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OZET

Cesitli etyolojik faktorlere bagli olarak ortaya ¢ikan osteoartrit artan yasam
stirelerinden de etkilenerek her yil daha da sik olarak karsimiza ¢ikan 6nemli bir saglik
sorunudur. Bu nedenlerden 6nemli bir tanesi de her yil yapilan kal¢a eklem protezlerinin
%10’ununu olusturan osteonekrozdur. Yapisal degisikliklere neden olan bu hastalik erken
donemde tedavi edilmezse geri doniissiiz olarak dejenerasyona neden olur. Bu nedenle

tedavi modaliteleri erken donem tedavi yontemleri iistiinde yogunlagsmaktadir.

Bu c¢alismadaki amacimiz, tavsan modelinde olusturulan osteonekroz onariminda
sinoviya grefti uygulamasinin kontrol grubuyla karsilastirarak iyilesme siiresindeki

etkilerini histopatolojik olarak degerlendirmektir.

Bu amagla beyaz yeni zellanda cinsi 24 adet tavsan kullanildi. 24 tavsan 2 gruba
ayrildi. Her iki gruptaki tavsanlarin sol dizlerine sinovya grefti uygulanirken, sag dizleri
kontrol grubunu olusturdu. Birinci gruptaki 13 tavsan 6 hafta, ikinci gruptaki 11 tavsan ise
12 hafta boyunca takip edildikten sonra sakrifiye edildi. Takibinde histopatolojik
degerlendirme yapildi.

Sonug olarak sinovya grefti uygulanan dizlerde, sinoviyum mezenkimal kok hiicre

kaynag1 olarak gorev yapmis ve BMP2 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.



ABSTRACT

Effect of Synovial Grafts In Osteonecrosis Model of Distal Femur of Rabit: A
Comparative Study In Animal Model

Osteoarthritis due to a variety of etiological factors is an important health problem,
which is also affected by increased life expectancy and which is more frequently
confronted each year. One of the important reasons for this is the osteonecrosis, which
makes up 10% of hip joint prostheses performed every year. This disease, which causes
structural changes, causes irreversible degeneration if not treated early. For this reason,

treatment modalities focus on early treatment modalities.

Our aim in this study is to evaluate histopathologically the effects of synovia

grafting in the repair of osteonecrosis created in the rabbit model with the control group.

For this purpose, 24 rabbits of white new zealand type were used. 24 rabbits were
divided into 2 groups. Synovial grafts were applied to the left knees of the rabbits in both
groups, while the right knees constituted the control group. 13 rabbits in the first group
were sacrificed for 6 weeks and 11 rabbits in the second group were sacrificed for 12

weeks. Histopathological evaluation was performed.

As a result, synovial mesenchymal stem cells were used as a source of synovial

graft in the knees and BMP2 levels were statistically significant.
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1. Giris

Osteonekroz (ON); kemigin matriksinin etkilenmedigi, kemigi besleyen damarlarin
dogrudan veya dolayli olarak hasara ugramasi sonucu kemik ve kemik iliginin iskemik
nekrozuya ortaya ¢ikan durumdur. Son yillarda yapilan ¢alismalarda; subkondral yetmezlik
kiriklarinin sonucunda kikirdak hasari olustugu ve subkondral alana giren eklem sivisi ve
kiriga sekonder olugan 6dem nedeniyle ON gelistigi de gosterilmistir. ON teriminin
sinonimleri olarak; avaskiiler nekroz, spontan osteonekroz, aseptik nekroz ve kemik
enfarktiisii terimleri de literatiirde kullanilmaktadir. ON, kal¢a ekleminden sonra en sik

olarak diz ekleminde goriiliir [4].

Diz ekleminde yikim ve son donem artrite sebep olan diz osteonekrozu; spontan ya
da primer diz osteonekrozu (SONK), sekonder diz osteonekrozu ve post-artroskopik
osteonekroz olmak iizere 3 ana alt bashik altinda incelenebilir. Yapilan calismalarda;
SONK 50 yas tlizerindeki hastalarda %3,4-9,4 oraninda goriiliirken, sekonder osteonekroz
komorbiditesi olan gen¢ hastalarda goriiliir. Post-artroskopik osteonekroz ise diz
artroskopisi vakalarmin yaklasik %4’linde goriilmektedir. Her yas araliginda ON
goriilebilmesi zamaninda tan1 ve tedavinin 6nemini arttirmaktadir. Tedavide gecikildigi
takdirde ON, dizde kikirdak ve subkondral kemik hasarina sebep olmakta ve bu hasar
osteoartrit (OA) ile sonuglanmaktadir [karim]. Yapilan ¢alismalar diz ekleminde
osteonekrozu olan hastalarm yiiriime déngiisiiniin bozuldugunu géstermektedir. ilerleyen
donemde tabloya eklenen OA ile birlikte ON, hastalarda ciddi sosyolojik, psikolojik ve
ekonomik problemlere yol agmakta, is giicii kaybmna ve yiiksek maliyetli tedavi

gereksinimine neden olmaktadir [17; 20].

Dizinde osteonekroz gelismis hastalarin tedavisinde ortopedik cerrahlar tarafindan
bir¢ok farkli cerrahi prosediir kullanilsa da optimal tedavi yontemi halen tartisilmaktadir.
Literatiirde kullanilan her bir yontemin kullanildig1 evreye ve uygulama yontemine 6zgii
avantaj ve dezavantajlar1 olsa da nekrotik kemik ve iizerindeki kikirdak yiizeyin orijinal
hali ile iyilesebilmesinin Oniinii agan bir cerrahi yontem heniiz mevcut degildir. Erken evre
ON hastalarina uygulanan core-dekompresyon cerrahisinin basarisizlik oranlari literatiirde
%10 civarinda bildirilmistir. Erken ve gec evrelerde uygulanabilen otolog veya allojenik

osteokondral prosediirlerin basarisizlik orani diisiik olsa da tedaviye getirdigi ek maliyet ve



deneyimli cerrah gereksinimi kullanim alanimi kisitlamaktadir. Tibial osteotomiler ise
cerrahi komplikasyonlar nedeniyle uygulanmasi ve takibi uzun, asamali islemlerdir. Primer
tedavi veya diger yontemleri basarisizlig1 sonucu uygulanan unikompartmantal diz protezi
ve total diz protezi cerrahi prosediirleri ise tedavi maliyetini arttirmakta ve cerrahi sonrast
rehabilitasyon ve ise doniis slirecini uzatmaktadir [17]. Tiim bu olumsuzluklar nedeniyle
dizde osteonekroz tedavisinde yeni alternatif tedavi yontemleri diisiiniilmiis ve otolog
kemik iligi hiicre implantasyonu, otolog osteoblast kiiltiir implantasyonu, osteoprogenitor
hiicre greftlenmesi gibi yontemlere ilgi artmistir. Fakat bu yontemler de teknik olarak zor,
cok asamali, zaman alici, pahali ve komorbiditesi yliksek olan yontemler olarak kabul
edilmektedir. Ayrica bu yontemler ile nekrotik kemik iizerindeki kikirdak dokusunun

hasari ilk haline geri ¢evrilememektedir [9].

Son yillarda, doku rejenerasyonu ve bir¢ok hastaligin tedavisinde kok iicrelerin
kullanish oldugu kanitlanmistir. Mezenkimal kok hiicreler (MKH) osteoblast, kondroblast,
adiposit hatta miyoblasta diferansiye olma yetenegine sahip kok hiicrelerdir. Kemik, eklem
yagi, kikirdak, snoviyum gibi tiim eklem komponentleri potansiyel olarak MKH’ye
sahiptir. Snoviyal membran iizerinde yapilan ¢aligmalar, snoviyal membranin rejenerasyon
kapasitesine sahip oldugunu ve kok hiicre kaynagi olarak kullanilabilecegini gostermistir.
Snoviyal dokudan elde edilen MKH’ler iizerinde yapilan ¢alismalar bu hiicrelerin kemik
iliginden alinan MKH ile ayn1 fonksiyon ve yapida oldugunu ayrica kemik iligi kokenli
MKH’lere gore osteogenez acisindan daha istiin oldugunu gostermistir. Son yapilan
calismalarda sinoviyal sivinin (SS) da tipki kemik iligi ve snoviyal dokudakine benzer
MKH igerdigini gostermektedir [12]. Daha 6nce klinigimizce hayvan deneyi seklinde
tanimlanarak uygulanan pedikiillii snoviya greftlerinin, tam kat kikirdak hasar1 tedavisinde
hiicre kaynag: olarak kullanilabilecegi ve kikirdak hasarini hiyalin kikirdak olusturarak
iyilestirdigi bildirilmistir [30]. Benzer sekilde snovial dokunun mezenkimal kok hiicre
gogiine ve farklilagmasina olanak sagladig da literatiirde bildirilmistir. Literatiirde, kemik
dokuda olusan nekrozun tedavisinde kemik iligi kaynakli MKH’lerin kullanilmasi ve
etkinliginin gosterilmesi ile ilgili ¢aligmalar olsa da snovial doku kaynakli MKH’lerin

kullanimina dair ¢aligma bulunmamaktadir.



2. Genel Bilgiler

2.1 Kemik Anatomisi ve Fizyolojisi

Kemik doku; viicutta organlar1 korumak ve desteklemek, mineral metabolizmasina
katilmak ve kemik iligine ev sahipligi yapmak gibi temel fonksiyonlarini saglamak iizere
sekillenmis degisik boyutlara sahip olan ve spesifik organizasyon gosteren bir dokudur [1].
Yapisinda; kemik iligi, endosteum, periosteum, kan damarlari, sinir ve kikirdak dokusu

bulunur [22].

Kemik dokusu anatomisine ve yapisina gore siiflandirilabilir (Sekil 1). Anatomik
olarak kemikler uzun kemikler (6rn; femur, tibia, humerus), kisa kemikler (6rn; karpal
kemikler, tarsal kemikler) ve yassi kemikler (6rn; skapula, sternum) olmak iizere 3’e
ayrilirlar. Yapisal olarak ise makroskopik (kortikal kemik, kanselloz kemik) ve

mikroskopik (lamellar ve woven kemik) olmak iizere 2 ye ayrilirlar.

