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KISALTMALAR

ADAS: ADIPOSE DERIVED STEM CELL (ADIPOZ KAYNAKLI KOK HUCRE)

GFP: GREEN FLUORESCENCE PROTEIN (YESIL FLORESAN PROTEIN)

DO: DISTRAKSIYON OSTEOGENEZ

ADKKH: ADiPOZ DOKU KAYNAKLI KOK HUCRE

MKH: MEZENKIMAL KOK HUCRE

M SC: MESENCHIMAL STEM CELL (MEZENKIMAL KOK HUCRE)

AKKH: ADIPOZ KAYNAKLI (KOKENLI) KOK HUCRE

PLA: PROCESSED LIPOASPIRATE (ISLENMIS LIPOASPIRAT)

HBM P: HUMAN BONE MORPHOGENETIC PROTEIN (INSAN KEMIK SEKILLENDIRICI PROTEINI)
AKH: ADIPOZ KOKENLI HUCRE

TGFB: TRANSFORMING GROWTH FACTOR (SEKILLENDIRICI BUY UME FAKTORU)

FGF: FIBROBLAST GROWTH FACTOR (FIBROBLAST BUYUME FAKTORU)

BM P: BONE MORPHOGENIC PROTEIN (KEMIK SEKILLENDIRICI PROTEIN)

IGF: INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR (INSULIN BENZERI BUY UME FAKTORU)

PG: PROSTOGLANDIN

PGE2: PROSTOGLANDIN E2

PGI2: PROSTOGLANDIN 12

PDGF: PLATELET DERIVED GROWTH FACTOR (PLATELET KOKENLI BUYUME FAKTORU)
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TESEKKUR

Plastik ve rekonstruktif cerrahi egitiminin olduk¢a uzun, yorucu, ¢cok emek
isteyen ancak bir o kadar da keyifli bir sire¢ oldugunu dugtunuyorum. Kisiligimin,
karakterimin ve cerrahi yeteneklerimin sekillendigi bu sabir isteyen surecgte her
zaman yanimda bulunarak bana sonsuz destek olan sevgili esime ve aileme,
deneyimlerini ve bilgilerini benimle paylasan hocalarim Prof.Dr. Ali Barut¢u'ya, Prof.
Dr. Can Karaca'ya, Prof.Dr. Atay Atabey’e, Prof. Dr. Mustafa Yilmaz'a, Dog.Dr.
Adnan Menderes’e, Do¢.Dr Haluk Vayvada'ya ve Yard. Dog¢.Dr. Cenk Demirddver’e,
son yedi yilimin buyutk kismini beraber gecirdigim asistan arkadaslarima, her zaman
yardimlarini gérdagum anabilim dali sekreterimiz Tulay Guler basta olmak tzere tim

plastik cerrahi bélim ¢alisanlarina tesekktr ederim.

Bu tez calismasi birgok kisinin uzun zaman ve emek harcamasiyla meydana
gelmistir. Bagta tez danismanim Prof.Dr. Mustafa Yilmaz olmak Uzere tezin tum
asamalarinda bana destek olan ve bu ¢alismaya cok fazla emek harcayan Histoloji-
Embriyoloji yilksek lisans 6grencisi Ziya Denek’e, izmir Yilksek Teknoloji Enstitiisii
Molekdler Biyoloji bolimu laboratuvarlarinda bu calismanin yapilmasini kabul eden
ve destegini esirgemeyen Dog¢.Dr.Yusuf Baran’a ayrica titiz ve kusursuz caligsmalari
ile kok hucre elde edilmesinin her agamasini buyuk bagariyla tamamlayan asistanlari
Geylani Can ile Zeynep Cakir'a, deneyin cerrahi asamalarinda ve her hafta
deneklerin grafiye transportunda beni yalniz birakmayan asistan arkadasim Bilgehan
llkere, biyomekanik calismalarin yapilmasinda yardimlarini esirgemeyen Prof.Dr.
Hasan Havitcioglu’na ve biyomekanik bilim dali ¢alisanlarina, distraktorlerin tretim
ve tedarik asamasinda yardimci olan Bekir Ozdil ve Emir Turemen’e, Histolojik
incelemelerin degerlendiriimesinde bilgisini esirgemeyen Dog¢.Dr. Gluven Erbil’e, tezin
basim asamasinda emedi gecen Mehmet Gugli'ye uzun takip siresi boyunca
deneklerin saglikli ve canh kalmasinda biyuk emedi olan Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuvar’i personeli Adem Ulu'ya tesekkir ederim.



1.0ZET

Baslik: Adipoz Kokenli Kok Hicre Yardimli Distraksiyon Osteogenez

Arastirmacinin Adi, Fakultesi ve Yazigma adresi:

Ozgiir Sunay
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi

Anabilim Dali inciralti-izmir

Amagc ve Hipotez:

Bu calismanin amaci, tavsandan elde edilecek erigskin adipoz kokenli kdk
hicrelerin osteojenik diferansiyasyonunun saglanmasi ve bu diferansiye htcrelerin
tavsan tibiasinda distraksiyon alaninda kullanilarak yeni kemik olusumuna entegre

olmasi ile daha kisa surede kemik uzatiimasinin basariimasidir.

Bu ¢alisma, tavsan erigkin yag htcrelerinin in vitro ortamda kultiire edilmesi ve
osteojenik medyada diferansiye edilmesinin ardindan bu kdk hucrelerin llizarov
distraktorleri takilmis ve osteotomi uygulanmis tavsan tibiasindaki osteotomi alanina
verilmesinin yeni kemik olugsumunu hizlandiracagr ve olusan kemik kalitesini

arttiracagi hipotezi tizerine kurulmustur.

YOntem:

Calismada 21 adet, disi, ortalama 3 kg agirliginda Yeni Zelanda tavsani
kullanildi. Denekler rastgele olacak sekilde kontrol, kok hiicre ve diferansiye kok
hicre olmak tzere U¢ gruba ayrildi. Grup-I'de sadece sag tibial osteotomi yapilarak
distraktor takildi ve yedi gunlik latent periyodun ardindan ginde 0,7 mm olmak
Uzere on bes gun distrakte edildi. Grup-lII'de Oonce deneklerin her iki inguinal
bdlgesinden yag dokusu alindi ve in vitro kosullarda kok hicreler elde edildi. Bu kok
hicreler plazmid yardimiyla “yesil floresan protein® (GFP) ile isaretlendi ve
distraksiyon isleminin tamamlanmasinin ardindan GFP igaretli kok hicreler kallus
icerisine enjekte edildi. Grup-lII'te ise elde edilen GFP igaretli kok hiicreler osteojenik



diferansiyasyona ugratildi ve osteojenik diferansiyasyon sonrasi elde edilen
“osteoblast benzeri hucreler” kallus dokusu igine enjekte edildi. Haftalik tibia
radyografileri ¢cekilen denekler tim gruplarda sekiz haftalik konsolidasyon siresinin
tamamlanmasinin  ardindan sakrifiye edilerek radyolojik, biyomekanik ve
histopatolojik agidan incelendi.

Bulgular:

Radyolojik goruntileme sonuglari incelendiginde Grup llI'de diger gruplara
gore cok belirgin olmak lzere deney gruplarinda kontrol grubuna goére kallus
yogunlugunun ve kemiklesmenin artmis oldugu gorualdi. Biyomekanik
degerlendirmede de en yuksek degerler Grup IlI'de saptandi. Histopatolojik
incelemelerde yeni olugsan kemik kalitesinin, trabekul hacimlerinin, kemik yapiminda
gorevli hicre sayilarinin Grup lll'de diger gruplara gore daha fazla miktarda oldugu

goralda.
Sonug:

Elde edilen bulgular 1siginda adipoz dokudan elde edilen ve osteojenik
diferansiyasyon geciren kdk htcreler kullanilarak distraksiyon osteogenez tekniginin

toplam sdresinin  kisaltilabilecegi ve daha kaliteli kemik elde edilebilecegdi
soylenehbilir.

Anahtar Kelimeler: ADAS, Distraksiyon Osteogenez, Adipoz kokenli kdk hicre



2.ABSTRACT

Title: Distraction Osteogenesis via Adipose Derived Stem Cells

Name, School and Address:

Ozgiir Sunay
Dokuz Eylul University School of Medicine Plastic Reconstructive and
Aesthetic Surgery Inciralti-izmir

Aim and hypothesis:

The aim of this study is to achieve osteogenic differantiation of adult stem
cells from rabbit and to accomplish faster bone lengthening via entegration of this

cells into new bone.

Materials and Method:

Twenty-one New Zealand rabbits were included in study. Subjects randomly
divided to control, stem cell and differantiate stem cell groups (n=7). In Group I,
distractor applied right after osteotomy and distraction process finished in 15 days. In
Group II, adipose tissue obtained from inguinal region of rabbit, afterwards adipose
derived stem cells obtained invitro conditions. This stem cells marked by “green
flourescent protein” (GFP) and injected to callus at the end of distraction process. In
Group Ill stem cells obtained equally to Group I, then differantiation process applied
and differantiate cells injected to callus likewise Group II. At the end of eight weeks
subjects were sacrificed and evaluated radiologically, biomechanically and
histopathologically.

Findings:
Under the scope of the result of radiologically, it was observed that callus density

and ossification rate increased in Group lll, when compared to the Group | and
Group Il. According to biomechanical tests, the highest rates was determined in



Group llI. In histopathological studies, it was also observed that the quality of newly
formed bone and the cells active in bone formation were significantly higher in Group

Il when compared to the Group | and Il

Results
Depending on these results, it can be concluded that, the consolidation period of
distraction osteogenesis shortens by applying the adipose derived stem cells of

which undergo osteogenic differantiation.

Key letters: ADAS, Distraction Osteogenezis, Adipose derived stem cell



3.GIRIS VE AMAC

Kemik defektleri genellikle atesli silah yaralanmasi veya trafik kazasi gibi
yuksek enerjili travmalarla olusan agik kiriklara, malignansi ve enfeksiyonlara
sekonder gorilir.® Kemik kaybi, travma sirasinda olusabilecedi gibi, yapilan
debridmanlar esnasinda da olusabilir. Bunun disinda, enfeksiyon ya da tumoral
nedenlerle yapilan eksizyonlar ya da konjenital sebepler de kemik defektlerinin
ortaya ¢ikmasinda rol oynayabilirler.?

Kemik defektlerinin tedavisi i¢in gegitli yontemler kullaniimaktadir. Bu amagla
kullanilan baslica teknikler; otojen spongiydz kemik grefti, vaskuler pedikulli serbest
kemik grefti, demineralize allogreft uygulamasi, “spacer” olarak protez uygulamasi ve
distraksiyon osteogenezdir.?

Otolog spongiyoz kemik greftleri, disuk dereceli kontamine ortamlarda ve
osteomyelite bagli kavitelerin doldurulmasinda siklikla kullaniimakla birlikte, en
onemli dezavantaji viicuttan sinirh miktarda greft elde edilebilmesidir.®>**° Ayrica
greft donér alanlarinda agri, hipersensitivite ve parestezi olusabilmektedir.'’*3
Ayrica, bu greft kitlesinin yuk tasiyabilecek gice erigebilmesi icin ¢cok uzun zamana
ihtiyag vardir. Vaskiler pedikulli serbest kemik greftleri ise genellikle alti cm’'den
biyuk kemik defektlerinin tedavisi i¢in kullaniimaktadir. Ancak teknik, cerrahi girigsim
ve immobilizasyon suresinin uzun olmasi ve kaynama sorunlarinin oldukga sik
gorilmesi gibi bir cok ciddi sorunu da biinyesinde barindirmaktadir.®® Allogreftler,
tumoral defektlerin doldurulmasinda basariyla kullanilabilmelerine kargin, bunlarin
kontamine ortamlarda kullanilabilmesi mimkiin degildir.? Kemik bankasindan alinan
homolog greftler donor saha morbiditesi yaratmadan kullanilabilse ve fazla
miktarlarda elde edilebilse de viral-bakteriyal enfeksiyon, alicinin muhtemel immun
cevabi ve yilksek komplikasyon oranlari nedeniyle tercih ediimemektedir.®®
Hidroksiapatit ya da diger kalsiyum seramikleri kemik defektlerinin onariminda
kullanimiyla elde edilen sonuglar ile ilgili literattur bilgileri celigkilidir. Ayrica bu
materyallerin osteoinduktif olmamalari genis kemik defektlerinin onariminda
kullanilmalarini engellemektedir. Kemik defektlerinin onariminda kargilagilan tim bu
gucluklerden dolayr bu defektlerin onariminda distraksiyon osteogenezis hala

onemini korumaktadir.>®



1905 vyiinda Alessandro Codivilla tarafindan baslatilan distraksiyon
osteogenez ile ilgili calismalar, llizarov’un calismalariyla yeni bir ivme kazanmigtir.
1950’li yillarda Gavril Abramovich llizarov tarafindan uygulanmaya baglayan
distraksiyon osteogenez’de teknik, periost ve vaskuler yapiyi koruyarak kortikotomi
yapiimasi ve birka¢c gunluk kisa bir bekleme siresini takiben, sirkiler eksternal
fiksator sistemi ile yapilan distraksiyonla ossifikasyonun uyarilmasi prensibine
dayanmaktadir.? Ilizarov, distraksiyonun etkilerini aciklayan Gerim-Stres Teorisini
aciklamigtir. Bu teoriye gore surekli traksiyon, canli dokularin birgogunda aktif
buyimeyi stimille eden stresler olusturur.®*® Yavas ve siirekli traksiyon sonucu
dokular metabolik olarak aktif hale gelir. Bu aktivasyonun baslica nedeni, dokuya
gelen kan miktarinin artmasi ve fonksiyonel kullanim ile verilen agirhigin stimalator

etki gostermesidir.

