Caplan Al: Mesenchymal stem cells. J Orthop Res. 9(5):641-650, 1991

Chang SC, Wei FC, Chuang H, Chen YR, Chen JK, Lee KC, Chen PK, Tai CL, Lou J: Ex
vivo gene therapy in autologous critical-size craniofacial bone regeneration. Plast Reconstr

Surg. 112(7):1841-1850, 2003

Cheng H, Jiang W, Phillips FM, Haydon RC, Peng Y, Zhou L, Luu HH, An N, Breyer B,
Vanichakarn P, Szatkowski JP, Park JY, He TC: Osteogenic activity of the fourteen types
of human bone morphogenetic proteins (BMPs). J Bone Joint Surg Am. 85-A(8):1544-

1552, 2003

Chiang H, Kuo TF, Tsai CC, Lin MC, She BR, Huang YY, Lee HS, Shieh CS, Chen MH,
Ramshaw JA, Werkmeister JA, Tuan RS, Jiang CC: Repair of porcine articular cartilage

defect with autologous chondrocyte transplantation. J Orthop Res. 23(3):584-593, 2005



23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

87

Chohan R, Vij R, Adkins D, Blum W, Brown R, Tomasson M, Devine S, Graubert T,
Goodnough LT, DiPersio JF, Khoury H: Long-term outcomes of allogeneic stem cell
transplant recipients after calcineurin inhibitor-induced neurotoxicity. Br J Haematol.

123(1):110-113, 2003

Cinotti G, Patti AM, Vulcano A, Della Rocca C, Polveroni G, Giannicola G, Postacchini
F: Experimental posterolateral spinal fusion with porous ceramics and mesenchymal stem

cells. J Bone Joint Surg Br. 86(1):135-142, 2004

Colter DC, Class R, DiGirolamo CM, Prockop DJ. Rapid expansion of recycling stem cells
in cultures of plastic-adherent cells from human bone marrow. Proc Natl Acad Sci U S A.

28:;97(7):3213-8. 2000.

Connolly JF: Injectable bone marrow preparations to stimulate osteogenic repair.Clin

Orthop Relat Res. (313):8-18, 1995

Cottler-Fox MH, Lapidot T, Petit I, Kollet O, DiPersio JF, Link D, Devine S: Stem cell

mobilization. Hematology Am Soc Hematol Educ Program. 419-437, 2003

Devine SM, Peter S, Martin BJ, Barry F, MclIntosh KR: Mesenchymal stem cells: stealth

and suppression. Cancer J. 7 Suppl 2:576-82, 2001

Devine SM: Mesenchymal stem cells: will they have a role in the clinic? J Cell Biochem

Suppl. 38:73-79, 2002



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

88

Devine SM, Hoffman R, Verma A, Shah R, Bradlow BA, Stock W, Maynard V, Jessop E,
Peace D, Huml M, Thomason D, Chen YH, van Besien K: Allogeneic blood cell
transplantation following reduced-intensity conditioning is effective therapy for older

patients with myelofibrosis with myeloid metaplasia. Blood. 99(6):2255-2258, 2002

Davy DT: Biomechanical issues in bone transplantation. Orthop Clin North Am.

30(4):553-63, 1999

Djouad F, Plence P, Bony C, Tropel P, Apparailly F, Sany J, Noel D, Jorgensen C:
Immunosuppressive effect of mesenchymal stem cells favors tumor growth in allogeneic

animals. Blood. 102(10):3837-3844, 2003

Dupoirieux L, Pourquier D, Picot MC, Neves M: Comparative study of three different
membranes for guided bone regeneration of rat cranial defects. Int J Oral Maxillofac Surg.

30(1):58-62, 2001

Edwards JT, Diegmann MH, Scarborough NL: Osteoinduction of human demineralized

bone: characterization in a rat model. Clin Orthop Relat Res. (357):219-228, 1998

Erices A, Conget P, Minguell JJ: Mesenchymal progenitor cells in human umbilical cord

blood. Br J Haematol. 109(1):235-242, 2000

Fickert S, Fiedler J, Brenner RE: Identification of subpopulations with characteristics of
mesenchymal progenitor cells from human osteoarthritic cartilage using triple staining for

cell surface markers. Arthritis Res Ther. 6(5):R422-432, 2004



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

89

Frame JW: A convenient animal model for testing bone substitute materials. J Oral Surg.