Kemik Doku
[ ]
1 1
Anatomik Yapisal
Siniflama Siniflama
| ! 1
Uzun . . .
— Makroskopikii Mikroskopik
L Kisa n Kortikal Lamellar
Kemikler Kemik Kemik
_ Yassi _ Kansell6z
Kemikler Kemik

Wowen
Kemik

Sekil 1. Kemigin Siniflandiriimasi
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Kortikal kemik, kemigin sert dis boliimiinii olusturan bolgesidir. Iskelet sisteminin
%80’ini olusturur. Sikica paketlenmis osteonlar ve haversiyan sistemden olusur.
Osteonlarin merkezinde igerisinde arteriol, veniil, kapiller, sinir ve muhtemelen lenf
dokusu igeren haversian kanallart bulunur. Bu kanallar birbirine veya kemik yiizeye
Volkmann kanallar1 ile baglanirlar. Osteonlarin arasini ise interstisyel lamella doldurur

(Sekil 2-3).

Copyright & The MoGraw-Hill . Inc.

Kortikal kemik

i for or display.
/_”(05teon
S 9 Osteon merkezindeki
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‘-\ damarlan
s B =
N /Perlosteum

Damarlan ;
Kortikal —— |
Kemik ‘ 1)

—— Haversiyan

il

Damarlan
Volkman Kanal

Sekil 2. Kemigin Kesitsel Yapisi

Kanselloz kemik (spongioz veya trabekiiler kemik); daha az yogun yapidadir ve
biyolojik olarak kortikal kemige gore daha aktiftir. Poroz yapidadir ve kemik iligini igerir.

Osteon ve haversiyan yapilar bu kemikte bulunmaz [8] (Sekil 4).



Sekil 3. Matiir Lamellar Kortikal Sekil 4. Kanselloz (Trabekiiler Kemik)
Kemik Kansell6z kemik yiiksek poroziteye sahiptir ve kemigin

1-Yeni Haversiyan sistem veya osteon, 2- bu alanlari kemik iligini igerir.

Haversiyan kanal, 3-interstisyel Lamella

Kemik matriksi ile iliskili kemik hiicreleri; osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar
ve osteoprogenitor hiicrelerdir. Kemik matriksinin sentez ve degredasyonundan
sorumludurlar. Kemigin i¢ kisminda, hematopoetik hiicreler, stromal hiicreler, yag
hiicrelerini iceren kemik iligi hiicreleri mevcuttur. Dis kisimda ise periosteal ylizey

boyunca uzanan periosteal membran hiicreleri yer alir [22].

Osteoblastlar; diferansiye olmamis mezenkimal kok hiicreden kaynaklanan,
immatiir osteoid tabakalari arasinda yerlesim gosteren kiiboid hiicrelerdir (Sekil 5).
Osteoblastlarin temel 2 gorevi mineralize olmamis matriks sentezlemek ve osteoklast
aktivitesini diizenlemektir. Bu nedenle salgi yapmakta gorevli olan organellerden (6rn;
golgi cismi, mitokondri vs.) zengindirler. Metabolik olarak daha aktif olan hiicreler kemik
ylizeye daha yakin yerlesirken, daha az aktif hiicreler merkeze yer alir. Osteoblastlarin

aktivitesi Paratiroid Hormon’un (PTH) intermitant salgis1 ile diizenlenir.

Osteositler; osteoblastlarin kendi iirettikleri yeni organize matriks tarafindan
cevrilmesi ile olusurlar. Olgun iskeletin %90’ olustururlar. Sitoplazmik uzantilari ile
kanalikiiller igerisinden birbirleri ile iletisim halindedirler. Ekstraselliiler kalsiyum ve

fosfor dengesinin korunmasinda 6nemli rol oynarlar.

Osteoklastlar; hematopoetik kok hiicreden koken alan multiniikleer dev hiicreli
yapiya sahiptirler. En Onemli fonksiyonu kemik resorbsiyonunu saglamalaridir. Bu
resorpsiyonu Howship lakiinas1 adi verilen alanlarda firgamsi kenarlar1 araciligi ile sahip
olduklart enzimler ile olusturduklar1 asidik ortamda gerceklestirirler. Kemik yapimi ve
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yikimi, yikimin daha hizli gergeklestigi bir dongii ile gerceklesir. Osteoblastla, eksprese
ettikleri RANKL aracilig1 ile osteoklast lizerindeki RANK’1 uyararak kemik yikiminin
kontroliinii saglar. (Sekil 6)

P =
. _. . } ™ . My Progreitie Hacee m4
N ' " i .‘“
Moyasit =
iteoblest Osteoklast Onciist
Fibranian
oSTLORLASTRTEOs ‘-'.
® .
= " X
DSTEOSITLER - o
| i : robiant
| ™ perikomdriem
"""‘--—-_mw
OSTECBLASTLAR, @ &\f“”"w
snp
r-.
Lhatrapeliiler Matris.
Karhanik Asbidrat
Miyoblast gt \@ Lo
r Hdrojen howdas Q o=
° Ve
e o
. ¥
/ J — 4
ir L Ly
. ol 4
\ 4 LA ) i L _\:“-—bun_un-u-
K

ittt

Sekil 5. Kemik ve Kikirdak hiicrelerinin kokeni Sekil 6. Osteoklast’in fonksiyonu ve
kontrolii

Osteoprogenitor  hiicreler, mezenkimal kok hiicrelerden koken — alirlar.
Farklilagmalarinda cevresel uyarilar dnemli rol oynarlar. Oksijen basincinin yiiksek ve
gerilme kuvvetinin az oldugu ortamda osteoblastlara doniisiirler. Orta kuvvetteki gerilme
ve diisiik oksijen basincit varhiginda ise kondroblastlara farklilagirlar. Yiiksek gerilme
kuvvetinde ise fibroz doku olustururlar. Haversiyan kanallarin ic¢inde, endosteum ve

periosteumda yer alirlar.

Kemik doku %40 oraninda organik ve %60 oraninda inorganik komponenetlerden
olusur. Organik komponenetlerin %90’11 kollajen olustururken, proteoglikanlar, matriks

proteinleri veya non-kollajendz proteinler (osteokalsin, osteonektin, osteopontin) ve



sitokinler ile biiyiime faktorleri buna eslik ederler. Inorganik (mineral) komponentler ise

kalsiyum hidroksiapatit ve osteokalsiyum fosfat gibi tuzlaridir.

Kortikal ve kanselloz kemik, yasam boyu osteoklastik ve osteoblastik aktivitenin
devamli dongiisii ile remodele olur. Remodeling mekanik strese cevap olarak gelisir
(Wolff’s Kanunu). Kortikal kemik remodelingi osteoklastlarin yikimini osteoblastlarin
osteoid yaparak takip ettigi tiinel agma yontemi ile gerceklesir (Sekil 7). Kansell6z kemik
remodelinginde ise Once osteoklastlarca kemik yikilir, sonrasina ise osteoblastlar bu

bolgeye yerleserek yeni kemik olusturur.

Osteoblastin
Kavitesi olusturdugu yeni kemik

Tamamlanmis
Sekonder Osteon

Koninin ileri derecede
dolmasi

Resorbsiyon

Sekil 7. Kortikal Kemik Remodelingi

Kemik doku, kardiyak output’un %S5 ila %10’unu alir. Uzun kemikler 3 kaynaktan

beslenirler;

1) Sistemik arterlerden ¢ikan dallar; diafizyal korteksden nutrisyonel foramen
araciligi ile mediiller kanala girer ve asendan ve desendan dallar olmak {izere ikiye
ayrilirlar  (Sekil 8). Daha ileriki dallar endosteal kortekse ulasirlar ve matiir diafizyal
korteksin i¢ 2/3’linli haversiyan sistem araciligi ile beslerler. Bu sistemde kan basinci
yiiksektir. Kortikal kemigin %60°1 niitrisyonel arterler yolu ile beslenir.

2) Metafizyal-epifizyal sistem; periartikiiler vaskiiler pleksuslardan kaynaklanir.

3) Periosteal sistem; Matiir diyafizyal korteksin dig 1/3’{inii besleyen kapillerleri

igerir. Bu sistemde kan basinci diistiktiir.
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Sekil 8. Kemigin Kanlanmasi

Fizyolojik olarak akim yonii basincin yiiksek oldugu i¢ kisimdaki nutrisyonel
arteriyal sistemden diisiik oldugu dis kisimdaki periosteal sisteme dogrudur (Sentrifugal).
Kirik gibi nutrisyonel arteriyal sistemin bloke oldugu durumlarda ise kan akisi tersine
doner (Sentripedal). Immatiir ve gelismekte olan kemikte de periosteal sistemin
vaskiilerizasyonu nedeniyle sentripedal dolagim hakimdir. Matiir kemikde vendz kan akimi1
ise sentripedaldir. Kortikal kapillerler vendz siniizoidlere drene olarak dolasima katilirlar.
Hipoksi, hiperkapni ve sempatektomi gibi durumlarda kan akim artar. Kemik

iyilesmesinde major faktor kemigin kanlanmasidir [18].
2.2 Eklem Kikirdaginin anatomisi ve fizyolojisi

Eklem kikirdagi yani hyalin kikirdak, kompresif yiiklenmeye ve snovial
eklemlerdeki harekete bagli olarak olusan makaslama kuvvetlerine karsi iyi adapte olmus
cok yonlii ve benzersiz bir dokudur. Erigkinlerde; eklem yiizeyininin medialini ve derin
koselerini de igine alan, kompleks yapida ve bol miktarda ekstraselliiler matriks iireten,
kendi fiziksel stabilitesi i¢in subkondral birlesim bolgesi ile birlikte altindaki kemik
dokuya baglanan kompleks ve ¢ok bdlgeli bir yapilanma gosterir [8]. Hyalin kikirdak
dokusu; avaskiiler, andral ve alenfatiktir. Oksijen ve besinleri snovial sividan diffiizyon

yolu ile alirlar. Hipoksik kikirdagin travmalardan sonra iyilesmesi bu sebeple zordur. Direk



travma, alttaki kemik yapinin kaybi, normal yapilanmay1 bozan genetik defektler ve

kimyasal-enzimatik problemler kikirdak homeostazini bozan baslica etkenlerdir.