Distraksiyon osteogenez, kemik yapinin mekanik olarak uyariimasi sonucu,
hizh bir sekilde canli, lamellar kemik olusumunu saglamasi sayesinde klasik kemik
greftleme tekniklerine alternatif bir yontemdir.>**** Bu sekilde, anatomik bélgeye
uygun kemik rejenerasyonu olusmakta ve kemik grefti uygulamalarinda karsilagilan
%20-40 oranindaki kemik grefti kaybi riski de ortadan kalkmaktadir.’> Ayrica
distraksiyon osteogenez kemigin dogal buyime prosesinin kullanimini ve native
(primer) kemik olusumunu saglamaktadir, ardindan primer kemik ortadan kaldirilir ve

yerine lamelli sekonder kemik olusturulur.®*

Uygulama kolay ve etkilidir, hastanede kalma siiresi minimaldir. U¢ boyutta
duzeltme yapilabilir ve fonksiyonel matriks teorisine gore kas, kemik ve yumusak
doku tedavi edilebilir. Greft kullanilmadan travma, hastalik veya genetik sebepli
defektler tedavi edilebilir. YUz kemikleri orijinal boyutlarinin % 30’'una kadar
uzatilabilir. Maksillada ve mandibulada transvers ve antero-posterior dizeltmeler

yapilabilir. Operasyon sonrasi cerrahi travma, kanama ve sislik daha az olur.”



Distraksiyon osteogenez 4 klinik evrede incelenmektedir:

1. Osteotomi evresi

2. Latent periyot evresi

3. Distraksiyon periyodu evresi
4. Konsolidasyon periyodu evresi

Osteotomi safhasi, distraksiyon apareyinin yerlestiriimesi ve distraksiyon

yapilacak bélgede kemigin birbirinden ayrilmasini igerir.%*>4°

Latent periyot,
osteotomi gerceklestirildikten ve aparey yerlestirildikten sonra beklenen zamandir ve
bu zaman iginde tamir kallusu olugur. Kabul edilen latent periyot 3-7 gun
arasindadir,” fazla beklemek (14-21 giin) prematiir konsolidasyona neden olur.>® Bu
zamandaki histolojik gérintii kirik tamiri esnasindakiyle benzerdir.**** Endosteal ve
periosteal osteogenik hicrelerin proliferasyonu ile birlikte iyi vaskularize grantlasyon
dokusu olusur. Osteogenik hticreler prolifere olur, hasar géren kan damarlari tamir

edilir ve revaskiilarizasyon meydana gelir.®

Distraksiyon safhasi tamir kallusunu gerilim altinda birakir. Distraksiyon kallus
absorpsiyonuna neden olur, bu da iskeletsel biuyume faktorlerinin devamli olarak
aktivasyonunu saglayarak prekapiller hiicrelerin osteogenik hticrelere déntismesine
yol acar. Yeni kemik olusumundan sorumlu oldugu disinulen Gerim-stres etkisi'dir.
Distraksiyon safhasinda aparey uygun oran ve ritmle aktive edilmeye baslanir. Oran;
apareye uygulanan gunlik aktivasyon miktari, ritm ise apareye uygulanan gunlik
aktivasyonun kag béliim halinde yapilacagini gésterir.®

Dordinct ve son safha konsolidasyondur. Bu safhada distraksiyon
tamamlanmig ve istenilen kemik uzunlugu elde edilmigtir, kemik immobilizedir.
Konsolidasyon periyodu fiksasyon periyodudur. Fiksasyon periyodu icin kesin bir
zaman yoktur ama llizarov en azindan distraksiyon zamani kadar fiksasyon

yapilmasi gerektigini séylemistir.’

Distraksiyon osteogenezin en buylk dezavantaji olan uzun tedavi suresi ve

buna bagl olarak olugabilen fibr6z kaynama, kemigin kaynamamasi, kallus ¢okusa,

12,42

uzama kaybi ya da kemigin yanhs kaynamasi gibi komplikasyonlar nedeniyle



kallus formasyonunu hizlandirmak, konsolidasyon stresini kisaltmak ve daha kaliteli
kemik elde etmek amaciyla gesitli yontemler uygulanmistir. Bunlarin arasinda en sik
kullanilanlar; disiik eneriili ultrason?, elektrik stimiilasyonu?*?*, biiyiime hormonlari,
prostaglandin E2%, kemik iligi ekstreleri®®®* demineralize kemik matriksi®®, BMP7
(OP-1), ve TGF B gibi belirli bazi bilyiime faktérleridir.?%°

Caligmalarin bazilari Umit verici olsa da bu galismalarin higbirinin insanda
etkili sonuclari olabilecegi gosterilememistir. Kullanilan bu ydntemlerin etkilerinin
sinirh ya da yetersiz olmasi nedeniyle distraksiyon osteogenez'de yeni kemik
olusumunu hizlandirmak amaciyla aragtirmacilar, klinik ve deneysel c¢aligmalarda
olumlu sonuglar vermis olan kok hiicre ile onarim calismalarina ydnelmislerdir.?
Kemik iligi, periost, kortikal ya da kanselloz kemikten elde edilen kok hucreler ile

distraksiyon osteogenez galismalari yapilmigtir,**%%67122

Ancak kemik iligi, elde edilmesi agrili, genellikle genel anestezi gerektiren ve
saglanan kok hiicre miktari yetersiz olan bir prosedirdiir.?”*#3%47 Kemik iligi disinda
mezenkimal kok hiicre elde etmek icin, kas*®, perikondrium®*, adipoz doku gibi

eriskin dokular da*>* kullanilabilmektedir.

Adipoz doku, kemik iligi gibi gelisimsel plastisite 6zelligi tasiyan ve stromal
bélge icerisinde yer alan multipotansiyel kék hiicreleri barindirmaktadir.**** Adipoz
kokenli hucreleri (AKH) diger kok hiicrelere gére daha avantajli kilan oOzellikleri;
dokudan izole edilmelerinin ve kiltur ortaminda gogaltilabilmelerinin kolayhgi, yiksek
sayilarda ve hizl bir sekilde elde edilebilmeleri (kemik iliginden 500 kat daha fazla)*’
ve dondurularak bankalandiklari zaman fenotipik ve genotipik 0Ozelliklerini

kaybetmemeleridir’*’

Uygun farkhlasma kosullari saglanarak yapilan hicre kulttrlerinde, adipoz
kokenli hdcrelerin  yag, kas, kikirdak, sinir ve kemik dokusu hicrelerine
donusturilebildigi gosterilmistir.® Adipoz kokenli kok hiicreler, bazal farklilasma
ajanlart olan; askorbik asit, beta gliserolfosfat ve deksametazon’a maruz

kaldiklarinda osteoblastik 6zellikler kazanmakta®4?

, ekstraselluler matriks igerisinde
kalsiyum hidroksiapatit depolanmasini induklemekte, osteokalsin, osteonektin,

osteopontin, kemik morfojenik proteinleri, tip | kollajen ve alkalen fosfataz gibi



osteojenik proteinleri salgilamakta ve dolayisiyla osteoblastik 6zellikteki hicrelere
farkhlasmalari sonucunda kemik dokusu benzeri bir hicre kdltird  elde
edilebilmektedir.®

Normal kirik iyilesmesi pluripotent osteoprogenitér hicreler Gzerinden
yurumektedir ve kirik alanina gelen bu hicreler multipotansiyalite 0Ozellikleri
sayesinde osteoblastlara donuserek kemik iyilesmesi saglanmaktadir. Bu temel
bilgilerden yola c¢ikilarak yapilan bu calisma, distraksiyon osteogenez esnasinda
kirk ortamina disaridan hazir adipoz kaynakli pluripotent kok hiicre ve osteojenik
yonde farklilagsmis kok hicre verilmesinin distraksiyon iglemi tzerine olan etkilerini

arastirma amaci tagimaktadir.



4.GENEL BILGILER

Distraksiyon osteogenez islemi aslinda uzatilmig bir kirik iyilegsmesidir.
Distraksiyon osteogenezin karmasik fizyopatolojisinin anlasilabilmesi igcin kemigin
histolojik yapisinin, hasarlanmaya verdigi biyolojik yanitin ve kirik bdlgesine
verilecek olan kok htucrelerin  molekuler biyolojik yapilarinin iyi  bilinmesi

gerekmektedir.
4.1. Kemik Yapisi ve Organizasyonu

Organizmadaki diger bag dokularinda oldugu gibi kemik dokusu da hiicreler,
lifler ve temel maddeden olusmus ancak yapisindaki kalsiyumdan otirt sertlesmis
bir destek dokusudur.®® Kemik son derece iyi organize olmus bir dokudur. Sahip
oldugu molekdler, hicresel yapi ve dokusal dizeni dokme demire yakin gerilme
gucu saglar. Bu 6zelliginin yaninda uc¢ kat hafiftir ve vicut seklini destekler. Kemik
homojen degildir, matriksi organik ve inorganik yapilardan olugan hucreler arasi
madde, hiicreler ve kanalikiillerden olusur.®® Kemikler iskelet sisteminin en énemli
yapitasidir, kaslarla beraber viicut hareketini saglarlar ve sertliginden dolay! hayati

énemi olan organlarin korumasini da tistlenmistir.®® (sekil 1)

Sekil 1: Ogutiilerek cok inceltilmis kuru kemigin mikroskobik fotografi. Hava ile dolu, karanlk
gorinen lakiina ve kanalciklar, birbirleri arasindaki iligkileri ve kan damarlarindan alinan besin

madde akigini gosteriyor.
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Kemik dokusu beslenme, metabolik, endokrin ve mekanik kogullara ¢ok duyarl
bir doku olmasi nedeniyle aktif doku olma 0zelligini tasir. Kompakt ve spongiy6z
olmak Uzere iki ayri formu olan kemik dokusu organik ve inorganik komponentlerden

yapilmigtir.