38(3):176-180, 1980

Friedenstein AJ, Piatetzky-Shapiro II, Petrakova KV: Osteogenesis in transplants of bone

marrow cells. J Embryol Exp Morphol. 16(3):381-390, 1966

Glennie S, Soeiro I, Dyson PJ, Lam EW, Dazzi F: Bone marrow mesenchymal stem cells

induce division arrest anergy of activated T cells. Blood. 105(7):2821-2827, 2005

Goel A, Sangwan SS, Siwach RC, Ali AM: Percutaneous bone marrow grafting for the

treatment of tibial non-union. Injury. 36(1):203-206, 2005

Han DK, Kim CS, Jung UW, Chai JK, Choi SH, Kim CK, Cho KS: Effect of a fibrin-
fibronectin sealing system as a carrier for recombinant human bone morphogenetic protein-

4 on bone formation in rat calvarial defects. J Periodontol. 76(12):2216-2222, 2005

Haynesworth SE, Baber MA, Caplan Al: Cell surface antigens on human marrow derived

mesenchymal cells are detected by monoclonal antibodies. Bone. 13(1):69-80, 1992

Hernigou P, Poignard A, Beaujean F, Rouard H: Percutaneous autologous bone-marrow
grafting for nonunions. Influence of the number and concentration of progenitor cells. J

Bone Joint Surg Am.87(7):1430-1437, 2005

Hobar PC, Schreiber JS, McCarthy JG, Thomas PA: The role of the dura in cranial bone

regeneration in the immature animal. Plast Reconstr Surg. 92(3):405-410, 1993



45.

46.

47.

48.

49.

50.

S1.

90

Hollinger JO, Mark DE, Goco P, Quigley N, Desverreaux RW, Bach DE. A comparison of

four particulate bone derivatives. Clin Orthop Relat Res. (267):255-263, 1991

Hornicek FJ, Woll JE, Kasprisin D, eds: Standards for Tissue Banking, 10th ed. McLean,

VA: American Association of Tissue Banks, 2002

Horwitz EM, Prockop DJ, Fitzpatrick LA, Koo WW, Gordon PL, Neel M, Sussman M,
Orchard P, Marx JC, Pyeritz RE, Brenner MK: Transplantability and therapeutic effects of

bone marrow-derived mesenchymal cells in children with osteogenesis imperfecta. Nat

Med. 5(3):309-313, 1999

Hyun SJ, Han DK, Choi SH, Chai JK, Cho KS, Kim CK, Kim CS: Effect of recombinant
human bone morphogenetic protein-2, -4, and -7 on bone formation in rat calvarial defects.

J Periodontol. 76(10):1667-74, 2005

Im GI, Kim DY, Shin JH, Hyun CW, Cho WH: Repair of cartilage defect in the rabbit
with cultured mesenchymal stem cells from bone marrow. J] Bone Joint Surg Br. 83(2):289-

294, 2001

Izawa H, Hachiya Y, Kawai T, Muramatsu K, Narita Y, Ban N, Yoshizawa H: The effect
of heat-treated human bone morphogenetic protein on clinical implantation. Clin Orthop

Relat Res.(390):252-258, 2001

Jiang XX, Zhang Y, Liu B, Zhang SX, Wu Y, Yu XD, Mao N: Human mesenchymal stem
cells inhibit differentiation and function of monocyte-derived dendritic cells. Blood.

105(10):4120-4126, 2005



52,

53.

54.

5S.

56.

57.

58.

91

Jones EA, Kinsey SE, English A, Jones RA, Straszynski L, Meredith DM, Markham AF,
Jack A, Emery P, McGonagle D: Isolation and characterization of bone marrow

multipotential mesenchymal progenitor cells. Arthritis Rheum. 46(12):3349-3360, 2002

Jortikka L, Laitinen M, Wiklund J, Lindholm TS, Marttinen A: Use of myoblasts in
assaying the osteoinductivity of bone morphogenetic proteins. Life Sci. 62(26):2359-2368,

1998;

Junueira LC., Carneiro J: Basic Histology 10" ed. Lange 2003, s:141-154

Khan SN, Sandhu HS, Parvataneni HK, Girardi FP, Cammisa FP Jr: Bone graft substitutes

in spine surgery. Bull Hosp Jt Dis. 59(1):5-10, 2000

Kierszenbaum A.L: Histoloji ve hiicre biyolojisi: Patoljiye giris. Mosby Inc., St. Louis,

Palme yayincilik 2006, ¢eviri editorii: Prof. Dr. Ramazan Demir, 4. baglik, sayfa 118.