Hyalin kikirdagin yapisinin %75’1 sudan olusur. Yiizeyel tabakalarda daha fazladir.
Beslenme ve kayganligin saglanmasindan sorumludur. Kollajen ise yapmin %]15’ini
olusturur. Eklem kikirdagina tensil kuvvetlere kars1 dayaniklilik ve sertlik saglar. %10
oraninda bulunan proteoglikanlar ise kompresif gili¢lere kars1 dayaniklilik, ekstraselliiler

matriksin turgor basincini ve yapisal birlikteligi saglarlar.
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Sekil 9. Kondrosite Farklilasma

Ayrica kikirdagin poroz yapisindan da sorumludurlar. Kondrositler tarafindan
salgilanirlar [18]. Kondrositler; ekstraselliiler matriksin sentezlenmesi, idame ettirilmesi ve
tamiri i¢in 6zellesmis metabolik olarak yiiksek derecede aktif olan, kikirdak dokunun temel
hiicreleridir. Eklem kikirdaginin %2’sini olustururlar ve mezensimal kok hiicreden
kaynaklanirlar. (Sekil 9) Bulunduklar1 bdlgeye gore sayilari, sekilleri, boyutlar1 degisir.
Yiizeyel bolgedeki kondrositler derin yerlesimli kondrositelere gére daha diiz, kiiclik ve
yiiksek dansitelidirler. Her bir kondrosit 6zellesmis bir mikrogevre igerisinde sentezinden
kendisinin sorumlu oldugu ekstraselliiler matrix i¢inde tuzaklanmig halde bulunur. Nadiren
diger kondrositlerle hiicresel uzantilarla temas halindedir. Kondrositlerin replikasyon
potansiyeli diisiiktlir ve hasarlanmaya kars1 iyilesme cevaplari yetersizdir. Kondrositlerin

canlilig1 iginde bulundugu mikroortam ve mekanik ¢evreye baglidir [28].



Kikirdakta; eklem yiizeyinden subkondral kemige kadar olan alanda
kondrositlerdeki ve matriksdeki morfolojik degisiklikler 4 tabakanin ortaya cikmasina

neden olur.

1) Yiizeyel tabaka (Siiperfisiyal Zon); En ince tabaka olup kendine 06zgii iki
katmandan olusur. Eklem yiizeyinde kiigiik polisakkaritlerden olusmus ince fibriller yer
alir. Bu katin ylizeyinde hiicre bulunmaz. Hiicre igermeyen bu alana “lamina splendens”
ad1 verilir. Yiizeyin hemen altinda uzun ve ince kondrositlerin eklem yiizeyine paralel
olarak yerlestigi bolgede kollajen icerigi daha fazla ve proteoglikan igerigi ise daha azdir.
Yiizeyel tabaka diffiizyon yolu ile beslenen kikirdagin snovial sividan aldigi besin
maddelerinin de kontrol edildigi yerdir. Bu tabakanin su tutma 6zelligi daha fazla olup
fibrillerin yapisi nedeniyle germe kuvvetine karsi direnglidir. Bu katta olusan bozukluk
mekanik direncin degismesiyle birlikte inflamatuar ve immiin yanita olugumuna ve

sonucunda osteoartrite sebep olur (Sekil 10-11).

2) Gegis Tabakasi (Transizyonel Zon); Hiicrelerin ve matriks morfolojisinin
ylizeyel tabaka ile derin tabaka arasindaki gecisi nedeniyle bu sekilde isimlendirilir. Bu
bolgedeki hiicrelerin sentez yapan organelleri gelismistir. Daha kalin lifli kollajen ve
proteoglikan konsantrasyonu daha yiiksek olan kollajen sentezleyen hiicreler sferoidiktir
(Sekil 10-11).

3) Derin Tabaka (Radiyal Zon); Eklem yiizeyine dik olarak yerlesmis, kolonlar
olusturan sferoidal kondrositlerden olusur. En yiiksek proteoglikan yogunlugu ve en kalin
kollajen fibrilleri bu tabakada yer alir. Kollajen fibrilleri tidemark’1 gegerler ve kikirdak
yapisina dik yerlesimlidirler. Bu sayede makaslama kuvvetlerine kars1 direng gosterirler
(Sekil 10-11).
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4) Kalsifiye Kikirdak Tabakasi; Subkondral kemik ile derin tabakay1 birbirinden
ayiran ince bolgedir. Bu bolgedeki hiicreler kalsifiye kikirdak ile ¢evrili ve metabolik

olarak ¢ok daha az aktiftir [28] (Sekil 10-11).

Kayma Yizeyi Yii.IE'\I'E] Tabaka
Lifler Yuzeye paralel yeriesimii

Gegis Tabakas:
Kangik dizilimli lifler

Derin Tabaka
Lifter Yizeye dik yerlesimli

iy TIDEMARK
Subkondral Kemik
Kanselloz Kemik

Sekil 10. Kikirdak dokusunun tabakalari

Kikirdak Tabakalar:

Tabaka Kollajen Oryantasyonu

Genislik (um) Karakteristik :T—::;::hﬁcremhaka Famksivon

| Metabolik Aktivite  Tanjansivel
Yiizeyel Tabaka Enyuksek[H20]

En yitkeek [Lumbricin}

40 yaso Kondrositler

ci TMetabolik Aktivite
Gegis Tabakasi e
s T Katlajen boyutu
Derintabaka  TProtecgii
500 — 1000 Endsik[H20]

Kalsifik Tabaka Ca++ Krictallari
(Tidemark'tan baglar}  [Hidroksiapatit)
900 Tip 10 Kollajen

Sekil 11. Kikirdak dokusunun tabakalari ve hiicre morfolojisi
C, Sitoplazma; EM, elektron mikroskobu; IF, ara flaman; N, nikleus

2.3 Sinoviyal Anatomi ve Fizyoloji

Sinoviyum; diartodal eklemlerin i¢ boslugunu, tendon kilifi ve bursalar1 saran
yumusak dokudur. Hiicrelerin devaml yiizey tabakasindan olusan intima ve altta yatan

dokuyu iceren subintimadan olusur. Intimada makrofaj ve fibroblastlar yer alirken
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subintima kan damarlari, lenfatikleri, bekleyen fibroblastlar1 ve kollajen6z matriksi infiltre
eden hiicreleri igerir. Intimal yiizeylerin arasinda hyaluronandan zengin az miktarda sivi

bulunur. Boylece iki doku arasinda yapiskan olmayan bir yap1 olusur.

Sinoviyum mikroskobik olarak subintimal tabakanin yapis1 ve igerigine bagli olarak

fibroz, areolar ve adipoz olmak iizere 3 temel tipte bulunur (Sekil 12).

1) Areolar tip; normal sinoviyumun en ¢ok 6zellesmis formudur ve bazen villus
icerebilir. Genellikle yiizeyde 2 veya 3 kat olarak devamli siralanmig hiicreler bulunur. Bu
hiicreler kapillerler, daha kiiciik arteriol ve veniiller ve mast hiicreleri ile birlikte
bulunurlar. Lenfatik doku, normal sinoviyal dokunun yapisinda subintimal doku ve fibroz
tabakalarda hemen her zaman goriiliir. Sinirler ise damarlara eslik eder. Normal
sinoviyumun bag doku matriksi, fibriler yapida tip 1 kollajenden olusur. Snoviyum daha
fazla serbest harekete izin vermek i¢in ligament, periost ve tendon gibi altinda bulunan

dokular ile gevsek baglant1 yapar.

2) Adipoz tip; yag yastikciklarinda izlenir. Komplet intimal hiicre tabakasina ve
yiizeysel kapillerlere sahiptir. Adipoz tipte goriilen villiler merkezi arteriyol ve veniil

igeririler

3) Fibroz tip; taninmasi oldukca zor olan tiptir. Aralikli siralanan hiicre tabakasi

icerir [27].

-

Sekil 12. Normal Sinoviyumun Cesitleri
A; Areolar formda sinoviyal doku (H&E Boyama), B; Adipoz formda sinoviyal doku (H&E Boyama), C; Fibroz formda sinoviyal

doku (H&E Boyama)
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Elektron mikroskobik incelemelerde snoviyal dokunun makrofaj benzeri tip A
sinoviyositler ve fibroblast benzeri tip B sinoviyositler olmak iizere 2 tip sinoviyositten
olustugu goriilmiistiir. (Sekil 13) Tip A hiicreler kemik iliginden kokenli olup ve

fagositozdan sorumlu iken tip B hiicreler lumbricin igeren sinoviyal siviyi iiretirler [19].

Sekil 13. Sinoviyositlerin elektron mikroskobik goriiniimii
A; Elektron mikroskobik gérintu tip A sinoviyal hiicrenin gértinimu.(Orijinal bayutme
x9000), B; Elektron mikroskopta tib B sinoviyal hiicrenin gériinim. (Orijinal bliyltme
x18000)

Tip A sinoviyositler makrofajlar gibi mikrovillus ve mikroplikalara sahiptirler. Bu
hiicreler inflamatuar siireclerde c¢ogalirlar ve salgiladiklar1 pro-inflamatuar sitokinler
yoluyla kikirdak destriiksiyonuna ayrica salgiladiklar1 “transforming growth faktor-beta
(TGF-B) ve “bone morfogenetic protein” (BMP)-2 ve BMP-4 ile osteofit formasyonunun
olugsmasina neden olurlar. Bu hiicreler CD163 ve CD68 pozitiftirler ve spesifik olmayan
esteraz aktivitesi gosterirler. Tip B snoviyositler kikirdak ekstraselliiler matriksinin temel
bileseni olan hiyaliironik asit (HA) ve glikozaminoglikan (GAG) sentezinden sorumlu
CD44 pozitif hiicrelerdir. Eklem sivisinin kayganligini saglayan lumbricin de yine bu

hiicreler tarafindan sentezlenir.

Snoviyum, pro- ve anti-inflamatuar noropeptitleri iceren nosiseptif duyusal
innervasyona sahiptir. Eklem kapsiiliinlin stratum fibrozumunda ve yanindaki konnektif

dokuda sona eren duyu sinirleri mekanoreseptor olarak gorev yaparlar.

Sinoviyal membran, yilizeyel snoviyal tabaka ile altindaki yag dokusu arasindaki
dar boslukta yer alan; yogun, yiizeysel kapiller ag igerir ve bu ag pencereli yapidadir. Derin
snoviyal veniiller ve kapillerler ise pencere icermez. Eklem kapsiiliiniin fibréz kisimlarinda

ise kapillerler sayica azdir ve devamlilig ¢esitlilik gosterir.