Kompakt kemik, siki dizilimi olan bogluk icermeyen bir dokudur, spongiy0z
kemik dokusunun ise gevsek, labirent veya bol bosluklu tarzda bir géranima vardir
(Sekil 2). Bu bosluklar kemik iligi ile doludur. Kemik dokusu kikirdak dokusunun
aksine bol damarhdir ancak matriksinin sert olmasi diffizyona elverigli degildir,
dolayisiyla dokunun beslenmesi kanalikillerle olmaktadir. Bu kanalikillerin icinde

kemik huicreleri yerlesiktir.®®

Sekil 2: A: Kortikal kemigi ve siingerimsi kemigin trabekuler kafes yapisini gosteren kalin

kemik kesiti. B: Tipik, geligigtizel kollajen lif dagilimi sergileyen siingerimsi kemik kesiti

Kemik dokusu hucreler arasi kalsifiye materyal olan kemik matriksi ve dort tur
hicreden; mezenkimal kaynakli mitoz yetenegi olan osteoprogenitdr hicreler,
matriks iginde lakiina adi verilen bosluklarda bulunan osteositler, matriksin organik
kisimlarinin sentezini yapan osteoblastlar ile kemigin absorbsiyonu ve yeniden
modellenmesinden sorumlu olan c¢ok cekirdekli osteoklastlardan olusmustur.
(Tablol)
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Hucre Tipi Ozelligi Liflerin Ozelligi Matriks Ozelligi
Osteoprogenitor Yass! sekilli, soluk Tip | kollajenlerdir. Sert ve yogun bir
Hicre boyanmis nikleuslu Lifler belirli araliklarla | matriks vardir.Yapiya
hiicrelerdir, mitoz diizgiin bir dizilim kalsiyum ¢okmusgtur.
yaparlar gOsterir. Bu araliklara | Kanal sistemi ¢ok iyi
hidroksiapatit gelismis olup, burada
kristalleri gokmugstir | damarlar
yerlesiktir(Havers,
Volkmann).
Osteoblast Kubik veya piramidal Hucrelerin
sekilli, uzantili metabolizmasi
hiicrelerdir. Kemik kanalikul sistemiyle
yapiminda rol oynarlar. gerceklesir. Kemik
Sitoplazma koyu bazofilik dokunun, Kompakt
ve grandlludar. (stki dizilimli) ve
Spongiy6z (trabekdllt
veya bosluklu) olmak
Osteosit Oval sekilli, lipid, glikojen Uzere iki formu bulunur
ve pigment iceren
hiicrelerdir. Mitoz
yapmazlar. Uzantil
hiicrelerdir
Osteoklast Kemik yikimini
(rezorbsiyon) saglayan
hicrelerdir. Cok sayida
nukleus icerirler,
sitoplazmada bol
lizozom bulunur. Yikim
icin kullanilan Kollagenaz
ve proteolitik enzimleri
salgilarlar.

Tablo 1:Kemik dokusu hiicreleri ve dzellikleri

Butin kemiklerin i¢ ve disg yulzeyleri, kemik yapan ve tamir eden hucreleri
iceren, i¢ ylzeylerde endosteum, dig yuzeylerde periost'un olusturdugu doku

tabakalari ile ortuladar.®®
4.2. Kemik Matriksi
4.2.1 Organik bolim

Bu yapinin buyidk boluma kollajen liflerden (%90 Tip 1), protein, lipid ve
glikozaminoglikanlardan olugsan temel maddeden (ground substance) yapilmigtir.
Gelismis bir kemik dokuda lifler paralel ve belirli araliklarla aralarinda porlar
birakacak sekilde yerlesmis olup aralarinda hidroksiapatit kristalleri yerlesiktir.®®

Hidroksiapatit kristallerinin ytzeyindeki iyonlar su ile karigiktir ve kristalin etrafinda
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su ve iyon tabakasi olusturur. Hidratasyon kabugu denilen bu tabaka kristaller ile

viicut sivilar arasindaki iyon degisimini kolaylastirir.®®

4.2.2. Inorganik Bolim

inorganik maddelerin basinda kalsiyum, fosfat, sitrat, magnezyum gibi
maddeler gelir. Kalsiyum ve fosfat hidroksiapatit kristalleri seklindedir ve kemik
kollajenlerinin yaninda amorf madde ile birlikte icice organize olmuslardir.
Hidroksiapatit kristallerinin (Cas(POa4)3(OH),) kemikteki 6nemi, kollajenlerle beraber
kemik sertligini ve dayanikhligini saglamasidir. inorganik maddeler kemigin kuru

agirhginin yaklasik %65'ini olusturmaktadirlar.®®

Minerallerin kollajen liflerle iligkisi, kemik dokusunun sertligi ve direncinden
sorumludur. Kemigin kalsiyumu ortadan kaldirildiginda, seklini korur, ancak tendon
kadar esnek bir hale gelir. Cogu kollajenden olugsan matriksin organik kisimlari
cikarildiginda, kemik yine orijinal seklini korur, ama kirilgan hale gelir,

dokunuldugunda kirilir ve ufalanir.®®

4.3. Kompakt (Kortikal, Dens) Kemik Dokusu ve Yapisi

Kompakt kemik kuboid kemiklerde ortu gibi bulunur ve uzun kemiklerin
diafizlerini olusturur. Kortikal kemik bikulme, dénme ve kompresif glclere maruz
kalir.® Kortikal kemik dokusu icinde kemigin uzun ekseni boyunca ve birbirine
paralel olarak uzanan kanallar mevcuttur. Bu kanallara Havers kanallar/ denir
(Sekil 3). Havers kanallari icinde bag dokusu ile cevrili norovaskiler yapilar
bulunur.Kompakt bir kemigin mikroskobik incelemesinde dokunun Havers kanallari
etrafinda 3-7 um kalinliktaki lamellerden, hiicrelerden ve sert bir matriksten olustugu

goralar.

13



Osteosit Osteon

Volkmann

Havers kanali kanah

Sekil 3: Kemik dokusundaki kanallar sistemi

Bir Havers kanaliyla onun etrafindaki lamellerin timtne birden kemigin primer
yapisal birimi olan osteon adi verilir (Sekil 4,5). Bir Havers kanali yan dallarla kemik
iligi ve periosteumla baglanti kurar. Bu yan dallara Volkmann Kanallari adi verilir.
Haversteki damarlar longitudinal tertiplenmis olup yan dallariyla da komsu
damarlarla temastadirlar. Havers kanali 20-100 ym capindadir ve 1-2 adet damar
igerir.

Sekil 4,5: Havers sistemi (osteon) kesiti

Damarlar genellikle kapiller, postkapiller venul veya seyrek olarak arteriol
olabilir. Sert bir matrikse sahip olan kemik dokusunda diffizyon olanagi
olmadigindan kanal ve kanalikillerle kemigin digindan igine kadar iligki kurulur ve bu
sekilde metabolizma icin gerekli maddeler damar ve kanaliklllerle hicrelere kadar
ulasir (Sekil 6).%®
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Sekil 6: Kemige ait lamelleri gésteren uzun kemik diyafiz duvarinin sematik gizimi

4.3.1 Periosteum

Bag dokusundan yapili olan bu tabaka eklem ytizeyleri hari¢ tim kemigi digtan
cevreler. Periosteumun kemige desteklik yapmasinda, beslenmesinde, gelisiminde
ve tamir olaylarinda buyik dnemi vardir. Yapisinda kollajen ve elastik lifler bulunur.
Ayrica Sharpey lifleri adi verilen kollajenler de matriks igine dogru ilerleyerek
periosteumu kemige baglamaktadir. Bunlar dis esas lameller ile ara lamellere kadar

uzanabilirler. Periosteum bol damar icerir ve 2 tabakasi bulunur:
A- Dis tabaka daha c¢ok siki bag dokusu yapisindadir.
B- ic tabaka gevsek bag dokusunda olup hiicreden zengindir.

Tabakalarin her birinin ayri fonksiyonlari vardir. Dis tabaka kollajen ve
elastinlerden yapilidir, metabolizmada rol alan damarlari (ayni zamanda lenfatikleri)
icerir. ¢ tabakanin hiicreleri ise ozellikle kemik yaralanmasinda osteoblast haline

donuserek yeni kemik dokuyu yapar ve o boélgeyi onarirlar. Onarim sirasinda
osteoblastlarin epiteloid hucreler seklinde tabakalasma yaptigi gbzlenir. Bu nedenle
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bu tabakaya osteojenik kat da denmektedir. Kemik onarimina katilan bu htcreler
normal kosullarda aktif degillerdir.®®

4.3.2. Endosteum

Bu tabaka kemik iligi kavitesini ve kompakt kemigin kanal sistemlerini
cevreleyen ince bir retikiler bag dokusudur ve periosteumdan incedir. Kemik icindeki
batin bosluklari astarlar ve tek tabaka halinde yassilasmis osteoprogenitor hticreler
ile cok az miktardaki bag dokusundan olusur.®® Bu tabakanin hem kemik doku hem
de hemopoetik (kan hiicresi yapimi) hiicreleri yapabilme 6zelligi vardir.

4.4. Spongiy6z Kemik Dokusu (Trabekulli Kemik)

Kemigin bu formu da kompakt kemige benzemekle beraber trabekuller
lamelden yoksundur. Buna karsilik bol bogluklu veya trabekiller olugsan adeta petek
gibi bir dokusu vardir. Bu bosluklar kemik iligi ile doludur. Ozellikle uzun kemiklerin
epifizindeki spongiy6z doku basincin veya kuvvetin geldigi yonde dizenlenmistir.
Bdylece yapi ¢ok daha saglam bir hale gelmektedir. Trabekuler kemikler kural olarak
uzun kemiklerin metafiz ve epifizlerinde ve vertebra gibi kiiboid kemiklerde bulunur.
Trabekuler kemigin i¢ hiizmeleri G¢ boyutlu olarak stres yonunde dizilim gosterir ve
sayisi degisir. Boylece kemik maruz kaldigi strese kargi yeniden sekillenmis olur. Bu
olaya Wolff yasas: denir.?°

4.5. Kemik Dokunun Hucreleri

Kemik dokusunda 4 tip hicre ayirt edilir:
m Osteoprogenitor hiicre

m Osteoblast

m Osteosit

m Osteoklast
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4.5.1 Osteoprogenitor Hicreler

Kemigin ana hucreleri olup mezenkimden kaynaklanirlar. Endosteumda,
periosteumun i¢ katinda ve Havers kanallarn gibi bolgelerde bulunurlar.
Osteoprogenitor huicreleri mitozla olgun kemik hicrelerine farklilagsmaktadirlar. Bu
hicreler kemik biyumesinde, zedelenmesi veya kirik tamirinde aktif hale gelerek

bolunurler ve osteoblast hiicrelerine donustrler (Sekil 7).

r Mezankinred hica

gtk last Monei s

Ostesnsit

Sekil 7 : Osteoprogenitdr hucrelerin farklilagmasi

4.5.2. Osteoblastlar:

Osteoblastlar kemik matriksinin organik kisimlarinin dretiimesinden (Tip |
kollajen, proteoglikanlar ve glikoproteinler) sorumludurlar. Kemigin inorganik
kisimlarinin ¢okebilmesi osteoblastlarin varligina baglidir. Osteoblastlar 6zellikle
kemik ylzeylerinde, yan yana, tek katli epiteli andiracak sekilde bulunurlar ($ekil 8).
Bazi osteoblastlar yeni meydana gelmis matriks ile kusatillarak osteosit haline
gelirler. Bu islem sirasinda lakiina adi verilen bosluklar olusur. Lakunalarin iginde
osteosit ve uzantilarn ile az miktarda kalsifiye olmamis matriks vardir. Matriks
elemanlarn, hiicre ylzeylerinden salgilanarak osteoid adi verilen yeni ancak heniz
kalsifiye olmamis matriks tabakasini olusturur. Osteoid yapinin igine kalsiyum
tuzlarinin ¢bkmesi ile organik matriks sertlesir ve bdoylelikle mekanik direng
karsisinda kemigin dayanma guciu artar. Osteoblastlar tarafindan salinan alkalen
fosfataz enzimi, ara madde iginde birikerek kalsiyum tuzlarinin fosfat gruplari ile

birlesmesine olanak saglayarak kemigin mineralizasyonu gerceklesir.”
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Sekil 8: Yanyana dizilimli osteoblast hiicreleri

Kemigin inorganik mineral fraksiyonu kalsiyum fosfat yapisinda olup canli
kemik dokusunda hidroksiapatit kristalleri seklinde yer alr (Sekil 9). inorganik
mineral fraksiyonun %85I kalsiyum fosfat, %10'u kalsiyum karbonat, %21.5'u
magnezyum fosfat, %0.3'0 kalsiyum florir ve %0.2’si kalsiyum klorir'den olugur
(Sekil 10). Alkali tuzlarin orani ise %2 kadardir .
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Sekil 9 : Hidroksiapatit kristalleri ile kemik formasyonu ve kemik mineral bilegenleri

4.5.3 Osteositler:

Kemigin esas hucreleri olup, olgun kemik hicresi adini da alir. Gelisimlerini
tamamlamis  olduklarindan sentez yapamazlar.®® Osteoblastlardan tiireyen
osteositler matriksin arasindaki bogluklarda (lakiina) (Sekil 10) bulunurlar. Her bosluk
icinde bir osteosit bulunur. ince silindirik matriks kanalciklari, osteosit uzantilarini

barindirir. Komsu hicre uzantilari hicreler arasi baglantilarla, birbirleri ile iligkiyi
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saglar ve bu yapilar aracihgi ile molekiller hiicreden hiicreye gecer. Osteositler aktif
olarak kemik matriksinin bakimindan sorumludurlar ve o6lumlerini takiben matriks

erimesi gorulur® (Sekil 11).