Koc ON, Day J, Nieder M, Gerson SL, Lazarus HM, Krivit W: Allogeneic mesenchymal
stem cell infusion for treatment of metachromatic leukodystrophy (MLD) and Hurler

syndrome (MPS-IH). Bone Marrow Transplant. 30(4):215-222, 2002

Kraus KH, Kadiyala S, Wotton H, Kurth A, Shea M, Hannan M, Hayes WC, Kirker-Head
CA, Bruder S: Critically sized osteo-periosteal femoral defects: a dog model.J Invest Surg.

12(2):115-124, 1999



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

92

Kirker-Head CA, Gerhart TN, Schelling SH, Hennig GE, Wang E, Holtrop ME: Long-
term healing of bone using recombinant human bone morphogenetic protein 2. Clin Orthop

Relat Res. (318):222-230, 1995

Kon E, Muraglia A, Corsi A, Bianco P, Marcacci M, Martin I, Boyde A, Ruspantini I,
Chistolini P, Rocca M, Giardino R, Cancedda R, Quarto R: Autologous bone marrow
stromal cells loaded onto porous hydroxyapatite ceramic accelerate bone repair in critical-

size defects of sheep long bones. J] Biomed Mater Res. 49(3):328-337, 2000

Ladd AL, Pliam NB: Use of bone-graft substitutes in distal radius fractures. ] Am Acad

Orthop Surg. 7(5):279-290, 1999

Le Blanc K, Rasmusson I, Sundberg B, Gotherstrom C, Hassan M, Uzunel M, Ringden O:
Treatment of severe acute graft-versus-host disease with third party haploidentical

mesenchymal stem cells. Lancet. 363(9419):1439-1441, 2004

Leslie P. Gartner, James L. Hiatt: Color textbook of Histology. 2™ edition, W.B Saunders

company 2001, page:129-155

Louisia S, Stromboni M, Meunier A, Sedel L, Petite H: Coral grafting supplemented with

bone marrow. J Bone Joint Surg Br. 81(4):719-724, 1999

Ludwig SC, Boden SD: Osteoinductive bone graft substitutes for spinal fusion: a basic

science summary. Orthop Clin North Am. Oct;30(4):635-45. 1999



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

93

Maddox E, Zhan M, Mundy GR, Drohan WN, Burgess WH: Optimizing human

demineralized bone matrix for clinical application. Tissue Eng. 6(4):441-448, 2000

Majumdar MK, Thiede MA, Mosca JD, Moorman M, Gerson SL: Phenotypic and
functional comparison of cultures of marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs) and

stromal cells. J Cell Physiol. 176(1):57-66, 1998

Marcacci M, Kon E, Zaffagnini S, Giardino R, Rocca M, Corsi A, Benvenuti A, Bianco P,
Quarto R, Martin I, Muraglia A, Cancedda R: Reconstruction of extensive long-bone

defects in sheep using porous hydroxyapatite sponges. Calcif Tissue Int. 64(1):83-90, 1999

Martin GJ Jr, Boden SD, Titus L, Scarborough NL: New formulations of demineralized
bone matrix as a more effective graft alternative in experimental posterolateral lumbar

spine arthrodesis. Spine. 24(7):637-645, 1999

Meisel R, Zibert A, Laryea M, Gobel U, Daubener W, Dilloo D: Human bone marrow
stromal cells inhibit allogeneic T-cell responses by indoleamine 2,3-dioxygenase-mediated

tryptophan degradation. Blood. 103(12):4619-4621, 2004

Metheny-Barlow LJ, Tian S, Hayes AJ, Li LY: Direct chemotactic action of angiopoietin-

1 on mesenchymal cells in the presence of VEGF. Microvasc Res. 68(3):221-230, 2004

Murphy JM, Fink DJ, Hunziker EB, Barry FP: Stem cell therapy in a caprine model of

osteoarthritis. Arthritis Rheum. 48(12):3464-3474, 2003



73.