13



Sekil 14. Sinoviyal dokunun vaskiiler ve lenfatik dolasimi
A; Normal sinoviyum (x200 blylitme), vaskiler ag1 gostermek icin faktor 8 ile boyanmis (kirmizi), B; Normal sinoviyum (x200

buyttme), lenfatik ag1 géstermek igin LYV-1 antikoru ile boyanmis (kirmizi)

Sinoviyum; genis yama tarzinda, serbest¢e anastamoz yapan, poligonal patern
gosterengenis lenfatik aga sahiptir. Sinoviyal membranin daha fibréz olan alanlarinda,
eklem kikirdak sinirina bakan yiizeylerinde lenfatik ag zayiflar, lenfatik damarlar incelir,
siklig1 azalir ve anastamozlara daha az rastlanir. Kan kapillerlerinin tersine, bu ince lenf

damarlar1 eklem sinirma kisa mesafede kor olarak sonlanirlar [19].

Snoviyal membran sinoviektomi sonrasinda iyilesmeyi saglayan intrinsik aktiviteye
sahiptir ve sinoviyal kondromatozis gibi sinoviyal doku i¢inde ¢ok sayida kikirdagimsi
nodiile sebep olan patolojiler arastirmacilarda sinoviyal memebran kékenli mezenkimal
kok hiicrelerin olabilecegi fikrini uyandirmistir. Sinoviyal membrandan elde edilen
mezenkimal kok hiicreler, snoviyal doku kokenli mezenkimal kok hiicre (SDK-MKH)
olarak adlandirilir ve bu hiicreler kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler ile ayni
fenotipik ve fonksiyonel Ozelliklere sahiptir fakat farkli genler eksprese ederler. Kemik
iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin (KIK-MKH) aksine SDK-MKH’ler yastan
bagimsiz olarak ¢ogalma hizin1 ve koloni formasyonu olusturma potansiyellerini korurlar.
Diger tiim mezenkimal kokenli kok hiicrelerin arasinda snoviyal doku koékenli olan
mezenkimal kok hiicreler en yiiksek kondrogenez potansiyeline sahiptir. Diger bir yandan
periostium, kemik iligi ve sinoviyal kokenli mezenkimal kok hiicrelerin osteogenez

ozelliklerinin yine digerlerine gore daha {istiin oldugu gosterilmistir [7].
2.4 Osteonekroz ve Tedavi yontemleri

Osteonekroz (ON); kemigin matriksinin etkilenmedigi, kemigi besleyen damarlarin
dogrudan veya dolayli olarak hasara ugramasi sonucu kemik ve kemik iliginin iskemik
nekrozuya ortaya c¢ikan durumdur. ON teriminin sinonimleri olarak; avaskiiler nekroz,

spontan osteonekroz, aseptik nekroz ve kemik enfarktiisii terimleri de literatiirde
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kullanilmaktadir. 40-50 yas araliginda ve erkeklerde kadinlara oranla 4 kat daha fazla
goriiliir. Hemen hemen her kemik tutulabilmekte ve tutulan kemikleri farkli bolgeleri
(epifiz, diyafiz, metafiz) etkilenebilmektedir. Klinik bulgulari; iskemik nekroz alanin

biiyiikliigii, subkondral kemige ve eklem yiiziine yakinlig1 belirler.

Osteonekroz olusumunun merkezinde vaskiiler patolojiler ve iskemi rol oynar.
Osteonekroza sebep olan iskemi, vaskiiler yapilarin dogrudan travma ile hasarlanmasi,
pithti sonucu damarlarin tikanmasi ve ekstravaskiiler basi (kemik i¢i basincin artmasi,

kemik iliginde yag dokusunun artis1 veya hipertrofisi) ile ortaya ¢ikabilir [26] (Sekil 15).
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Sekil 15. Dolasimsal patofizyoloji dongiisii

Kemik iliginde yag hiicrelerinin arttigt ve adiposit hipertrofisine neden oldugu
durumlar, ekstravaskiiler interossedz basinci artiran iki temel klinik faktordiir. Buna
siklikla kortikosteroid kullanimi ve alkol aliminin neden oldugu bildirilmistir. Ayrica lipid

depo hastaliklarinda da bu durum izlenmektedir.
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Osteonekroz hastalarinda yapilan caligmalarda kemik i¢i basing vendz staza ve
vendz akimda obstriiksiyon sonucu yliksek olarak dlcililmiistiir. Normal kemik iligi basinci
ortalama 15 mmHg iken 30mmHg {izerindeki degerler anormal olarak degerlendirilir.
Kemik igine uygulanan 5ml saline infiizyonunun vendz sistemde strese neden oldugu
izlenmistir. Basingtaki degisiklik 6nce 10 mmHg civarinda artmakta ve tekrar normal
araliga donmektedir. ON da ise bu stres 30 mmHg ve iizerinde kalici basing artis
olusturmaktadir. Bu durumun aksini iddia eden yaymlar da mevcuttur. Interossedz basing

artis1 ON gelisiminde potansiyel katkist olan, non-spesifik sekonder bir faktordiir.

Gegirilen travmalar sonucu olusan direkt veya indirekt vaskiiler hasarin
osteonekroza sebep olabilecegi gosterilmistir. Femur boynunun intrakapsiiler kirig
subkondral kemigin damar destegine zarar vererek femur basinda yiiksek oranda

osteonekroza neden olmaktadir.

Intravaskiiler okliizyon, ON’a neden olan faktdrlerden bir digeridir. Hemoglobinin
beta zincirinde meydana gelen genetik mutasyon sonucu fizyolojik stres altinda
eritrositlerde anormal sekil degisikliginin intravaskiiler okliizyona sebep oldugu orak
hiicreli anemi hastalarinda yapilan prospektif c¢alismalarda %11-37 oraninda ON
bildirilmistir. Birgok c¢aligmada osteonekroz goriilen hastalarda hiperkoagiilobilite
(hipofibrinolizis ve trombofili) bulgularinin eslik ettigi gosterilmistir. Jones ve ark,
degerlendirdikleri osteonekroz olgularinin %82’sinde en az bir koagiilasyon anomalisi
saptamiglardir [15]. Koagiilopatilerde kemikdeki mikrodolasgim tromboza ¢ok duyarli
oldugundan kortikosteroid ve alkol alimi1 bu durumun agiga ¢ikmasini kolaylastirmaktadir

[26].

Kemik iliginde yag hiicrelerinin arttigt ve adiposit hipertrofisine neden oldugu
durumlar, ekstravaskiiler interossedz basinci artiran iki temel klinik faktordiir. Buna
siklikla kortikosteroid kullanimi ve alkol aliminin neden oldugu bildirilmistir. Ayrica lipid

depo hastaliklarinda da bu durum izlenmektedir.

Osteonekroz, tipik hiicre oliimii ve kemik rezorbsiyon ve formasyonuyla giden
kompleks siire¢ ile karakterizedir. Erken donemde intersitisyel kemik Odemini takiben

hematopoetik hiicre ve adiposit nekrozu ile karakterizedir. (Sekil 16)
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Sekil 16. Osteonekrozun histopatolojik bulgular:
A; Nekrotik osteositleri gésteren bos lakiinalar ve intersitisyel 6demin izlendigi nekrotik kemik iligi, B; Parsiyel olarak
rezorbe olmus trabekiile ilerleyen subkondral kirik, C; Olii kemigin laminasyonu

Osteosit nekrozu anoksiden yaklagik olarak 2-3 saat sonra goriiliir fakat histolojik
degisiklikler 24-72 saatten Once gorlinlir hale gelmez. Kemik iliginin yag hiicreleri ise
canliliklarini 2-5 giin koruyabilirler. Bu evrede subkondral kemigi tutan iskemik olaydan
eklem kikirdagindaki hiicreler etkilenmez ve snovial sividan beslenmeye devam ederler
[15]. iskemik nekrozu inflamatuar siirec takip eder. Bunun sonucunda vaskiilarizasyon ve
mezenkimal kok hiicre gogii gergeklesir. Nekrotik kemigi, fibrovaskiiler doku gevreler ve
sinirlar. Takip eden evrede 6lii kemik rezorbe edilir ve yeni kemik dokusu sentezlenir. Bu
donemde gerceklesen 6lii kemigin resorbsiyonu, yeni kemik olusumu ve nekrotik alanlar
goriintiileme bulgularinin olusmasina neden olur. Osteoklastlar nekrotik dokuyu ortadan
kaldiran ana hiicrelerdir. Nekrotik kemik dokusunun trabekiiler kemik ya da spongi6z
kemik olmasina gore rezorbsiyon siireci farklilik gosterir. Nekrotik kemik rezorbe
edildikten sonra osteoblastlar tarafindan yeni kemik olusturulabilecegi gibi nekrotik kemik
tamamen rezorbe edilmeden yeni kemik dokusu iizerine oturtularak da tamir yapilabilir.
Subkondral kemikte bu siire¢ daha yavastir. Rezorbsiyon hizla yapilirken, yeni kemik
yapimi daha yavas olur. Zayiflayan bu alanda kirilma ve ayrismalar goriilebilir. Bunun

sonucunda eklem kikirdag: ¢coker, kikirdak beslenmesi ve eklem uyumu bozulur [26].

Diz osteonekrozu ilk olarak Ahlbédck ve arkadaslari tarafinda 1960’11 yillarda dizin
spontan osteonekrozunu olarak tanimlanmigstir. 60 yas iistli, mindr travma sonrasi veya
artmis fiziksel aktiviteye baglanmistir ancak sonraki ¢aligmalar ile bu durumun her hasta
icin uygun olmadigr goriilmiistiir. Son calismalar 6nceden diz osteonekrozu olarak

tanimlanan patolojileri lige ayirmaktadir;

- Sekonder ON
- Spontan ON
- Postartroskopik ON
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Her bir ON tipi son donem artrite ilerleyecek potansiyele sahiptir. Bununla birlikte
etyoloji, ilgili risk faktorleri, prognoz ve tedavi yaklasimlari her tip i¢in farklilik
gostermektedir. Diz ON i¢in bir¢ok tedavi algoritmasi onerilmistir. Ancak bu algoritmalar
kisith retrospektif calismalarla desteklenmistir ve farkli siniflama sistemleri ve altta yatan
farkli etyolojiler nedeniyle uygun tedavi yonteminin se¢imi ile ilgili bilgilerimiz kisitlidir.
Diz osteonekroz tedavisinde konservatif tedavi, core dekompresyon, osteokondral
grefleme, artroskopik debridman, drilleme ve mikrokirik ydntemleri ve artroplasti

yontemleri kullanilmaktadir.