Havars Kanalah  Lakina Semant

Sekil 11: Sitoplazmik uzantilari ile birlikte, kemik matriksinin sardigi bir osteositi gosteren
kemik doku kesiti

4.5.4. Osteoklastlar

Osteoklastlar cok bilyiik, dallanmis, hareket edebilen hiicrelerdir.®
Osteoklastlar, kemikte Howship lakiinas/ adi verilen bosluklarda yerlesmislerdir
Kemikte yikimi veya kemik rezorbsiyonunu gergeklestiren hicrelerdir (Sekil 12). 20-
100 ym c¢apinda ¢ok buyik hucrelerdir ve 2 den 50'ye kadar dedisen sayilarda
nukleuslari bulunur. Fonksiyonlarindan dolayr makrofaj tiri hiicre olarak da kabul
edilirler. Ayrica mononuklear fagositer sisteme dahil hiicrelerdir ancak aktif fagositoz
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yapmazlar. Osteoklastlar igerdikleri kollajenaz ve diger proteolitik enzimlerle kemigi
rezorbe etmektedirler. Eritici enzimlerle eritilen kemik dokusu uzantilarla hicre igine

alinmaktadir.

Sekil 12: Kemik dokusunu sindiren tc¢ osteoklast (oklar)

4.6. Kemik Turleri

Ciplak gozle kemik kesitlerine bakildiginda, bosluk icermeyen yogun alanlar
halinde kompakt kemik ve ¢ok sayida birbirine agilan bosluklar igceren suingerimsi
kemik goralur. Ancak mikroskop altinda, gerek kompakt kemik gerekse siingerimsi

kemigin bosluklarini ayiran kemik bolmelerinin histolojik yapisi temelde aynidir.

Uzun kemiklerde, epifiz olarak adlandirilan kiremsi u¢ kisimlar, ince bir tabaka
kompak kemik ile ortilu stungerimsi kemikden olusur. Diyafiz, silindirik kisimdir,
hemen hemen tamami, kemik iligi bosluguna bakan i¢ yilzeylerinde az miktarda
sungerimsi kemik iceren, kompak kemikten olusur. Kisa kemikler, genellikle etrafi
kompak kemik ile ¢evrelenmis stingerimsi kemik merkezine sahiptirler. Kafatasinin
ust kisimlarini olusturan diz kemikler, plaka adi verilen iki tabaka kompakt kemik,

diploe adi verilen siingerimsi kemik tabakasi ile birbirlerinden ayrilmigtir.
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Mikroskobik olarak iki tir kemik vardir: Birincil, olgunlasmamis veya 6rgimsu
(woven) kemik ile ikincil, yetigkin veya lamelli kemik.

Lamelli kemik dogumdan 1 ay sonra olugsmaya baslar. 1 yas civari aktif olarak
orgumsu kemigin yerini alir. Yaklagik 4 yasinda tim normal kemikler lamelli kemiktir.
Kollajen, lamelli kemige anizotrop 6zellik kazandirir. Orgiimsii ve lameller kemik

yapisal olarak trabekuler (spongiy6z) ve kortikal (dens veya kompakt) olabilir.

4.6.1 Birincil Kemik Dokusu

Genellikle birincil kemik dokusu gecicidir ve yetiskinlerde vicutta birkag yer,
Oornegin kafatasi diz kemik eklemlerinin civari, alveollerde ve bazi tendonlarin
kemige girdigi yerler disinda ikincil kemik dokusu ile degistirilir. Orguimsii kemik
immatar, primitif kemiktir, embriyoda, yeni doganda, kirik kallusunda ve buylime
surecinde kemigin metafizer bdlgesinde bulunur. Bu durumlarin diginda kemikte
normalde bulunmayan timér dokusunda, osteogenesis imperfekta ve Paget
hastali§inda bulunur. Orgumsii kemik iri tanelidir ve kemik kollajen lifleri diizensiz,
uniform olmayan sekilde bulunur. Lameller kemige gore ayni hacimde daha fazla
hidcre bulunur, mineral icerigi degiskendir. Nispeten dizensiz kollajen dizilimi
izotropik mekanik karakter saglar ve test edildiginde 6rgimsi kemigin mekanik
davranisi maruz kaldigi strese bagli olarak degismez. Kollajen liflerinin diizensiz
siralanisina ilave olarak, daha az mineral igerik ve ikincil kemige nazaran daha fazla

osteosit icermesi, birincil kemik dokusunun diger ézelliklerindendir (Sekil 13).%°

Mezenkim Kemik blastemas)  Ostecblast  Binnzil kemik
dokusu

Sekil 13: Birincil kemik dokusu olugumu
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4.6.2 ikincil Kemik Dokusu

Ikincil kemik genellikle yetiskinlerde bulunur. Tipik olarak, ikincil kemik dokusu,
kanalciklar igcindeki kollajen liflerin, birbirlerine paralel olarak veya bir damar kanali
etrafinda dairesel olarak dizenlendiklerini goOsterir. Kan damarlarini, sinirleri ve
gevsek bag dokusunu iceren bir kanalin etrafini saran dairesel kemik
kanalciklarindan olusan Havers sistemi meydana gelir. Her Havers sistemini
cevreleyen, amorf madde ¢okeltisinden olusan, icinde az miktarda kollajen lif iceren

minerallenmis matrikse, sement adi verilir.

Kemik dokusu strekli yeniden modellendidi igin, Havers kanallarinin ¢aplari
buyuk degdiskenlik gosterir. Her sistem ardi ardina, ¢evreden igeriye dogru lamellerin
tortulanmasi ile meydana gelir, boéylece heniiz olusmaya baslamis sistemlerin
kanallari daha buyuktir. Yetigkin Havers sistemlerinde, merkezdeki kanala en yakin

lamel, en yeni olusmus olandir.

4.7. Kemik Histogenezi ( Kemik Olugumu)

intramembranéz ve Enkondral olmak tzere iki tir kemiklesme vardir.
Bunlardan intramembrantz kemiklesme bag dokusu, enkondral kemiklesme ise
kikirdak dokunun katilimiyla olusmaktadir. Kemiklesme hangi tirde olursa olsun ilk
olusan kemik dokusu primer kemik yani olgunlagsmamig kemiktir. Olugan bu primer
kemik kalici olmayip yerini esas yani olgun lamelli kemik dokuya birakmaktadir.®®

4.7.1 intramembrandz Kemik Olusumu

Kemigin bu sekildeki olusumu bag dokusu tarafindan gergeklestirilir.
Organizmada kafatasini olusturan frontal, pariyetal, temporal kemikler ile gene bu
tur kemiklesmeyle olusmaktadir. Bu kemiklere membran kemikleri de denmektedir.
Kemigin gelismesi su sekilde olmaktadir: Once mezenkim hiicreleri damarlar
etrafinda toplanirlar ve cogalirlar, aradaki bosluklar sertlesmemis matriks ve icindeki
kollajen liflerce doldurulmustur. Mezenkim hucreleri osteoblastlara donigebilen
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hacrelerdir. Bu hicreler hiicrelerarasi madde ve lif sentezini de yaparak osteositlere
farklilagirlar. Bu bdlgeye kemiklesme merkezi adi verilir (sekil 14).

Oateoklast  Mezenkim Henilz meydana galmis
| Osteosit

Sekil 14: intramembrandz kemiklegsme. Osteoblastlar hiicreleri hapseden kiyi seridi gibi bir

matriks yaparak kollajen sentezler.

Olugsan kemik spongiy6z (trabekuler) yapidadir ve lamel icermez. Araya heniz
kalsiyum bilesikleri de ¢okmemistir ve osteoid doku adini alir. Damar c¢evresindeki
osteoblastlarin osteositlere donuserek bosalttiklari yerlere arkadan yeni hicrelerin
gelmesiyle olayda devamlilik saglamaktadir. Trabekuller buaytr, cogalir ve
anastomozlagarak spongiy6z kemik dokusu sekillenmis olur. Bu tir kemiklesmede
periosteum ve endosteum kemiklesmeye katilmayan bag dokusu tarafindan
yapilmaktadir. Trabekullerarasi bosluklardaki bag dokusu da kemik iliginin miyeloid
veya hemapoetik dokusuna déniismektedir.®®

4.7.2 Kondral Kemiklesme
Bu tir kemiklesme intramembrandz kemiklesmeden biraz farkhdir.
Kemiklesme hyalin kikirdak hicreleriyle olugsmaktadir. Bu nedenle intrakartilagintz

kemiklesme de denmektedir (Sekil 15). Organizmanin uzun ve bazi kisa kemikleri
bdyle gelisir. Kondral kemiklesme perikondral ve enkondral olmak tzere iki tiptir.
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Sekil 15: intrakartilagindz kemiklegme

4.7.2.1 Perikondral Kemiklesme

Kikirdak yuzeyindeki mezenkim kaynakli hicreler osteoblastlara donligerek
bu bélgede tabakalasma yaparlar ve ara maddeyi salgilayarak osteosit haline
donuagurler. Bu olayi kalsifikasyon izler, sonugta ise diyafizin ortasinda ve daha sonra
da uclara dogru gelisen ve kikirdagi cevreleyen bir perikondral kemik dokusu ortaya
cikar. Kemiklesme tamamlandiktan sonra perikondriyum periyosteum adini
almaktadir. Bu kemik kompakt yapidadir ve bu yolla kemigin enine blyumesi

saglanir.

4.7.2.2 Enkondral Kemiklesme

Bu tir kemiklesmede kikirdak hiicreleri énemli rol almaktadirlar. Ozellikle
uzun kemiklerin gekillenmesi bu yolla olur. Bu tur kemiklesme esas olarak kikirdak
hiicrelerinin 6zellikle uzun kemiklerin diyafiz bolgesinde birtakim degisimleri seklinde
olmaktadir. Diyafizdeki kemiklesme primer kemiklesmedir ve bo6lge tamamen
kemiklesinceye kadar devam eder. Bunu epifiz bolgesindeki kemiklesme izler ve
sekonder kemiklesme merkezi adini alir. Epifizdeki eklem kikirdagi ise

kemiklesmeye katilmaz (sekil 16).
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Sekil 16: Hiyalin kikirdak model lizerinde bir uzun kemigin meydana gelisi

Sonug olarak perikondral kemiklesme perikondriyumun osteojenik aktivitesiyle,
enkondral kemiklesme ise kondrositlerin yani hyalin kikirdak hiicrelerin gogalmasi ve
diger bir takim degigiklerle meydana gelmektedir (Sekil 17). Kemik bir yandan
devamli olarak yapilirken bir yandan da osteoklastlarca yikima ugratiimakta ve bu iki

olayin uyumlu calismasiyla kemik normal formunu korumaktadir.

Sekil 17: Kikirdak matriks (pembe) kisa bir stire 6nce sekillenmig kemik dokusu ile értaladur
(kirmizi). Yeni kemigin olusturdugu bosluklari kemik iligi ve yag hicreleri doldurur
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4.8. Kemigin Hasarlanmaya yaniti (Kirik lyilegmesi)

Digtan veya igten gelen zorlamalarla strese maruz kalan kemigin anatomik
batinltgunin bozulmasiyla kirik meydana gelir. Fizyolojik reaksiyonlar, bozulan
kemik bdutinliguniun yeniden saglanmasina yoneliktir. Kemik, skar dokusu
olusturmaz ve yeniden yapilanmayla iyilesir. Kirik iyilesmesi, kirik olugtugu andan
itibaren baslar, diizenli kemik doku ile kirik uglari birlesinceye kadar devam eder.”
Kirik iyilesmesi, temelde bir bag dokusu iyilesmesi seklindedir, yumusak dokudan
farkhligi, osteoblast ve osteoklastlarin aktiviteleri ile 6zellesmis kalsifiye kemik

dokusu olugsumudur.

Yaralanan dokunun vyerini fibr6z skar dokusunun aldigi yumusak doku
iyilesmesinin tersine, kemik dokusundaki iyilesme yeni kemik dokusu olusumu ile
sonlanir. Eger kemik dokusunun iyilesmesi sonucunda fibréz doku olusmussa, bu
olay kirigin iyilesmemis oldugunu gosterir. Kirik iyilesmesi olayr makroskopik olarak
19. yuzyil sonlarina dogru, mikroskopik olarak ise 20. yuzyll ortalarina dogru
aydinlatilmaya baglanmistir. Ancak ginimuzde gelinen son noktada dahi tam olarak

aciklik kazanmamis bélumler mevcuttur.®

Birincil kirik iyilesmesi, rijit internal fiksasyon sonra gorilen bir olaydir. Belirli
bir dis kallus olugsmadan sadece i¢ kallusla devam eden kontakt iyilesmesidir. ikincil
kirk iyilesmesi, kirik kapali yontemle, ameliyatsiz tedavi edilirse meydana gelir.