74.

75.

76.

77.

78.

94

Muschler GF, Nitto H, Matsukura Y, Boehm C, Valdevit A, Kambic H, Davros W, Powell
K, Easley K: Spine fusion using cell matrix composites enriched in bone marrow-derived

cells. Clin Orthop Relat Res. (407):102-118, 2003

Muschler GF, Matsukura Y, Nitto H, Boehm CA, Valdevit AD, Kambic HE, Davros W],
Easley KA, Powell KA: Selective retention of bone marrow-derived cells to enhance spinal

fusion. Clin Orthop Relat Res. (432):242-251, 2005

Oshima Y, Watanabe N, Matsuda K, Takai S, Kawata M, Kubo T: Behavior of
transplanted bone marrow-derived GFP mesenchymal cells in osteochondral defect as a

simulation of autologous transplantation. J Histochem Cytochem. 53(2):207-216, 2005

Otto WR, Rao J: Tomorrow's skeleton staff: mesenchymal stem cells and the repair of

bone and cartilage. Cell Prolif. 37(1):97-110, 2004

Ozcelik D, Huthut I, Kuran I, Bankaoglu M, Orhan Z, Mayda AS: Comparison of
accuracy of three-dimensional spiral computed tomography, standard radiography, and

direct measurements in evaluating facial fracture healing in a rat model. Ann Plast Surg.

53(5):473-480, 2004

Ozerdem OR, Anlatici R, Bahar T, Kayaselcuk F, Barutcu O, Tuncer I, Sen O: Roles of
periosteum, dura, and adjacent bone on healing of cranial osteonecrosis. J Craniofac Surg.

14(3):371-9; discussion 380-382, 2003



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

95

Ozturk A, Yetkin H, Memis L, Cila E, Bolukbasi S, Gemalmaz C: Demineralized bone
matrix and hydroxyapatite/tri-calcium phosphate mixture for bone healing in rats. Int

Orthop. 30(3):147-152, 2006

Pang EK, Im SU, Kim CS, Choi SH, Chai JK, Kim CK, Han SB, Cho KS: Effect of
recombinant human bone morphogenetic protein-4 dose on bone formation in a rat

calvarial defect model. J Periodontol. 75(10):1364-1370, 2004

Peterson B, Zhang J, Iglesias R, Kabo M, Hedrick M, Benhaim P, Lieberman JR: Healing
of critically sized femoral defects, using genetically modified mesenchymal stem cells

from human adipose tissue. Tissue Eng. 11(1-2):120-129, 2005

Pittenger MF, Mackay AM, Beck SC, Jaiswal RK, Douglas R, Mosca JD, Moorman MA,
Simonetti DW, Craig S, Marshak DR: Multilineage potential of adult human mesenchymal

stem cells. Science. 284(5411):143-147, 1999

Pountos I, Giannoudis PV: Biology of mesenchymal stem cells. Injury. 36 Suppl 3:S8-

S12, 2005

Pryor ME, Polimeni G, Koo KT, Hartman MJ, Gross H, April M, Safadi FF, Wikesjo UM:
Analysis of rat calvaria defects implanted with a platelet-rich plasma preparation:

histologic and histometric observations. J Clin Periodontol. 32(9):966-972, 2005

Pryor ME, Susin C, Wikesjo UM: Validity of radiographic evaluations of bone formation

in a rat calvaria osteotomy defect model. J Clin Periodontol. 33(6):455-460, 2006



86

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

96

. Quarto R, Mastrogiacomo M, Cancedda R, Kutepov SM, Mukhachev V, Lavroukov A,
Kon E, Marcacci M: Repair of large bone defects with the use of autologous bone marrow

stromal cells. N Engl J Med. 344(5):385-386, 2001

Reddi AH, Anderson WA: Collagenous bone matrix-induced endochondral ossification

hemopoiesis. J Cell Biol. 69(3):557-572, 1976

Reddi AH: Bone morphogenetic proteins: from basic science to clinical applications. J

Bone Joint Surg Am. 83-A Suppl 1(Pt 1):S1-6, 2001

Schmitz JP, Hollinger JO: The critical size defect as an experimental model for

craniomandibulofacial nonunions. Clin Orthop Relat Res. (205):299-308, 1986

Siemionow Maria Z., Ozmen S: The Role of The Stem Cells in Plastic Surgery. Tissue

Surgery Maria Z. Siemionow (ed.), Springer-Verlag London Limited 2006, page:143-157.