1) Konservatif Tedavi; dizin spontan ON’unda ilk olarak yiik vermeme, non-steroid
anti inflamatuar ila¢ gibi konservatif tedaviler secilir. Kal¢cada Sekonder ON olan
hastalarda bifosfonat, iloprost ve antikoagiilanlarin kullaniminin faydalar1 raporlanmis olsa
da diz icin heniiz yeterli aragtirma bulunmamaktadir. Sekonder ON’un konservatif olarak
takip edildiginde %80 oraninda ilerledigi gosterilmistir. Erken donem osteonekroz
konservatif tedaviden fayda gordiigiinii bildiren calismalar olsa da konservatif tedavi

sekonder ON hastalarinda Onerilmemektedir.

2) Eklem Koruyucu Prosediirler

a) Core-dekompresyon: Cokme Oncesi erken evre ON tedavisinde core-
dekompresyon uygulamasi ile artroplasti uygulamasini geciktirilebilir. ON olup daha
subkondral ¢okme olusmamis hastalarda core-dekompresyon yapilabilir. Core-
dekompresyonun tedavi edici etkisinin, kemik iligindeki basinc1 diisiirmesi ve vaskiileriteyi
arttirarak saglikli kemik gelisimini saglamasi oldugu diisiiniilmektedir. Subkondral

kemikte ¢cokmesi olan hastalarda ise core-dekompresyonun faydasi goriilmemistir.

b) Osteokondral Greft Uygulamasi: Erken evre diz ON’unda subkondral kemik
ve eklem kikirdagini desteklemek icin kullanilmaktadir. Sekonder ON’da ise altta yatan
sistemik hastaliklarina bagli azalmis kemik iyilesme potansiyelinden dolay1 osteokondral
greflerin kullanilmasindan kaginilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda subkondral ¢okme olan

hastalarin, osteokondral otolog greftleme ve mozaikplastiden fayda gordiigii bildirilmistir.

c) Artroskopik debridman, drilleme ve mikrokirik uygulamasi: Dizin ON’nda

artroskopi lezyonlarin tanimlanmasinda ve eslik eden patolojilerin tedavisinde
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kullanilabilir. Yapilan calismalarda dizde spontan osteonekroz tedavisinde ilk olarak
artoskopi yapilmasin1 Onermektedir. Debriman, drilleme ve mikrokirik uygulamasi
sonrasinda tipik olarak ilk ay ekleme yiik verilmemesi Onerilir. Akgun ve arkadaslar
spontan ON’u olan 26 hastaya artroskopik mikrokirik uygulamig ve %96 hastada klinik

diizelme bildirmislerdir.

d) Artroplasti Uygulamasi: Erken evrede tedaviye ragmen bir¢ok hasta ileri evre
ON’a ve sonug olarak son donem artrite ilerlemektedir. Bu nedenle total diz artroplastisi
(TDA) subkondral kemik ¢okmesi olan veya eklem koruyucu tedavilere cevap vermeyen
hastalarda kullanilan bir yontemdir. Siklikla her iki femoral kondil de etkilendigi i¢in
unikondiler diz artroplastisi (UDA) Onerilmemektedir. Ayrica eklem i¢i yaygin tutulum
unikondiiler implant stabilitesini de bozmaktadir. Ancak UDA yapilan hastalarda olumlu

sonuglar bildiren yayinlar da mevcuttur.

3) Mezenkimal kok hiicre tedavileri; Osteonekrotik eklemlerin sagaltimi i¢in bir
cok cerrahi prosediir gelistirilse de hastalifin tedavisinde kiir saglayabilecek tek bir tedavi
yontemi mevcut degildir. Bu nedenle son yillarda nekrotik kemigin biyolojik
rejenerasyonunu saglayan yontemler iizerinde calisilmaktadir. Son donemde yayinlanan
mezenkimal kok hiicre, osteoblast hiicre kiiltiirii ve kemik iligi konsatresi uygulamalarinin
sonuglari, osteonekroz tedavisinde bu yontemler iizerindeki ¢alismalar arttirmaktadir [12].
Goodman ve ark. 40 adet osteonekrozlu diz iizerinde yaptiklar1 ve ortalama takip siiresinin
5 yil oldugu caligmada hastalara debridman ve iliak kristadan aldiklar1 osteoprogenitor
hiicre grefti uygulamislar ve takip boyunca higbir hastanin ileri cerrahi girisim gereksinimi
olmadigini bildirmislerdir [10]. Gangji ve ark. femur basinda osteonekrozu olan 24 kalca
eklemine yaptiklar1 otolog kemik iligi hiicre implantasyonunun sonucunda agr1 ve eklem
ici semptomlarinda ciddi azalma ve subkondral kirik evresinde gerileme bildirmislerdir [9].
Birgok benzeri ¢aligma literatiirde mevcut olsa da sinoviyal doku kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin kullanildigi ¢alisma bulunmamaktadir. Daha 6nce klinigimizce hayvan deneyi
seklinde tanimlanarak uygulanan pedinkiillii snoviya greftlerinin, tam kat kikirdak hasari
tedavisinde hiicre kaynag1 olarak kullanilabilecegi ve kikirdak hasarimi hiyalin kikirdak
olusturarak iyilestirdigi bildirilmistir [30]. Benzer sekilde snovial dokunun mezenkimal
kok hiicre gociine ve farklilasmasina olanak sagladigi ve kemik iyilesmesinde rol aldigi

bildirilmektedir.
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3. Gerec¢ ve Yontem
3.1. Deney hayvanlari ve gruplandirma

DA15/48 no“lu ve “Tavsan Distal Femur Osteonekroz Modelinde Sinovyal
Greftlemenin Etkisi: Hayvan Modelinde Karsilastirmali Calisma” baglikli arastirma

projemizi gerceklestirebilmek icin Baskent Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Etik

Kurulu’ndan 11/01/2016 tarih ve 16/02 say1l1 karar ile izin alindi.

Bagkent iiniversitesi hayvan laboratuvarindan temin edilen erigkin tip yaslar 1,5 ile
2 yag arasinda, agirliklar yaklasik 2kg ile 3kg arasinda olan 26 adet yeni zellanda beyaz
tavsan 1rki kullanilarak(6) 2 ana caligma grubu olusturuldu. I. grupta 13 tavsan 6 hafta, II.
grupta 11 tavsan 12 hafta takip edildi. Her iki grupta tavsanlarin sol dizlerinden rounger
yardimi ile alinan kemik parg¢asinda Seung Hwan Hong ve arkadaslar tarafindan
tanimlanan osteonekroz modeli ile osteonekroz olusturulduktan sonra pedikiillii sinovya
grefti uygulandi. Sag dizler kontrol grubunu olusturup sadece osteonekroz (ON)

olusturularak eklem i¢inde serbest olarak birakildi.

Tavsanlara intramiiskiiler 45 mg/kg dozda ketamin ve 5 mg/kg xylasine verilerek
anestezi uygulandi. Batticon soliisyon ile steril yikama ve Ortiinmeyi takiben her iki dize
medial parapatellar artrotomi ile girilerek patella laterale deviye edildi ve femoral kondiller

aci8a cikarildi. Medial femoral kondilin yiik tagimayan kisminda tam kat, kansell6z kemik

ile birlikte kemik ve kikirdak ¢ikarildi.

Grup I ve Il

Her tavsan ketamin ile uyutulduktan ve steril bir sekilde boyanip ortiildiikten sonra
supin pozisyonda tibial tiiberkiilden baslayip patellanin {ist kutbundan 3 cm yukariya
uzanan orta hat cilt kesisi yapildi. Kesi hattindan cilt alt1 doku ayrild1 ve olusturulan medial
cilt flebi sayesinde quadriceps tendonu, patellanin ve pateller tendonun medial kenari
ortaya cikarildi. Daha sonrasinda medial parapateller, kapsiiler kesi yapilarak patella
laterale disloke edildi ve femoral kondile ulasildi. Suprakondiler bolgeden rounger yardimi
ile osteotomi yapildi. izole edilen femur kondil pargasi sirasiyla sivi nitrojen (-196 C) ve
37 C 'de 4'er dakika bekletildi ve bu islem 3 kez tekrarlandi [12]. I. ve II. gruptaki 26

tavsanin sol dizlerinden aliman tam kat kemik ve kikirdak parca alindiktan sonra
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artrotominin medial parg¢asinin i¢ yiliziinden pedikiillii sinoviyal greft serbestlestirildi. ON
olusturulan parca alindiktan sonra serbestlestirilmis olan pedikiillii sinovya i¢ine konularak
6/0 prolen sutur ile dikildi. Diseke edilen kas ve ligamentler onarildi ve kesi uygun katlar

halinde 3/0 poliglikan ile kapatildi. (Sekil 17-24)

Tavsanlar anestezi etkisinden kurtulup uyanana dek izole edildi. Daha sonra normal
giinliik aktivitelerini yapacak sekilde kafeslerine alindi. Tavsanlara herhangi bir hareket
kisithiligi uygulanmadi. Ameliyat sonrasi ilk bes giin, giinde tek doz subkutan olarak

yapilan Baytril-K %35 soliisyonu ile profilaksi yapildi.

Sekil 17: Cerrahi oncesi hazirhk Sekil 18: Cilt kesisinin yapilmasi
Deney hayvaninin dizi tras edildikten sonra steril Diz eklemi iizerine longitudinal cilt kesisinin
sekilde boyanip ortiildii. yapilmasi

Sekil 20: Osteonekroz modeli i¢in

Sekil 19: Medial parapatellar osteokondral fragman alinmasi
artrotomi

Sekil 21: Osteonekroz modeli icin Sekil 22: Ostonekrozlu fragmanin

kullanilan defektli alan eklem icine yerlestirilmesi
Siyah ok: Diz eklemine yerlestirilmis fragman
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Sekil 23: Diz ekleminin kapatilmasi Sekil 24: Siitiire edilmis diz eklemi

3.2. Histopatolojik yontem

Histolojik ve immiinohistokimyasal inceleme icin, her diz en-bloc olarak
cikartilarak %10 formaldehit soliisyonunda 24 saat fikse edildikten sonra 8 saat %10’luk
formik asitle dekalsifiye edildi. Parafin takip sonrasi parafin bloklardan 5 micron kalinlikta
kesitler alindiktan sonra etiivde 40 dakika 70 derecede bekletildi. Daha sonra xylene ve
takiben %96’lik alkolden iki kez gecirilerek deparafinize edildi. Kesitlerin tamami rutin
hematoksilen-eozin boyasi (sekil 25-27) ile BMP2 (Sekil 28), Ki67 (Sekil 29) ve VEGF
(Sekil 30) immiinohistokimyasal boyasi ile boyandi.