Ikincil kirik iyilesmesi uygun bir sekilde evrelere bélunenbilir.
De Palma’‘ ya gore kirik iyilesmesi dért fazda incelenir:"*(Sekil 18)

1- Birincil hiicresel kallusun olusum fazi
a-Hematom fazi
b-Birincil hiicresel kallusun olusumu
2- Hucresel kallusun damarlanma fazi
3- Hicresel kallusun kemiklesme fazi

4- Kemigin yeniden gekillenme fazi
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KIRIK IYILESMES] SURECI

Hatt 1 Hafta 2-3

Hernatom Yurnusgak kallus
Hafta 4-16

Hafta 17 ve sonras

Sert kallus ¥eniden gekillenme

Sekil 18: Kirik iyilegmesi streci

Cruess ve Dumont’ a gére ise ikincil kirik iyilesmesinin 3 evresi vardir:"*(Sekil 19)
1- Yang! (Enflamasyon) evresi,
2- Onarim (Reperasyon) evresi,

3- Yeniden gekillenme (Remodeling) evresi.

INFLAMASYON ~— ONARIM YENIDEN
EVRESI EVRESI SEKILLENME
EVRESI
e
CE e
VA SR
2 i R
U R
2 R
LU e
Dl D ele el e e RS
410%-— - 70% >

40%
ZAMAN

Sekil 19: Kemik onarim evreleri

Bu evreler birbiri ile iliskilidir ve gegcici olarak birbiri ile igice girebilir.>"



1-Yang/(Enflamasyon) Evresi (1-4 gln)

Bir kemik kingi matrikste hasara, hicrelerde 06lume, periosteum ve
endosteumda yirtiklara ve kirik kemik uglarinda yer degisimine neden olur. Tim
doku travmalarinda, dolayisiyla kiriklarda, ilk verilen yanit enflamasyon yani

yangrdir.

Travmanin siddetine bagh olarak, kirik uclari komsulugundaki periost ve
cevre yumusak dokular vyirtilarak, damarlar yaralanir. Kirik uclarini karsilikli
caprazlayan kan ve lenf damarlarinin yaralanmasiyla bu ugclar arasindaki kemik
iliginde ve etrafinda kan ve lenf sivisi toplanir. Bu sivi birikerek periostu kaldinr
(Sekil 20). Kanamanin durmasini ve pihtilasmayl saglamak icin trombosit ve
trombotik faktorlerin toplanmasiyla molekiler aracilar yaralanma bolgesine salinir.
Kanamanin pihtilasmasi ile kirik uclari arasinda, periost altinda ve periost

yirtilmigsa bunun etrafinda hematom olusgur.

Kortikal ket

a
Kemik iligi -

Periost
Kirk I

hematomu

Sekil 20: Kirikk Hematomu

Hematom saglam yumusak dokular tarafindan sarilir. Kirik hematomunun
ikincil kirik iyilesmesinde onemli bir rolu vardir. Hematomun basinci kirik uglarinin
bir arada tutulmasina yardim eder. Acik kiriklarda kirik hematomunun disariya
bosalmasi ile kirik iyilesmesi gecikir veya hi¢ olmaz. Deneysel olarak hematom
organize olduktan sonra cikarildiginda osteojenik uyarinin biyuk bir kisminin yok

oldugu 6ne surulmastir.
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Olasilikla, kirik hematomu onarim hicrelerinin  gicini kolaylastiracak
fibrinden bir yapi iskeleti saglamaktadir.”® Ayrica kirik hematomu ortamindaki
trombositler ve hucrelerden biyume faktori ve diger proteinler salinir. Bunlar, kirik
onariminda yeri olan hicre gocunde, periosteal hiicre cogalmasinda ve onarim
dokusu matriksinin sentezinde aracidirlar.’> Bu matriks daha sonra mineralize olarak
orgiimsii kemigi olusturur.” Kirik olduktan sonra gegici bir arteriyoler daralmayi
arteriyol, kilcal damar ve vendullerin geniglemesi izler. Bunun nedeniyse dokudaki
mast hdcrelerinin kirik bélgesine histamin salgilamasidir. Ayrica kilcal damar zar
gecirgenligi artar. Vazodilatasyon ve plazma eksudasyonuna bagli olarak, kirik
bolgesinde ilk 24 saat icinde ddem olusur. Polimorf ¢cekirdekli I6kositler, monosit ve

lenfositleri iceren akut yangi hiicreleri, 6demli bolgeye dogru gé¢ eder.
2-Onar/im (Reperasyon) Evresi (2-40 gin )

Onarim evresi kirik iyilesmesinde en o6nemli kisimdir. Ik basamag:
hematomun organize olmasidir. Lokal aracili mekanizmalarla hassaslasan oncu
hicreler, yeni damar, fibroblast, hiucreler arasi madde, destek hucreleri ve diger
hicreleri olusturmak lzere farklanmaya ve dizenlenmeye baglar. Kirik hattindaki
hiicresel aktivitenin baglamasi igin gerekli uyarim karmasiktir. Kimyasal , elektriksel
ve mekanik faktorler s6z konusudur. Tamir igin gerekli hiicre ¢gogalmasinin olusumu,
muhtemelen travma bdlgesindeki elektriksel akimla baglamaktadir. Bu akim kirik

alaninda en yuksektir ve daha sonraki 2-3 hafta icinde yavag yavas azalir.

Onarim evresi, kirik olusumundan sonraki saatlerde baslasa da yapisal olarak
tipik hale gelmesi 7-12 gun surer. Onarim mekanizmasinda rol oynayan hucreler
mezenkimal kokenli ¢ok yonli gelisim gucine sahip (pluripotent) htcrelerdir.
Cogunlukla kirik bolgesindeki granulasyon dokusunun iginden, ayrica periosteumun
osteojenik tabakasi ve daha az olarak da endosteumdan kdken alirlar. Bu hicreler
farklanmaya basladiginda, ilk degigiklige ugrayan hicreler, kilcal damarlarla
hematom icine giren fibroblastlardir. Uglincii gunde karsi kirik uclarinda yogun
mezenkimal hiicre mevcudiyeti vardir. Bu hicreler kirik parcalari arasinda yumusak
bir granulasyon dokusu olusturur. Periosteal ve endosteal osteojenik hucrelerle,
fibrin matriksteki fibroblastlarin ¢ogalp farklilasmasiyla, bu granilasyon dokusu

olusur.
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Fibroblastlar ~ kollajen  sentezlerken, kondroblastlar  kollajen  ve
glikozaminoglikan, osteoblastlar ise osteoid salgilarlar. lyilesen kemigin gerilmeye
kargi dayanikhligi, icerdigi kollajen kapsamiyla yakin iligkilidir. Kallusun boyutu
kingin hareket derecesiyle dogru orantilidir. lleri yaslarda bu hiicrelerin farklanma
kapasiteleri azalir. Periosteumun hasar gormesi ya da ortamdan uzaklastiriimasi
kirik iyilesmesini yavaslatir.” Kirik bélgesinde mezenkimal hiicre cogalmasi ilk 16
saatte saptanmistir. Bu c¢ogalma, kirikk sonrasi 32 saatte en Ust dizeye cikar.
Olusmaya baslayan kan damarlari 2-3 gunde i1sik mikroskobik diizeyde gorunir hale
gelirler ve 1. haftada belirginlesirler.

Kirik iyilesmesinin ilk donemlerinde periosteal damarlar, ge¢c donemdeyse
besleyici (nutrisyen) damarlar, kilcal damar tomurcuklanmasina yardimci olur. Fakat
kilcal damar gelisimi osteojenik hiicre cogalmasi kadar hizli olmadigindan,
beslenmenin daha iyi oldugu kemige yakin seviyedeki hicreler, osteoblastlara

dénasdr.

Kemige yakin olmayan, yakaligin orta kismindaki hiuicreler dolagim yoninden
fakirdir. Bu boélgedeki kilcal damarlarin gelisim hizi, hiicre cogalmasinin hizina uyum
gosteremediginden, hicreler kondroblast ve kondrosite farklanarak kikirdak dokuyu
olusturur. Osteoblast haline gelen kanlanmanin vyeterli oldugu bdlgelerdeki
hicrelerse trabekulleri olusturur. Boylece en dis tabakada kikirdak dokunun dstind
Orten periostun derin tabakasindan cogalan osteojenik hicreler, orta tabakada
kikirdak doku, daha derinde ise kemik trabekdulleri bulunur. Zamanla her iki kirik
parcasi da ucunda olusan yakalik tarzindaki kitle birleserek, kiriga buttnlik saglayan
dis kallusu olusturur. Dis kallusun devam eden gelisimi esas olarak kemik
hicrelerinin  ¢ogalmasina ve kikirdak dokudaki (orta tabakada) interstisiyel

blytmeye baghdir. Ayni sekilde ilik boslugunda da ayni olaylar birbirini takip eder.

Endosteum ve iligin osteojenik hicresinden gelisen trabekdillerle, iligin
koprilenmesi olusur ve i¢ kallus meydana gelir. ilk 7- 12 giiniin sonrasinda yumusak
kallus kitlesi (prokallus), fibroz doku ve kikirdaktan olusmustur ve kikirdak sahasini
cevreler.>” Kirik kemik ugclari, ic ve dis kallus gelisimiyle cok saglam bir yapiya
kavusur. Sert kallus olugumu, yetigkinlerde ¢cocuktan ve kompakt kemikte trabekuler
kemikten daha yavas meydana gelir. Yaralanmadan sonra kallus olugmasi ve
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mineralizasyonu 4-16 hafta arasinda zaman gerektirir. Kallus olusumuyla beraber
kaynamanin olustugu soylenebilir (Sekil 21). Bununla beraber, kaynama hentiz son
noktasina ulagmis degildir, onarim evresinin ortasinda, kallusun gereksiz ve etkisiz
kisimlarinin geri emilimi ve trabekuiler kemigin stres cizgileri boyunca uzanmasi ile

yeniden gekillenme evresi (remodeling) baslar.

Furiaet Poviteilind = (9 godu e Kamd Wenl mapsong podmig biregd Ranis

I
|y b [t esm)

Sekil 21: Periosttan ve endosteumdan hiicre cogalmasi ile yeni bir kemik dokusunun olugsumu

sayesinde kirik bir kemigin onariimasi

3- Kemigin Yeniden Sekillenme (Remodeling) Evresi (25-100 giin)

Kemigin sekillenmesi en uzun evre olup, aylar yillar strebilir. Bu evre gugclu
ama duzensiz sert kallusun, normal veya normale yakin gugteki daha duizenli
lameller kemige dontdsimuidir. Onarim evresinin ortasinda baslayip, normalde

insanlarda 4-16 hafta surerken, yillar boyunca da devam edebilir.

Yeniden sekillenme evresinde 4 olay gerceklesir:

1- Kalsifiye kikirdak, osteoid dokuyla degiserek bir gesit birincil trabekuler doku
olusur.

2- Lameller kemik bu dokunun yerini alir.

3- Kompakt kemik uclarindaki kallus, lameller kemikten yapilmis ikincil osteonlara
degisir. Lameller kemik, kas kuvveti ve mekanik streslere paralel olarak diizenlenmig
osteonlardan olusur.

4- llik kanali dereceli olarak yeniden sekillenir. Kanal icindeki kallus, osteoklastlar

tarafindan geri emilir ve bosluklar yeniden dizenlenir.
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1892’'de Wolf iskelet sistemi yapisinin, bu sistemin mekanik ihtiyacina
uygunluk gosterdigini, daha sonra kendi adiyla anilan kanun ile tanimlanmisgtir. Wolf,
islev yani stres arasindaki iligkiyi ortaya koymustur. Bu kanuna goére kemigin islevsel
durumundaki degigiklik, dokuda yapisal degigikliklere yol a¢gmaktadir. Bu kanun
gunimizde de kemigin yeniden sekillenmesinde temel bir kural olarak kabul
edilmektedir.