Simmons PJ, Torok-Storb B: Identification of stromal cell precursors in human bone

marrow by a novel monoclonal antibody, STRO-1. Blood. 78(1):55-62, 1991

Simmons PJ, Masinovsky B, Longenecker BM, Berenson R, Torok-Storb B, Gallatin
WM: Vascular cell adhesion molecule-1 expressed by bone marrow stromal cells mediates

the binding of hematopoietic progenitor cells. Blood. 80(2):388-395, 1992

Siwach RC, Sangwan SS, Singh R, Goel A: Role of percutaneous bone marrow grafting in

delayed unions, non-unions and poor regenerates. Indian J Med Sci. 55(6):326-336, 2001



9.

9s.

96.

97.

98.

99.

97

Skowronski PP, An YH: Bone graft materials in orthopaedics. Musc Orthopaed J 6:58—66,

2003;

Song L, Tuan RS: Transdifferentiation potential of human mesenchymal stem cells

derived from bone marrow. FASEB J. 18(9):980-982, 2004

Swenson CL, Arnoczky SP: Demineralization for inactivation of infectious retrovirus in
systemically infected cortical bone: in vitro and in vivo experimental studies. J Bone Joint

Surg Am. 85-A(2):323-332, 2003

Takagi K, Urist MR: The reaction of the dura to bone morphogenetic protein (BMP) in

repair of skull defects. Ann Surg. 196(1):100-109, 1982

Takahashi Y, Yamamoto M, Tabata Y: Osteogenic differentiation of mesenchymal stem
cells in biodegradable sponges composed of gelatin and beta-tricalcium phosphate.

Biomaterials. 26(17):3587-3596, 2005

Turonis JW, McPherson JC 3rd, Cuenin MF, Hokett SD, Peacock ME, Sharawy M: The
effect of residual calcium in decalcified freeze-dried bone allograft in a critical-sized defect

in the Rattus norvegicus calvarium. J Oral Implantol. 32(2):55-62, 2006

100. Urist MR. Bone: Formation by autoinduction. Science 150:893-899, 1965

101. Virchow R: Cellular pathology. London: John Churchill, 1863.

102. Van Damme A, Vanden Driessche T, Collen D, Chuah MK: Bone marrow stromal cells

as targets for gene therapy. Curr Gene Ther. 2(2):195-209, 2002



98

103. Wang JC, Davies M, Kanim LEA, Ukatu CJ, Dawson EG, Lieberman JR: Prospective
comparison of commercially available demineralized bone matrix for spinal fusion. Paper
presented at: Annual Meeting of the North American Spine Society; New Orleans, LA.

October 2000

104. Winn SR, Uludag H, Hollinger JO: Carrier systems for bone morphogenetic proteins.

Clin Orthop Relat Res. (367 Suppl):S95-106, 1999

105. Wlodarski KH, Reddi AH: Alkaline phosphatase as a marker of osteoinductive cells.

Calcif Tissue Int. 39(6):382-385, 1986

106. Wickham MQ, Erickson GR, Gimble JM, Vail TP, Guilak F: Multipotent stromal cells
derived from the infrapatellar fat pad of the knee. Clin Orthop Relat Res. (412):196-212,

2003

107.  Yanai T, Ishii T, Chang F, Ochiai N: Repair of large full-thickness articular cartilage
defects in the rabbit: the effects of joint distraction and autologous bone-marrow-derived

mesenchymal cell transplantation. J Bone Joint Surg Br. 87(5):721-729, 2005

108. Yoo JU, Barthel TS, Nishimura K, Solchaga L, Caplan Al, Goldberg VM, Johnstone B:
The chondrogenic potential of human bone-marrow-derived mesenchymal progenitor cells.

J Bone Joint Surg Am. 80(12):1745-1757, 1998

109. Zhang M, Powers RM Jr, Wolfinbarger L Jr: A quantitative assessment of
osteoinductivity of human demineralized bonematrix. J Periodontol. 68(11):1076-1084,

1997