VEGF ve Ki67 immiinohistokimyasal boyalar1 kullanima hazir sekilde gonderilmis
olup BMP2 antikoru 1:250 oraninda %1°lik s1igir serum albiimini ile diliie edildikten sonra
kullanild1. Negatif ve pozitif kontrol i¢cin VEGF ve BMP2 antikorlari i¢in insan plasentasi,
Ki67 antikoru i¢in insan tonsil dokusu kullanilmistir. Histolojik ve immiinohistokimyasal
boyayla boyanmis kesitler bir 151k mikroskobu (Olympus BXS51) ile degerlendirilerek
goriintiiler renkli dijital Olympus DP72 kamera ile kaydedilmistir.

Sekil 25 : 3,5 mm ¢apinda Sekil 26: Tidemark iizerindeki
defekt alam kikirdakta %25-75 arasi radial
(H&E, x20, 6 hafta sag 12). zone'da kolon olusumu

(H&E, x40, 6 hafta sag 12).
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Sekil 29: En yiiksek oldugu
yerde Ki67 proliferasyon
indeksi (x200)

23
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yogun oldugu yerde 1 biiyiik
biiyiitme alaninda BMP2 pozitif
kondrosit benzeri hiicreler (x200)
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Sekil 30: Defekt alani icerisinde
en yiiksek oldugu yerde 1 biiyiik
biiyiitme alaninda yeni olusan
kapiller liimenleri (X200)



Tablo 3.1: Histolojik skorlama sistemi

EKLEM KIKIRDAK DEFEKTLERINDE HiSTOLOJIK SKORLAMA SiSTEMIi

Kategori Skor
1. Orjinal eklem kilurdak yiizeyine gire defekt dolum oram
20111-125

©91-110

76-90

051-T3

%026-50

%23

[
&

Lol Il =

2. Cevrecklam kikirdad ile tamir dokusunun integrasyonu
Wormal devamlilik ve integrasyon

Azalmug hiicre sayisi

Bir tarafta bogluk

[l tarafta bogluk

W bl D

3. Tidemark iizerindeki kikurdagin Safranin-O-Fast Green ile boyanmas
Mormal

Hafif azalog

Orta derecede azaloimg

Belirgin Azalmmsg

Boyanma yok

4, Tidemark izerindeki kikirdagn hiiae morfolojisi
Mormal 0
Kondrositlerin bryiik kisom yuvarlak ise
2475 den fazla radial zone'da kolon olusnmn 0
©225-73 aras: radial zone'da kolon olugumm
<2425 radial zone'da kolen ologunm (disorganize)
2050 Kondrosit morfolojisine sahip ywarlak hiicre
2475 den fazla radial zone'da kolon oheyunm
2225-753 arasi radial zone'da kolon olusunm
<2925 radial zone'da kolon olosumm (disorganize)
Cogu 1851 yvapada (fibroblast benzen hiicreler)

Lo R =]

[

A e b b

5, Tiim defektin yapts (srerlar harig)
Normal

1-3 kiiglik defekt

1-3 biiyiik defekt

>3 bikyik defekt

Defekt iginde yanklar

R R~

6. ¥ ey yapia

Normal

Hafif ditzeyde fibrilasyon ve dizensizlik
Orta dilzevde fibrilasyen ve dilzensizlik
Belirgin diizeyde fibnlasyon ve bozulma

WOk =D

7. Subkondral kemik yer defisim oram
a) Yeni kemik orjinal tidemark'in altindaysa
% S0-100
%% 75-89
Y 50-74
Yol 5-49
<25

bWk = O

b) Yeni kemik orjinal tidemark'in iizerinde ise
VoG- 100
9 T5-89
Ya50-T4
%a25-40
=425

By

8. Tidemark"in yeniden clustur ulmas
Tam

% 75-89

H50-T4

%2549

=%%25

b —0

Not: Bitiin kategorilerde alinan puan ne kadar yviksekse kilardak iyilesmesi o kadar kitGdir



4. Bulgular
4.1. Calisma Gruplari ve Ortalama Degerler

Calismamizda toplam 26 adet tavsanin 13’0 alt1 hafta, geri kalan 13’ ise toplam
oniki haftalik takip gruplaria alinmistir. Grup2’de iki adet tavsan septik artrit nedeniyle ex
olmustur. Sonug olarak son analizde grup1’de toplam 13 tavsan (13 diz), grup2 ‘de ise 11
tavsan (11 diz) ¢aligmaya dahil edilmistir. Biitliin sol dizler ¢alismaya dahil edilmistir.
Calisamaya dahil edilen ve takip siirelerini tamamlayan biitlin tavsanlarin sag dizleri
kontrol grubu olarak (13+11= 24 diz) analiz edilmistir. Biitiin tavsanlara post-operatif
donemde serbest hareket taninarak tam ytiik ile mobilize olmalarina izin verilmistir. Uygun
bakim ve profilaktik antibiyotik sonrasi biitiin tavsanlarda tam yara iyilesmesi saglanmis

ve ¢alismaya dahil olan tavsanlar takip siirelerini tamamlamustir.

Gruplar icerisinde histopatolojik inceleme sonucunda elde edilen ortalama degerler

ve kontrol grubu degerleri histopatolojik parametrelere gore su sekildedir:

1. Orijinal eklem kikirdak yiizeyine gore defekt dolum oranlari (DDO) grupl igin
ortalama 1.69(min=1*max=3). Grup2 i¢in ortalama 1.90 (min=1*max=3) ve kontrol grubu

icin ortalama 1.66 (min=0*max=3)

2. Tamir dokusu integrasyonu (TDI) oranlar1 grupl i¢in ortalama 2.15
(min=1*max=3). Grup2 i¢in ortalama 2.27 (min=1*max=4) ve kontrol grubu i¢in 2.04

(min=1*max=3)

3. Tidemark {izerindeki hiicre morfolojisi oranlari grupl icin ortalama 1.61
(min=1*max=2). Grup2 i¢in ortalama 2.36 (min=1*max=4) ve kontrol grubu i¢in 1.83

(min=0*max=4)

4. Tum defektin yapisi oranlar1 grupl i¢in ortalama 2.53 (min=1*max=4). Grup2

icin ortalama 1.81 (min=1*max=4) ve kontrol grubu i¢in 2.04 (min=1*max=4)
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5. Yiizeyin yapist oranlart grupl icin ortalama 2.30 (min=1*max=3). Grup2 i¢in

ortalama 2.09 (min=1*max=3) ve kontrol grubu i¢in 1.70 (min=1*max=3)

6. Subkondral kemik yerdegisim oranlar grupl i¢in ortalama 3.69
(min=2*max=4). Grup2 i¢in ortalama 2.81 (min=1*max=4) ve kontrol grubu i¢in 2.87

(min=1*max=4)

7. Tidemark’in yeniden olusturulmasina goére oranlar1 grupl icgin ortalama 2.53
(min=1*max=3). Grup2 i¢in ortalama 2.63 (min=2*max=3) ve kontrol grubu i¢in 2.12

(min=1*max=4)

Gruplar icerisinde defekt ¢ap1 ve immunohistokimyasal incelemeye gore ortalama

degerler ve kontrol grubu degerleri histopatolojik parametrelere gore su sekildedir:

1. Defekt cap1 oranlar1 grupl i¢in ortalama 1.65 (min=1*max=3). Grup2 ig¢in

ortalama 2.40 (min=1.5*max=3) ve kontrol grubu i¢in 2.35 (min=1*max=4)

2. Ki67 indeksi oranlar1 grupl i¢in ortalama 59.23 (min=40*max=80). Grup2 i¢in

ortalama 65 (min=55*max=75) ve kontrol grubu i¢in 58.95 (min=45*max=75)

3. VEGF oranlar1 grupl i¢in ortalama 1.92 (min=0*max=3). Grup2 i¢in ortalama

1.36 (min=1*max=3) ve kontrol grubu i¢in 1.08 (min=0*max=3)

4. BMP2 (%) oranlart grupl i¢in ortalama 46.92 (min=20*max=75). Grup2 i¢in

ortalama 71.81 (min=60*max=85) ve kontrol grubu icin 55.70 (min=40*max=87)
4.2 istatistiksel degerlendirme

Gruplar aras1  histopatolojik  degerlendirme, gross degerlendirme ve
immiinohistokkimyasal inceleme ile elde edilen degerler, istatistiksel olarak grupl ile 2 ve

calisma gruplart ile kontrol grubu arasinda karsilastirilmistir.

Tiim degiskenler i¢in normal degisim testi (Shapiro-Wilks) ve gruplar icerinde
homojenlik testi (Levene) sonuglar1 istatistik olarak anlamli bir fark tespit etmemistir. Bu

sebeple kontrol grubu dahil ¢alisma gruplari birbiri ile karsilaltirilabilir bulunmustur.
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Histopatolojik inceleme icin exact ki-kare testi ile istatistik degerlendirme yapilmais,
gross patoloji ve immonuhistokimyasal inceleme icin tek degiskenli (univariate) varyans

analizi (F testi) kullanilmistir.

Histolojik inceleme sonuglar1 degerlendirildiginde skorlama sistemine gore; kontrol
grubu ile calisma gruplar1 arasinda kikirdak defekt dolum orami agisindan istatistiksel
olarak anlamli fark tespit edilmistir (p= 0.035). Buna karsin ¢alisma gruplar1 arasinda (6.
ve 12. hafta takip sonuglar1) defekt dolumu agisindan istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilememistir (p=0.76). Caligsma sonucunda sinoviyal dokunun defekt dolumuna anlamli
derecede yardimei oldugu, buna karsin 6. ve 12. hafta takip siireleri arasinda anlamli fark

olmadig tespit edilmistir.

Kontrol ve calisma gruplari arasi ¢evre eklem kikirdagi ile tamir dokusunun
integrasyonu incelendiginde, kontrol grubu ile ¢alisma gruplar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p=0.584). Calisma gruplar1 arasinda degerlendirme
yapildiginda ise bu integrasyon dokusunun istatistiksel olark anlamli olmadigi tespit
edilmistir (p=0.487). Calisma sonucunda sinoviyal dokunun tamir doku integrasyonu
acisindan anlamli derecede yardimci oldugu, buna karsin 6. ve 12. hafta takip siireleri

arasinda anlaml fark olmadigi tespit edilmistir.