Mekanik strese maruz kalan kemigin konveks yuzl pozitif, konkav yizu ise
negatif elektrikle yiklendiginden, osteoklastik aktivitenin hakim oldugu konveks
ylzde geri emilim ve osteoblastik aktivitenin hakim oldugu konkav yuzde ise yeni
kemik yapimi olmaktadir. Yani, “kingin konkav tarafinda kemiklesme, konveks
tarafinda geri emilim” olur. Bu evreden sonraki kemigin tiraglanip yeniden eski haline

dondugu sekillenme evresi 1-2 yil surer ve yalniz gocuklar ve adolesanlarda goruldr.

4.9.Kirik lyilesmesinin Regiilasyonu:

Kirnk olusumu sirasinda osteoblast ve osteoklastlar iyilesme igin yeterli
miktarlarda degildir. Bu donemde kirik iyilesmesi onclu ve destek hucreleri, kilcal
damar, lenf ve sinir sistemi ve yerel aracili mekanizmalarla saglanir. Kirik sahasinda
yerel olarak dretilen ya da kan dolasimiyla gelen, bolgesel seviyelerde kemik
dengesini koruyabilen kenetleyici faktorlere ihtiya¢c vardir. Bu faktorler arasinda
prostaglandinler ile kemik uyarici faktorler sayilabilir.

4.9.1-Prostaglandinler:

Hucre membraninda bulunan arasidonik asitten meydana gelen yag
asitlerinden tureyen lipid bilegikleridir. Arasidonik asitten siklooksijenaz enzimi
yardimiyla herbiri doymamis baglantiya sahip iki yan zincirle birlikte bir veya iki halka
yapidan meydana gelen degisik PG’ler olusur. Hiicre duvarinin onarimi ve kollajenin
yaralanmalarinda sentezlenir. Inflamatuar hiicrelere kemotaktik etkiye sahiptir ve

akut iltihabi reaksiyonun énemli aracilaridir.

Guglu vazodilatatordurler, hicre c¢ogalmasini hizlandirirlar. Lenfositlerin
antikor yapimini diizenlerler. Hiicre icine ve digina Ca* hareketini kolaylagtirir. PGE2

32



ve PGI2'nin rezorbsiyon gucu fazladir. PGE1 ve PGE2 yeni kemik yapimini arttirir.
PGF2a, kondrogenezis ve kondroliziste etkilidir. Kemik geri emiliminde yer alan
ajanlardan EGF, TGF-a, PDGF, bradikinin ve trombin etkilerini PGE2 aracihgiyla
gostermektedir. PGF’nin de kemik gelisimini hizlandirdigi hakkinda gorusgler vardir.

4.9.2-Kemik Uyarici Faktorler:

Farklanmamigs mezenkimal hicrelerin mitozunu destekler ve yeni kemik
hicrelerinin olusumuna yol acgarlar. Bu uyaricilar; buyime faktorleri, sitokinler ve

hormonlardir.

TGFB: Donistirict  bilyume faktoridir. inflamasyon ve doku onarimindan
sorumludur. Tam hicreler molekiler formlarinin birinde TGF@ olustururlar ve tim
hicreler bu faktorin reseptorine sahiptir. En 6nemli kaynagr kemigin hicre disi
matriksi ve trombositlerdir. TGFB kondrosit ile osteoblastlarda sentezlenir ve
enkondral kemiklesme sirasinda hicre digi matrikste birikir. Onarim zincirinde rol
almak Uzere trombositlerden de salinir. Makrofajlardan salinan en gugli kemotaktik
ajandir. Hucrenin integrin reseptorlerini  uyarmak yoluyla hicredigi matriks
bilesenlerinden olan kollajen , fibronektin ve proteoglikanlarin olusumunu artirir. Bag
dokusunda hasara yol agan proteolitik enzimleri baskilar. Sonug¢ olarak granilasyon

dokusu olugsumuna etki eder.

BMP: Yaralanan kemik kaynakli morfogenetik proteindir. Mitojenik ve donustirucu
bir faktordur. Mezenkimal hicrelerin kikirdak ve kemik hucrelerine farklilasmasina,
ektopik kemik uyariminin artmasina neden oldugu ileri strtlmustir. BMP 1-10 olmak
tzere 10 alt grubu vardir. Bunlardan BMP- 1, TGFf ailesinin alt grubuna bagl

degildir. BMP- 7 osteojenik protein 1, BMP-8 ise osteojenik protein 2 olarak bilinir.

FGF: Fibroblast kaynakh buyime faktoridar. Kikirdak ve fibroblastlar igin
mitojeniktir. Kikirdak olusumu asamasinda kallusu genigletir. Yuksek dozda kemik

gerilimini arttirir.

PDGF: Trombosit kaynakh biyume faktérudir. Fibroblast ve kemik hicreleri icin
mitojeniktir. Kirik sahasinda yerel olarak bulunabildigi gibi kan dolagiminda da
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bulunmaktadir. Bag dokusunda kollajen sentezini artirir. Fibroblast ¢ogalmasini,
mezenkimal hiicre mitozunu, monosit ve makrofajlarin kirik bélgesine gogunu arttirir.
PDGF uygulamasiyla kallus yogunlugu ve hacmi artmistir. interlokinler: Makrofaj ve
monosit kokenlidir. IL-1 fibroblast cogalmasi, kollajenaz ve PGE2 uretimiyle ilgilidir.
Ayrica osteoklastlar tzerine etkiyle kemik geri emilimini de etkiler.

IGF: Kollajen ve matriks sentezini ayrica osteoblast sentezini uyarir,

Plazma Fibronektini: Yeni damar olugumu igin mitojeniktir.

Somatomedin C: Iskelet sistemi (izerinde bilyime hormonunun arasindadir.
Kondroblastlarin bdlinme ve farklanmalarini, ayrica kemik matriksi olusumunu
hizlandirir.

EGF: Epidermal buyime faktortadir. Kemik geri emilimini hizlandirir.

CDGF: Kondroblast kokenli bilyiime faktoriidur. Iki tipi vardir ve Tip Il kollajen ve

hiyaluronik asit igin diizenleyicidir.

MDGF: Makrofaj kaynakli biytume faktoradur. Siganlarda osteoblast benzeri hiicreler

ve kondrositler igin mitojeniktir.

ECGF: Epidermal hucre kaynakli buyime faktorudur. Kikirdak ve kemik igin

mitojeniktir.

ECDGF: Endoteliyal hiicre kaynakli bayumefaktorleridir. Yeni damar olusumu icin

mitojeniktir.

Ostrojen: Reseptor aracili mekanizma ile kemik iyilesmesini uyarir. Spesifik IL-1

inhibitdrd salinimini modiile eder.

Tiroid Hormonlarr: Osteoklastik kemik rezorbsiyonunu stimule eder.



Glukokortikoidler: PTH’1 arttirarak barsaklardan Ca+ absorbsiyonunu inhibe ederler,

dolayisiyla osteoklastik kemik rezorbsiyonunu arttirirlar.

Paratiroid Hormon: Aralikh salinimi osteoblastlari ve kemik formasyonunu stimile

eder.

Buylime Hormonu: IGF-1 (Somatomedin-C) tzerinden etki eder. Kallus formasyonu

ve frakttr gucind arttirir.

Vaskiuler Faktorler:

Metalloproteinler: Damar invazyonunu saglayabilmek igin kemik ve kikirdaklari

delerler.

Anjiyojenik faktorler:

VEGF: Yeni damar olusumunu stimile eder.

Anjiyopoetin: Daha bluyuk damarlari ve dallanmalarini kontrol eder.
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4.10. DISTRAKSIYON OSTEOGENEZ TANIMI VE GELIiSIM SURECI

Kallus distraksiyonu, kallotazis, osteodistraksiyon olarak da adlandirilan
distraksiyon osteogenez iskelet deformiteleri onariminda, kemik defektleri

onariminda ve kemik uzatmada kullanilan cerrahi bir islemdir.?®"*

Buyluk kemik defektleri genellikle atesli silah yaralanmasi veya trafik kazasi
gibi yiiksek eneriili travmalarla olusan Gustilo tip Il acik kiriklarda gériiliir.” Kemik
kaybi, travma sirasinda olugsabilecegi gibi, yapilan debridmanlar esnasinda da
olugabilir. Bunun diginda enfeksiyon, timoral nedenlerle yapilan eksizyonlar ya da
konjenital sebepler de kemik defektlerinin ortaya ¢ikmasinda rol oynayabilirler.?

Genis kemik defektlerinin gunimuzdeki tedavi yaklasimi temelde greft disi
onarim teknikleri (distraksiyon osteogenez) ve greft ile onarim teknikleri
(biyomateryal implantlar kullanilarak otolog, homolog ya da heterolog kemik greftleri)
olarak iki gruba ayrilabilir.*®

Distraksiyon osteogenez, asamali traksiyon teknigi ile birbirinden dereceli
olarak ayrilan kemik segmentleri arasinda meydana gelen yeni kemik formasyonuna
ait biyolojik bir olaydir. Ayrilan kemik segmentleri arasinda, distraksiyon kuvveti
uygulanmasi ile bir iyilesme kallusu olusumu sonucu baslar ve doku uzayana kadar
devam eder. Kemige uygulanan distraksiyon kuvvetinin ¢evre dokularda tansiyon
olusturmasiyla beraber distraksiyon biyogenezi olarak adlandirilan adaptif
degisiklikler gorilmeye baslar. Distraksiyon boyunca olusan rejenerasyon, Gerim-
stres etkisi olarak adlandirilir (Sekil 22).7
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Sekil 22: llizarov tipi distraktor

Dereceli distraksiyon ile meydana gelen tansiyon streslerinin etkisi altinda
deri, fasya, kas, tendon, kikirdak, kan damarlari ve periferal sinir gibi farkli tip
dokularda aktif histogenez meydana gelmektedir. Distraksiyon osteogenez kemik
uzatilmasi, deformite duzeltiimesi ve genis defektlerin doldurulmasi gibi ortopedik

cerrahi islemler ile taninmis ve giincel bir tedavi haline gelmistir.”’

Tipta kemik fragmanlarinin  mekanik manipulasyon prensipleri eski
zamanlardan beri Uzerinde durulan bir konu olmustur. Hipokrat 2000 yil kadar 6nce
kizilcik agacindan yapilmis dort adet kismen bikulmus gubuk ile birlestirilmig iki adet
halkadan olugan eksternal bir aparey kullanmistir. Kemik segmentlerine uygulanan

tansiyon kuvveti gcubuklarin btukilme miktarlari ile kontrol edilmistir.
Kemik kiriklarina yonelik ilk devamli traksiyon Guy de Chauliac'in 14.
yluzyildaki calismalar ile ortaya cikmigtir. 1826’da John Barton, kemigin ilk defa

cerrahi olarak ayrilmasi ve osteotomi islemini uygulamigtir.(77)

O donemde antibiyotikler ve aseptik cerrahi teknikler mevcut olmadigr ve
enfeksiyon riski ¢ok fazla oldugu igin osteotominin rutin bir prosedir haline gelmesi
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biraz daha gecikmistir. Eksternal iskeletsel fiksasyonun tarihgcesi ise Joseph
Malgaigne ile baslar. Arastiricinin basit eksternal cercevesi, deri icinden patella
fragmanlarina yerlestirilip bir vida ile birlegtirilen iki ¢ift kancadan olusmaktadir. Bu
aparey kemige direkt olarak tatbik edilen ilk apereydir ve mekanik bir kuvvetin iskelet
sistemine direkt olarak aktariimasini saglamaktadir.

Bu noktadan itibaren eksternal iskeletsel fiksasyon go6zle gorulir bir asama
kaydetmistir.”” 1905 de Alessandro Codivilla femura yaptigi oblik bir osteotomi
sonras! eksternal iskeletsel traksiyon amaciyla ilk defa ekstremite uzatma teknigini
uygulamistir.>®”"**2 Yyillar gectikce bircok cerrah osteotomi teknidi, distraksiyon
protokoll veya kemik fiksasyon apereylerini modifiye ederek Codivilla'nin “devamli

ekstansiyon” prosedurini modernize etmigtir.

1908 yilinda Paul Magnusson kopeklerde yaptigi deneysel calismalarla
periost ve endosteumun biyolojik potansiyelini ortaya cikarmistir.”” Akut kemik
uzatmasinin ardindan olusan spontan kemik iyilesmesi (izerine calismistir.>®
Eksternal fiksatorii ekstremite uzatiimasinda ilk kullanan Ombredanne’dir (1912).>°
Oblik osteotomi ile uyguladiktan sonra 5 mm/gin olacak sekilde 8 gun distraksiyon

uygulamig ancak cilt nekrozu ve enfeksiyon komplikasyonlari olugtugunu bildirmigtir.

1921’de Vittorio Putti femuru uzatmak icin tek tarafli fiksator olan Osteoton’u
dizayn etmistir. Putti yavas distraksiyon uygulamigtir. Otuz giin, gunde 2-3 mm
distrakte etmigtir, yayinladigi on vakalik seride savas yaralanmasi olan hastalarda 8-
10 cm'ye varan kemik uzatmalari gerceklestirmistir. Leroy Abbott “U” sekilli
osteotomi ile kombine olarak ekstremitenin her iki tarafinda gergeveye tutturulmus

pinler kullanmistir.”’

Kemik formasyonunu uyarmak igin latent periyot kavramini ilk kez Abbott
belirtmigtir (1927). Abbott uzatma miktarinin toplam 5 cm, gunlik miktarin da 3
mm’'den fazla olmamasi gerektigini bildirmistir. 1920ler boyunca distraksiyon
osteogenez prosedurinde ileri modifikasyonlar ve g6zle gorulur gelismeler
saglanmistir. 1932 yilinda Edward Haboush ve Henry Finkelstein yeni bir osteotomi
tekniginden bahsetmislerdir. Bu iki arastirici cerrahi kemik seperasyonunun yapildigi
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seviyede periostu saglam birakmislar ve bu alanda kemik fiksasyonunun daha ¢abuk
oldugunu goérmuslerdir. 1942°'de Brockway ve Fowler Abbott teknigini kullanarak
tedavi ettikleri 105 hastalik uzun dénem sonuglarini yaymlamiglardir. Tedavi suresi
her santimetre icin yaklasik 3-4 ay siirmustir.>®

Klasik kraniyofasiyal distraksiyon ise ilk olarak iki alman cerrah tarafindan
uygulanmigtir. Rosenthal 1927 de mikrognatili hastanin mandibulasinda kemik
uzatmasini gerceklestirmis ve Wassmund 1926 da maksiller hipoplazili hastada
distraksiyon osteogenezisi uygulamistir. Bu basarili sonuglarin ardindan ortopedik
cerrahinin yanisira Pierre Robin sendromu gibi bircok kraniyofasiyal deformitede,
Nager sendromu’nda, TME ankiloz’'da, tumoOr rezeksiyonu cerrahisi sonrasi,
posttravmatik buyume geriligi, midfasiyal ve zigomatik hipoplazide de kullaniimaya
baslanmistir.?® Snyder 1972 yilinda képek mandibulasina distraksiyon uygulamistir.
Aytemiz 1978 yilinda eksternal mandibular distraktor ile klinik calismalar yapmistir.
1989’'da McCarthy sendromik insan mandibulasinda distraksiyon osteogenez ile
basarili sonuclar elde etmistir.”®

Gecikmis iyilesme, birlesememe, deformiteler ve c¢ergevenin c¢ikarilmasi
sonrasi frakttr olusumu gibi kemige ait ve sinir zedelenmesi ve eklem daralmasi gibi
yumusak doku ile iligkili olaylar, olasi distraksiyon osteogenez komplikasyonlari
olarak kaydedilmistir. Bu komplikasyonlar distraksiyon osteogenezin yayilmasini
kismen de olsa 6nlemis ve osteotomi teknigi, distraksiyon protokoli ve uygulama
dizayni ile ilgili daha fazla gelismeye ihtiya¢ duyulmustur.

Distraksiyon osteogenezin ilerlemesinde en somut adim Rus cerrah Gavriel
llizarov tarafindan atilmistir (Sekil 24). llizarov 1951 yilinda kemik fiksasyonu igin
yeni bir aparey gelistirmistir. Bu aparey U¢ veya dort adet vidali cubuk ile birbirine
baglanmis iki metal halkadan olugmaktadir. Her bir kemik segmenti, dogru ag! ile
kemige yerlestiriimig iki adet ince, gergin tel ile halkalara tutturulmustur. Codivilla'nin
teknigi ile ekstremitelerde 3 ila 8 cm’lik bir kazang elde edilirken, llizarov yaptigi
calismalarla bu miktari 18 cm'ye kadar cikarmistir.””
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Sekil 23: Distraksiyon osteogenezin popilarite kazanmasi llizarov'un basarili klinik
caligmalari neticesinde olmustur

llizarov, bu sistemi, kompresyon uygulayarak, baslangicta sadece
osteosentez amaciyla kullanmistir. Ancak, bir hastanin yanliglikla sistemde
kompresyon yerine distraksiyon yapmasi ile kirik uglari arasinda yeni kemik
olusumunun bagladigini gozlemleyerek, distraksiyon osteogenezis ile ilgili calismaya
baglamistir. ilizarov, hayvanlar tizerindeki ilk distraksiyon calismalari ile, distraksiyon

kuvvetlerinin varhdinda, kemik ve yumusak dokuda rejenerasyonun olabilecegini
ortaya koymustur.”®

Sekil 24: Distraksiyon osteogenez iglemi
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llizarov’'un fiksasyon tekniginin diger yontemlere gore iki major avantaj
bulunmaktadir. Bunlardan ilki stabil olmasidir ama kemik segmentlerinin aksiyal
yonde hareketlerini saglayacak kadar rijit olmayan bir fiksasyon saglar ve
ekstremitenin fizyolojik fonksiyonu ile agirlik tagsinmasina izin verir. ikincisi ise boyut,
sekil veya anatomik lokalizasyonu ne olursa olsun kemik segmentlerinin

manipulasyonunda tam kontrol saglamasidir.

llizarov daha sonra kortikotomi denilen dusiik enerjili perkutandz osteotomi
teknigini geligtirmigtir. Kemik korteksinin Ugte ikisini dar bir osteotom ile ayirmisg ve
kortikotomiyi rotasyonel osteoklazi ile tamamlamistir. Bu teknik ile periost ve kemik
iligine minimal travma uygulanmaktadir. ilizarov'un uzatma protokolii 5-7 gunliik bir
latens donem ve gunde dort kez 0,25'er mm olmak uzere ginde 1 mm’lik

distraksiyondan olusmaktadir

llizarov klinik tecribeleri dogrultusunda distraksiyon osteogeneze ait iki
biyolojik prensipten bahsetmis ve bunlar llizarov etkileri olarak isimlendirmistir.
Bunlar dokularin buyime ve gelisiminde tansiyon stresin etkisi ile kemik ve
eklemlerin sekline kanlanmanin etkisidir. Birinci ilizarov prensibi yasayan doku
Uzerine uygulanan dereceli traksiyonun, rejenerasyon ve aktif biylimeyi stimile edip
idameyi saglayacak streslerin olusumuna sebep oldugunu, ikinci prensip ise kemik
ve eklemlerin gekil ve kitlesinin mekanik yiukleme ve kanlanma arasindaki etkilesime
bagli olustugunu ifade etmektedir. llizarov yalniz distraksiyon osteogeneze ait bu
biyolojik prensipleri tanimlamakla kalmamis ayrica bu prensiplerin Kklinik pratikte

uygulanabilmesi icin gerekli parametreleri de karakterize etmistir.””"®

llizarov eksternal fiksatorl; ekstremitenin kapali (metafizer,diafizer ve 6zellikle
de epifizer) kiriklarinda, konjenital ve travmatik psotdoartrozlarin tedavisinde,
kaynamama (nonunion) ve kot kaynama (malunion) durumlarinda, komsu
eklemlerle iligkili ya da iligkisi olmayan acik kiriklarda, genig kemik, damar ve
yumusak doku kayiplarinda, greft uygulamasina ihtiya¢c duyulmadan tedavi edilen
olgularda, eklem artrodezinde, eklem kontraktirlerinin giderilmesinde, uzun
kemiklerin ve eklem deformitelerinin dizeltiimesinde, kemik timoéru rezeksiyonundan

sonra ekstremitede olugsan defektin uzatma ile giderilmesinde, mandibula
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hipoplazilerinin sagaltimi i¢cin maksillofasiyel cerrahide, kirik uglarinin kompresyon
veya distraksiyonunda ayrica vaskiler ve osteojenik aktiviteyi arttirarak,
enfeksiyonun giderilmesinde endikedir .”

llizarov eksternal fiksatoru, diger eksternal fiksatorlerle (Unilateral Hoffman,
Wagner, Oxford ve Orthofix gibi) karsilastirildiginda, torsiyonel ve anterio-posterior
bikilmelerde daha fazla stabiliteye sahip olurken, lateral bikilmelerde daha az
stabilite gosterir. Aksiyel stabilite ise diger lineer eksternal fiksatdrlerden % 80 daha
azdir. Bununla birlikte llizarov fiksatorleri, uniplanar ve biplanar fiksatorlere oranla %

75 daha az aksiyel dirence sahiptirler (Sekil 25).

Sekil 25: llizarov tipi distraktdriin (Ustte) unilateral distraktor ile (altta) kargilagtiriimasi

llizarov'un tanimladigi Gerim-stres teorisine gore, surekli traksiyon, canli
dokularin birgogunda aktif buylimeyi stimuile eden stresler olusturur. Yavas ve surekli
traksiyon sonucu dokular metabolik olarak aktif hale gelir. Bu aktivasyonun baglica
nedeni, dokuya gelen kan miktarinin artmasi ve fonksiyonel kullanim ile verilen
agirligin simulator etki gostermesidir. Distraksiyon araligindaki yeni kemik olusumu,
distraksiyon kuvvetlerine paralel bir gelisim gdsterir. Gerim-stres kuvvetlerinin etkisi
altindaki kemikte rejenerasyon zonu ortasinda bulunan buyime bolgesinde fibroblast

benzeri hicrelerin gerim yo6nunde dizilen kollajen fibrilleri olusturdugu ve
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osteoblastlarin bu temel Uzerine osteoid dokuyu Orerek proksimal ve distale dogru
yeni kemik buylimesini sagladigr gosterilmistir. Sintzoidal kapillerlerin etrafina
yerlesen yuksek biyolojik aktiviteli bu hicrelerin, kondroidden ¢ok osteoid dokuya
benzedigi de arastirmalarla ortaya konmustur. Ilizarov'un yaptidi histolojik
calismalar, distraksiyon osteogenezin primer olarak intramembrandz ossifikasyon ile

olustugunu gostermistir.?

Distraksiyon, yalnizca longitudinal planda degil transvers olarak da yapilabilir.
Transvers distraksiyon, ¢ift kemikli ekstremitelerdeki kemik defektlerinin tedavisinde,
ekstremite kalinlagtinimasinda ve dolasim bozukluklarinda neovaskuilarizasyon
amaciyla kulanilmaktadir. Transvers distraksiyon sirasinda, yonu split fragmanin
gerim vektori boyunca uzanan yeni damarlanmalar gosterilmistir. Yedinci giinden
itibaren, distraksiyonun buyime zonu iginde iki tip kapiller agi olusmaya baslar.
Bunlardan birincisi, genig limenli ve endotelinde kapakgiklar olan sintizoidal kapiller
ag; ikincisi ise, dar lumenli ve endoteli devamlilik gbsteren transport kapiller agidir.
Yeni olusan kapillerlerin biyumesi o denli aktiftir ki, distraksiyon hizini asarlar ve
vaskuler endotelin luminal yuzinde kivrimlar olustururlar. Gerim-stres etkisi altinda
olusan ve oryantasyonu longitudinal olan bu neovaskilarizasyon sadece kemikle
sinirh kalmayip, yumusak dokularda ve hatta canli olmayan greft dokularinda da
izlenir. Ayrica ciltte de distraksiyonun yirminci gununden itibaren aktif bir

angiogenezis gdzlenmektedir.?