Kontrol ve calisma gruplari arasinda tidemark {zerindeki kikirdagin hiicre
morfolojisi arasindaki fark istatistiksel olarak onemli ¢ikmamistir (p=0.276). Calisma
grubu i¢in bakildiginda gruplar arasi fark anlamli bulunmamistir (p=0.069). Calisma
sonucunda sinoviyal dokunun kikirdak hiicre morfolojisi lizerine herhangi bir etki etmedigi

bulunmustur.

Kontrol ve calisma gruplar1 arasinda tiim defektin yapisi agisindan gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir, (p=0.156). Calisma gruplar
arasinda ise istatistiksel olarak defekt yapisi agisindan fark anlamli bulunmamistir
(p=0.253). Sonug¢ olarak sinoviyal dokunun defekt yapisina direkt olarak etki etmedigi
tespit edilmistir.
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Kontrol ve calisma gruplar arasinda yiizeyin yapisit agisindan gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0.329). Calisma gruplar1 arasinda ise
istatistiksel olarak yiizeyin yapist agisinda fark anlamli bulunmamistir (p=0.436). Sonug

olarak sinoviyal dokunun yiizeyin yapisina direkt olarak etki etmedigi tespit edilmistir.

Sag dizlerin gruplara arasi subkondral kemik yerdegisim orani arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmamustir, p degeri=0.484>0.05. Sol dizler i¢in bakildiginda
gruplar arasi fark 6nemli ¢ikmis p=0.015<0.05. Diz ayrim1 yapmadan gruplar arasi fark da

onemli ¢ikmistir p=0.02<0.05.

Tablo 4.1: Defektlerin gross ve histolojik sonuclarin istatistiksel analizi

Gruplile Grup 2 Calisma gruplari ile kontrol
grubu

Kikirdak ylzeyine gore defekt | p=0.76 p=0.035
dolum orani
Cevre eklem kikirdagi ile tamir | P=0.487 P=0.584
dokusunun integrasyonu
Tidemark Gzerindeki P=0.069 P=0.276
kikirdagin hiicre morfolojisi
Tum defektin yapisi p=0.253 P=0.156
Yizey yapisl P=0.436 P=0.329
Subkondral kemik yerdegisim | P=0.015 P=0.484
orani
Tidemark’in yeniden P=0.827 P=0.329
olusturulmasi

Gross inceleme sonucunda defekt caplari degerlendirildiginde kontrol grubu ve
calisma gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p=0.074).
Aymni sekilde grupl ve grup2 arasinda defekt ¢aplari istatistiksel olarak karsilagtirildiginda
yine anlamli bir fark tespit edilmemistir p=0.132). Sonug olarak biitiin tavsanlardaki defekt

caplart homojen ve karsilastirilabilir olarak belirlenmisgtir.

Tablo 4.1: Defektlerin patolojik sonu¢larinin istatistiksel analizi

Grupl ve Grup2 Calisma Grubu ile kontrol
grubu
Defekt Capi p=0.074 p=0.132
Ki67 p=0.858 p=0.222
VEGF p=0.655 p=0.024
BMP2 p=0.000 p=0.332
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Sekil 31: Defekt capinin gruplar arasi degisimi

Immiinohistokimyasal inceleme ile Ki67 indeksi, VEGF, BMP2 (%) degerleri
istatistiksel olarak gruplar arasinda karsilagtirilmistir. Ki67 indeksi esas alindiginda,
kontrol grubu ve calisma gruplar1 arasinda ve benzer sekilde grupl ve grup2 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (Siras1 ile p=0.858, p=0.222). Sonug

olarak sinoviyal dokunun osteonekrozda Ki67 tizerine etkisi olmadigi tespit edilmistir.

29



Estimated Marginal Means of Ki67 indeksi (%)

Diz
——sag
—sal

66,00

64,001 S
2
H] \,
1 N
=
" 62,00 \
£
=]
= F
= 61,154
H
0,00
=
E )
n 50,231
1]
53,00
56,00 o6 364
T T
12_hafta_kontrol_grup2 6_hafta_grup2

grup

Sekil 31: Ki67 indeksin gruplararas: degerlendirilmesi

VEGF degerleri benzer sekilde karsilastirildiginda kontrol grubu ile g¢alisma
gruplart arasinda farkin anlamli olmadig1 (p=0.655) buna karsin grupl ile grup2 arasinda
VEGF agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p=0.024).
Sonug olarak sinoviyal dokunun zaman bagimli olarak VEGF degerlerini anlaml etki ettigi

tespit edilmistir.
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Sekil 32: VEGF degerinin gruplararasi degerlendirilmesi
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Son olarak BMP2 (%) istatistiksel olarak karilastirildiginda kontrol grubu ile
calisma gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<<0.05). Bu bulguya ek olarak
grupl ve grup2 arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (p=0.034).
Sonug olarak Sinoviyal dokunun yiiksek oranda BMP2(%)’ini arttirdig1 tespit edilmistir.
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Sekil 33: BMP2 degerlerinin gruplararasi degerlendirilmesi
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S.TARTISMA

Kemik dokusunun canliligin1 kaybetmesi sonucu olusan osteonekroz ¢ok ciddi bir
klinik durumdur ve etkili bir sekilde tedavi edilmesi gerekmektedir. Bunun nedeni
ilerleyici bir hastalik olmas1 ve erken tedavi edilmedigi takdirde zaman i¢inde subkondral
kiriklara ve ¢okmelere neden olarak sekonder osteoartrit gelisimine neden olmasi ve buna
bagli olarak da tibbi harcamalara 6nemli bir yiik getirmesidir. Osteoartrit, giiniimiizde artan
yasam siireleri ile gittikgce daha sik goriilen bir hastalik haline gelmistir ve bir kez
olustuktan sonra geriye doniik tedavisi miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle bu hastaliga
neden olabilecek etyolojik faktdrlerden bir tanesi olan osteonekrozun erken evrede tani ve
tedavisi cok Onemlidir. Bu sayede ileri donemde gerekecek artroplasti gibi yiiksek
maliyetli tedavi modalitelerinin oniine gecilebilecektir. Iste bu nedenlerlerden dolayi,
uzmanlik tezi kapsaminda calistigimiz bu bilimsel arastirmanin 6nemi, hem sinoviyum
kullanarak osteonekroz tedavisinde farkli bir yaklasim sunmak hem de ileride
gergeklestirilecek farkli in-vivo ve klinik ¢aligmalara onciiliik etmesidir. Bu arastirmanin
bir bagka dnemi ise, mezenkimal doku kaynagi olarak sinoviyum kullanilarak, daha diisiik
maliyetlerle kok hiicre tedavilerinin ve doku miihendisligi ile birlikte iiretilebilecek olan
yapay kemik skafoldlarinin in-vivo olarak kullanilmasinin dniinii agacaktir. Bu nedenle biz
de bu konuyu ele alarak sinoviyal dokunun olas1 osteonekroz iyilestirici etkisini ortaya
koyabilmek i¢in deneysel bir hayvan modeli gelistirdik ve sinoviyum greftinin, kontrol
grubu ile karsilagtirilarak tavsan modelinde osteonekroz iyilesme potansiyelini

degerlendirmeyi amagladik.

Osteonekroz, hiicre Olimii patterni ve kemik rezorpsiyon ve formasyonunu
olusturan kompleks bir tamir mekanizmasi ile karakterizedir. Yapisal biitlinliigii bozan ve
subkondral kiriga neden olan osteonekrozun kendisi degil, tamir mekanizmasinin

rezorpsiyon fazidir [26].

Osteonekroz genellikle ileri yasta goriilmesine ragmen, c¢esitli etyolojik faktorlere
bagli her yasta meydana gelebilmektedir. Bir ¢ok son donem osteoartritli hastannin ise
tanist konulmamig osteonekroza sekonder oldugu diisiiniilmektedir [18]. Osteonekroz ve
osteoartrit yaygin goriilen ve tibbi harcamalara ciddi yiik getiren hastaliklardir [25].
Osteonekroz prevelans: tam olarak bilinmemekle beraber sadece ABD’de her yil ortalama

30.000 kisi yeni tani almaktadir [14]. ABD’de total kalgca artroplastilerinin %10 unun
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nedeni olarak gosterilmektedir. Erken donemde eklem koruyucu tedavileri basarili sonug
veren bu hastalik, eger tan1 ve tedavi edilmezse yikict sonuglara neden olmaktadir [15].
Bir¢ok farkli tedavi yonteminin olmasina ragmen en iyi tedavi modalitesinin ne olduguna
dair halen fikir birligine varilamamistir. Bu nedenden dolay1 biz de bu tez ¢alismamizda bu
tartismali tedavi modalitesi iistiine, farkli bir yaklasim ile deneysel bir ¢alisma yapmay1
planladik. Olusturdugumuz hayvan modelinde, Seung Hwan Hong’un tarifledigi sekilde
ON olusturulduktan sonra, mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak sinoviyum igerisindeki

mezenkimal kok hiicrelerin osteonekroz tamirinde kullanilabilmesini amacladik.

Literatiire baktigimizda osteonekroz tedavisi i¢in pek ¢ok farkli arastirma
bulunmasina ragmen, temel olarak tedavi seceneklerinin konservatif ve cerrahi tedaviler
olarak ayrildig1 goriilmektedir. Hiroshi Nakayama’nin yaptig1 bir ¢alismada koshino stage
I olan 30 hasta prospektif olarak incelendiginde goriilmiistir ki erken evre dizin
osteonekrozu % 80 oraninda konservatif tedaviye cevap vermektedir [20]. Buna ragmen

osteonekrozun tedavisinde en uygun tedavi modalitesinin ne oldugu halen tartismalidir.

Gilinlimiizde  osteonekroz (ON) tedavisinde siklikla — core-dekompresyon
kullanilmakla beraber, Jay R Lieberman‘in yaptig1 calisma gostermistir ki diz ON’unda
core-dekompresyon yapilan hastalarin %19.9°’unda ikinci kez cerrahiye veya diz
artroplastisine ihtiya¢ duyulmustur [17]. Bu c¢alisma gostermistir ki core-dekompresyon
basarili bir cerrahi yontem olmasina ragmen lezyonun biiyiikliigii cerrahinin basar1 oranini
kisitlamaktadir. Bununla birlikte kemik greftleme prosediirleri sonucunda, femur baginin
tersine dizde hem subkondral ¢okme Oncesi hem de ¢okme sonrasi basarili sonuglar elde

edilmistir [17].

Literatiirde osteonekroz tedavisinde farkli alternatifleri karsilastirmak icin birgok
farkli hayvan modeli olusturulmustur. Bu modellerden en ¢ok kullanilan1 ise tavsanlar ile
olusturulan modellerdir. Tavsanlarin temini kolay, cerrahi sonrasi takipleri ve bakimlar
zor olmayip maliyetleri diisliktiir. Yapilan c¢alismalarda farkli modellerde olusturulan
hasarli bolge c¢ap1 degiskenlik gostermektedir. Bu da elde edilen sonuglarin
karsilagtirilabilir olmasina engel olmaktadir. Yine bu calismalarda ortalama takip
stirelerinin 16 hafta ile sinirli olmasi uzun donem sonuglarin degerlendirilememesine neden
olmaktadir [21]. Bu nedenlerden dolayi, literatiirdeki hayvan deneylerindeki calisma

gruplarindan elde edilen veriler, homojen bir bilgi havuzu olusturamamakta ve bu nedenle
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calismalar arasi karsilastirmali sonuglar elde etmek zor olmaktadir. Bizim ¢alismamizda
kullanilan tavsan cinsi, sayisi, olusturulan lezyon biiyiikliigii ve cerrahi sonrasi takip siiresi

ise temel olarak literatiirdeki ¢aligmalar ile karsilagtirilabilir diizeydedir.

Dejeneratif hastaliklarda ve yaralanmalarda kok hiicre temelli tedaviler son
zamanlarda umut verici olarak goriinmektedir. Seung’un yaptig1 deneysel ¢alismada ON
olusturulan tavsanlarda MKH yerlestirilen grupta trabekiiler kemik olusumu, vaskiilerite ve
yeni kemik iligi olusumu saptanmistir [12]. 2002’de Hernigou ve Beaujean femur basi
osteonekroz tedavisinde, kemik iligi konsantratini yeni ve basarili bir tedavi olarak
sundular [11]. Gangji ve ark’larinin yaptigi prospektif ¢aligmada osteonekrozu olan
hastalar iki grupta incelenmis ve birinci gruba core-dekompresyon ikinci gruba ise core-
dekompresyon ve otolog kemik iligi uygulamistir. 60. ayda ikinci grupta kirik evresine
ilerleme anlamli olarak daha az olarak bulunmustur [9]. Bu g¢alisma sonucunda otolog
kemik 1iligi implantasyonunun ostenekroz tedavisindeki etki mekanizmasinin, MKH
kaynakli m1 yoksa kemik iliginin dolayli olarak anjiogenez ve osteoindiiktif etkisinden mi
oldugu tam olarak anlagilamamistir [3]. Bir baska ¢alismada sunulan vakada ise MKH

kiiltiirli kullanarak olaganiistii sonuclar elde ettiler [16].

Mezenkimal kok hiicrelerin in-vivo osteojenik farklilasmasi tam olarak
anlasilamamis olsa da, MKH’lerin in-vitro osteojenik farklilagmasi iyi bir sekilde
tanimlanmistir [2]. Yani bilindigi kadar1 ile mezenkimal koék hiicreler osteoblast ve
osteositlere doniiserek kemik doku olusumunda rol oynayabilmektedirler. Mezenkimal kok
hiicre i¢in periost, adipozdoku ve kemik iligi gibi pek ¢ok farkli kaynak daha onceki
caligmalarda kullanilmistir. Sinoviyal dokunun da aym sekilde mezenkimal kok hiicre
kaynag1 olarak kullanilabilecegi yine farkli ¢aligmalarda belirtilmistir. Mezenkimal kok
hiicreler osteojenik, kondrojenik ve adipojenik differansiyasyon yetenegine sahip
hiicrelerdir [23]. Bu nedenle, kok hiicrelerin migrasyonu ve differansiyasyonu ile
osteojenik Ozelliklerinden faydalanilarak osteosit hiicresi iiretebilmek miimkiindiir. Kii¢iik
miktarda sinoviyal dokunun yeteri kadar kok hiicre saglayabildigi de yine literatiirdeki

calismalarda vurgulanmustir .

Sinoviyal hiicrelerin mezenkimal kok hiicreler gibi osteojenik potansiyellere sahip
olduklar1 gosterilmistir [6]. Cosimo ve ark insan dizinden aldiklar1 sinoviyumu, doku

kiiltiir plaklarinda deksametazon, beta-gliserofosfat ve askorbik asit varliginda takip ettiler.
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Tim osteojenik kiiltiirlerde alkalen fosfataz seviyelerinde artis oldugu ve osteogenezisin
oldugu alizarin kirmiz1 boyama ile gosterildi. Ayrica sinoviyumun kikirdak, kemik, adipoz

doku ve kas dokusuna multipotent farklilasmasini géstermislerdir [6].

Elena Jones ve ark’larinin yaptigi bir ¢alisma, yeni olusan kemigin kokeninin,
implante edilen hiicrelerin matiirasyon durumuna bagli oldugunu gostermistir [13].
Osteoblast implante ettiklerinde direkt olarak intramembrandz ossifikasyon gozlenirken
mezenkimal kok hiicre (MKH) implante ettiklerinde enkondral ossifikasyon gozlenmistir
[29]. MKH’lerin kemik onariminda kullanilmasinda esas gerekce direkt olarak
osteoprogenitér ve osteoblast iiretmelerine dayanmaktaydi. MKH osteogenezi ayni
zamanda bone morfojenik protein 2 (BMP2) veya diger osteoindiiktif biiyiime faktdrlerinin

tanimlanmasiyla daha da ilerledi.

MKH’lerin periost, kemik iligi, sinoviyum, trabekiiler kemik ve sinoviyal sivida
bulundugu belirtilmistir [6]. Zheng ve ark sinoviyum kokenli MKH’lerin in-vivo ve in-
vitro osteogenezini degerlendiren deneysel bir calisma yaptilar. Bu g¢alisma sonucunda
sinoviyum kokenli MKH’lerin hem in-vitro hem de in-vivo olarak osteoblastalara
doniigebildigini gosterdiler [32]. Chen ve ark yaptiklar klinik bir arastirmada mezenkimal
kok hiicre kullanarak femur basi ostenokrozu olan hastalari takip etmis, 12. ve 24. ay MRI

sonuglar1 nekrotik doku hacminin anlamli olarak azaldigin1 gostermistir [5].

Biz de bu nedenle calisgmamizda, osteonekroz tedavisinde sinoviyal dokuyu
mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak kullanmay1 amagladik. Hipotezimizde, sinoviyumun
kok hiicre kok hiicre kaynagi olacagi ve osteonekroz olusturulan kemik dokunun sinoviya
ile ortiilmesinden sonra osteonekrozlu dokuya kok hiicre gocii ve kemik doku farklilagsmasi
olacagimi kurguladik. Kok hiicrelerin osteojenik farklilasma ozelligi sayesinde kemik
defektinde osteoblast olusmasini ve bu sayede de matiir osteositlerin osteonekrotik
dokunun yerini almasini planladik. Osteonekroz tedavisinde uygun doku ve hiicre kaynagi
kolay ulagilabilir, yiiksek miktarda iiretilebilir ve osteojenik potansiyele sahip olmalidir.
Tiim bu etkenler degerlendirildiginde sinoviyal membrandan elde edilen mezenkimal kok

hiicreler, diger kok hiicrelere gore daha iistiindiir [6; 24; 31].
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Sinoviyal membran kokenli mezenkimal kok hiicreler multipotent 6zeliklidir. Bu
nedenle osteonekroz tedavisi yaninda, uygun sartlar altinda kas ve kikirdak hasari olan

hastalarda da kullanilabilirler.

Yukarida oOzetlenen nedenlerden dolayir bizde calisgmamizda sinoviya kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin bu osteojenik 6zelliklerinden faydalanmak istedik. Bu nedenle
sinoviyanin iyi bir mezenkimal kok hiicre kaynagi oldugunu diisiinmekteyiz. Ozellikle diz
eklemi gibi biiylik sinoviyal eklemlerde fokal kemik hasarlarinin tedavisinde kolay
ulagilabilir olmasi, flap hazirlama i¢in 6zel donanim ve teknige ihtiya¢ duyulmamasi ve bol
olarak bulunmas: ile genis defektlere bile uygulanabilmesi ile sinoviyanin diger
mezenkimal kok hiicre kaynaklar1 ile karsilastirildiginda daha avantajli  oldugunu

diisiinmekteyiz.
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6.Sonuc ve Oneriler

o Osteonekroz ve buna bagli olarak osteoartrit giderek daha sik olarak
goriilmektedir.
o Osteonekroz tedavisinde bircok yeni yontem gelistirilmektedir. Bu

yontemlerden biri mezenkimal kok hiicre kullanilmasidir. Bu ¢aligmda tavsan modelinde
mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak sinoviya kullanilarak osteonekroz iizerine etkisi
gosterilmeye calisilmstir.

. Defekt yapisi degerlendirildiginde gruplararasi fark anlamli ¢gitkmamustir.

. Subkondral kemik yerdegisim orani iizerine sinoviya greftlemenin sonuglari
6. ve 12. hafta degerlendirildiginde anlamli ¢ikmigtir. Kontrol grubunda ise bu sonug
istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamistir. Bu durumda sinoviya greftinin osteonekroz
tedavisinde kullanilabilecegi sdylenebilir.

o Tidemark’in yeniden olusturulmasi iizerine degerlendirildiginde sonuglar 6.
ve 12. haftada anlamli ¢ikmamustir.

J Doku rejenerasyonu acgisindan degerlendirildiginde gruplararasi , 6. ve 12.
haftada sonuglar anlamli ¢ikmustir.

J Caligmamizin kisitlamalart olarak takip siiresinin kisithiligi ve denek hayvan
sayisinin  azligi soOylenebilir. Diger kisitlamar ise deney sonrast biyomekanik
degerlendirmenin yapilamamis olmasi, immiinoflorasan boyama ile ayrintili histolojik
degerlendirme yapilamamasi, farkli anatomik bolgelerde sinoviyal dokunun etkisinin
degerlendirilememesi, mezenkimal kok hiicre markerlari, osteosit ve yeni kalsiyum
olusumunu gosterecek 6zel boyamalar kulanilamamis olmasidir. Ileride sayilan durumlar

g0z oniinde bulundurularak daha kapsamli ¢aligmalar yapilmalidir.
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