Gerim-stresi etkisini yalnizca kemik tizerinde degil, yumusak dokular Uzerinde
de gosterir. Ondort gunlik distraksiyon sonrasinda, iskelet kasi mitokondriyumlarinin
hipertrofiye oldugu, multipl kristalar olusarak, kas volimlerinin genigledigi
saptanmigtir. Ancak Aronson yaptidi calismalarla, kortikotomi hattini gecen
kaslardaki uzamanin kemige oranla daha yavas oldugunu, bu nedenle de femoral
veya tibial uzatmalarda eklemlerde kikirdak harabiyetleri olusarak, hareket
kisithihklarinin ortaya ¢iktigini saptamig ve ekstremitenin %30 oraninda uzatilmasinin
eklem kikirdaginda dejenerasyon ve hareket kisithligina neden oldugunu

gostermistir.?
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4.10.1 Osteotomi kurallarr ve osteotomi seviyesinin belirlenmesi:

Kemik remodellingi sirasinda distraksiyondaki aktif osteogenez goérevini aktif
hematopoeze yonelten kemik iliginin, kortikotomi sirasinda  korunmasi
gerekmektedir. Kortikotomiyi takiben yapilan distraksiyonun ikinci haftasindan
itibaren kemik iligi hucrelerinin eritrosit, eritroblast ve monosit prekirsorleri
salgiladigi gorulmustir. Ayrica, kortikal kemigin beslenmesinin 2/3’Gnin  kemik
iligindeki nutrisyonel, 1/3’Untn ise periosteal arterler tarafindan saglandigr da
bilinmektedir. Bu nedenlerden dolayi, kortikomi sirasinda kemik iligi ve periostun
korunmasi ve yalnizca kompakt kemigin kesilmesi gerekmektedir. Yiksek enerijili
kesiciler, kemik ve yumusak dokularda nekroza neden olacaklari icin kesme islemi,
gigli testeresi veya osteotomla yapiimalhdir. Kortikomi yapilirken asagidaki kurallara

uyulmasi gerekir.?

1. Besleyici arterler 6zenle korunmalidir.

2. Kortikotomi igin metafizer bolge kullaniimalidir.

3. Kortikotomi, eklemden 6-7 cm uzaktan yapiimalidir.

4. Kortikomi hatti nedbelerden uzak olmalidir.

5.Kortikotomi, 0.5-1 cm’lik osteotomla ve korteks yelpaze tarzinda kesilerek

yapiimalidir.

Klasik kortikotomi, perkutan6z ve subperiostaldir. Son yillarda yapilan
caligmalar, kortikomi sirasinda endosteal arterin saglam kaldigini ve defektin
giderilmesinde periostun meduller yapilardan daha 6nemli bir rol oynadigini ortaya
koymustur. Yine bu ¢calismalarda kortikomi ile transvers osteotomi arasinda klinik ve
radyolojik olarak farklilik saptanamamis; hatta, osteotominin daha gtvenli ve kolay
uygulanabilir bir teknik oldugu belirlenmigtir. Cunku kortikomide 6zellikle korteksin
manipulasyonla kirilmasi sirasinda vaskuler yapilar kolaylikla yaralanabilir.
Yaralanan vaskuler yapilarin bir hafta gibi kisa sirede yeniden rekanalize oldugu
gosterilmis olmasina ragmen, periost korunarak yapilan transvers osteotominin en

guivenilir yol oldugu bildirilmistir.”



Osteotomi seviyesinin saptanmasinda asagidaki kriterler géz éninde tutulmalidir:
1. Deformitenin tipi

2. Fiksasyonun tipi

3. Yapilmasi planlanan osteotominin fizis, eklem ve yumusak doku ile iligkisi

4. Kemigin osteotomi seviyesindeki kalitesi.

Operasyondan hemen sonra baslanan distraksiyon, kallus olusumunda
duraklamaya neden olur. Bu konuda yapilan ¢alismalar, en iyi kemik iyilegsmesinin 7-
10. gunlerde baslatilan distraksiyon ile elde edildigini gostermistir. Bu sayede,
kortikotomi sirasinda intramediller damarlar zedelense bile, bunlar distraksiyon
oncesindeki bu bekleme stiresinde iyilesebilmektedirler. Bekleme siresi tizerine etkili
olan diger faktorler ise hastanin yasi ve kemigin kalitesidir. Gen¢ hastalardaki tibia
ve femur gibi uzun kemiklerde distraksiyon dncesindeki en uygun bekleme suresi 7-

14 giin iken, kiiguik tiibiiler kemikler icin en uygun siire 21 giin olarak belirlenmistir.”

Damarsal yapilarin korundugu en uygun uzatma ritmi 12 saatte 0,35-0,7
mm’dir. En uygun uzatma orani ise gunde 0,7-1,4 mm’dir. llizarov yaptigi calismalar
sonucunda, ginde dort kez 0,25 mm’lik uzatmayi 6nermig, en iyi sonucun ise
otodistraktér ile 60x0.0085 mmlik uzatmada alindigini bildirmistir.> Hayvan
calismalarn 2 mm/gun ve uzerindeki distraksiyon hizlarinda kemikte gecikmis
birlesme veya birlesememe gibi durumlar olustugunu gostermektedir. Aksine 0,3-0,5
mm/ gun gibi yavas hizlarda ise prematir birlesme olmaktadir. Tavsanlarda yapilan
bir caligmada ise 0,7 mm/gun hizla yapilan distraksiyonun hiicre proliferasyonu ve
kemik formasyonu igin uygun hiz oldugu belirtiimig, 1,3 mm/gin’ den daha hizli

distraksiyonun ise kemik formasyonu ortamini engelledigi gosterilmistir.”’

4.10.2 Distraksiyon Osteogenezin Biyolojik Temeli

Fizyolojik kuvvetler, iskeletsel sistemin buyime ve idamesinde anahtar rol
oynarlar. Distraksiyon osteogenezi (DO), buyumeyi, gerilim kuvvetleri uygulayarak
yapar. Basarili DO'de, fiksasyonun stabilitesinin gunltk distraksiyon miktarinin, lokal
yumusak doku kilifinin korunmasinin ve damar miktarinin roli oldugu saptanmigtir.

Bununla beraber distraksiyon ile ilgili biyomekanik, histolojik ve ultrastruktural
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degisiklikler de tanimlanmistir. Distraksiyon osteogenezi osteotomi safhasi, latent
periyot, distraksiyon periyodu ve konsolidasyon periyodu olmak Uzere 4 periyottan

olusur.®

1- Osteotomi safhasi

Osteotomi safhasi, distraksiyon osteogenez uygulanacak bolgede kemigin
birbirinden ayrilarak fragmanlarin olusturulmasini ve distraksiyon apareyinin
yerlestiriimesini icermektedir. Kemikte meydana gelen bir kirik veya uygulanan bir
osteotomi kemik rejenerasyonunu baglatmaktadir. Bu islemi takiben tamir islemini
duzenleyen iskeletsel buyime faktorleri aktive olmaktadir. Bu biytme faktorleri etkisi
altinda primitif hiicreler 6énce preosteoblastlara sonra osteoblastlara doniusmektedir.

2- Latent Periyot:

Latent periyot, osteotomi yapildiktan ve aparey yerlestirildikten sonra
beklenen iyilesme suresidir. Latent doneme ait histolojik olaylar fraktir iyilesmesine
benzerdir. Geleneksel olarak fraktir iyilesmesi dort fazdan olusmaktadir. Bunlar
inflamasyon, yumusak kallus olusumu, sert kallus olusumu ve remodeling olarak
siralanabilir. Distraksiyona ait rejenerat formasyonu da ayni fazlar takip edilerek
degerlendiriimektedir. Kemigin cerrahi olarak iki segmente ayrilmasi sonrasi bir dizi

olay meydana gelmektedir.?®*

Baslangicta vaskuler devamlihgin bozulmasi ile yarali kemik sonlanimi ve
cevre kemik segmentleri arasinda hematom olusur. Hematom zamanla pihtiya
donusur ve fraktir segmentlerinin u¢ kisimlarinda kemik nekrozu olugsmaya baslar.
Sonrasinda kanlanmanin tekrar saglanabilmesi icin vazoformatif eleman ve
kapillerlerin gelisimi ile asiri bicimde hucresel proliferasyon meydana gelir. Pihti kisa
bir sure iginde inflamatuar hicreler, fibroblastlar, kollajen ve kapillerler igeren
granulasyon dokusu ile yer degistirir (Sekil 26).
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Sekil 26: Osteotomi ve Latent Periyot. Granulasyon dokusu, fibréz dokuya dontsur. Kapiller
ag olusur ve osteojenik hiicreler kapillerlerin terminalinde lokalize olur. (bf: kemik fragmani,
cr: kikirdak rekodelasyonu gt: grantlasyon dokusu)

inflamasyon siirecinin 1-3 giin sonrasinda kallus formasyonu baslar. Yaklasik
Uc hafta siren yumusak kallus safhasi sirasinda, grantlasyon dokusu, fibroblastlar
tarafindan fibr6z dokuya donugturalur.

Yeni olugan kapillerlerin terminal kisimlarinda, kallus icerisinde yer alan
mezenkimal kok hucreleri ve serbest dolasan kok hiicreleri gorulur. Yumusak kallus
asamasl! boyunca grantlasyon dokusu kikirdak dokusu ile de yer degistirir. Bu olay
merkezden ziyade fragmanlar arasi boslugun periferinde meydana gelir. Normal
fraktar iyilesmesinde yumusak kallusa ait bu fibrokartilojen doku, kikirdak
rezorpsiyonu ve yeni kemik formasyonu ile sert kallusu olusturan immatur orgu
kemige donusur. Kapillerler kikirdak igerisine invaze oldukga kikirdak kalsifiye olur.
Kalsifiye kikirdak matriksi de rezorbe oldukga bu rezorpsiyon bogluklarina
osteoblastlar gelerek yeni kemik sentezlerler. Sert kallus agsamasi bir¢ok kirikta 3 ila
4. ayda sona erer ve bunu o6rgi kemigin rezorbe olarak yer degistirme olay ile
beraber yavas yavas lamellar kemige dontismesi olayi takip eder.

3- Distraksiyon periyodu:
Distraksiyon periyodu dereceli traksiyonun uygulandigi ve yeni kemik veya

distraksiyon rejeneratinin olustugu doénemdir. Distraksiyon osteogenez boyunca
fraktir iyilesmesine ait normal sure¢ yumusak kallusa dereceli traksiyon
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uygulanmasi ile kesintiye ugrar. Yumusak kallusun fragmanlar arasindaki dokularina
tansiyon streslerinin uygulanmasi ile dinamik bir mikro ¢evre meydana gelir. Bu
cevre yeni doku formasyonunun traksiyona ait vektore paralel olmasini sagdlar.
Mekanik tansiyon dogal buyime ve gelisimde morfogeneze ait temel faktorlerden
birisidir. Bu fenomen llizarov'un distraksiyon osteogenez tekniklerinde de
yararlandigi ve llizarov etkilerine ait bulgulardan birisi olarak ortaya koydugu bir

fenomendir.

Distraksiyonun baglamasi ile beraber yumusak kallusa ait fibroz doku
distraksiyon aksina paralel olarak oriyante olur. Kollajen lifler arasinda lokalize olan
ig sekilli fibroblast benzeri hicreler de distraksiyon yontne paralel olarak yerlesir.
Kollajen liflere ait bu hucreler fragmanlar arasi dokularin distal ve proksimal
sonlanimlarindaki htcreler olarak iki gruba ayrilir. Distraksiyonun 7. ve 9. gunleri
arasinda fibr6z dokulara dogru kapiller buyimesi olur. Bu olay vaskiler agin yalnizca
boslugun merkezine degil komgu kemik segmentlerinin meduller kanallarina da

yayilmasini saglar.

Yeni olugan kapiller loop’lar birbirine ve distraksiyon aksina paralel yer
almaktadir. Siklikla distraksiyon rejenerati igerisinde yeni gelisen damarlar spinal bir
yol izlerler ve birgok sirkuler kivrima sahiptir ki bu da distraksiyondaki damar gelisim
hizinin normal fraktir iyilesmesinde yaklasik on kat fazla oldugunu gostermektedir.
Kapiller terminaller fibroblast, kondroblast veya osteoblasta donisme potansiyeline

sahip az farklilasmis hiicreler saglayarak fibroz dokular aktive ederler.

Distraksiyonun ikinci haftasi boyunca primer osteonlar olusur. Kollajen lifler
arasinda lokalize olmus osteoid meydana getiren osteoblastlar bu lifler tzerinde
osteoid doku sentezlerler ve kollajen ve osteoidin sirkumferansiyel apozisyonu
sonucu kemik spekdllerinin genislemesiyle beraber zarf igerisine alinirlar. Mevcut
kemik duvarlarindan osteogenez baslatilir ve osteogenez, distraksiyon boslugunun
merkezine dogru ilerler. Ikinci haftanin sonunda ise osteoid mineralize olmaya
baslar. Bu donemde distraksiyon rejenerati spesifik bir zon yapisina sahiptir.
Distraksiyon boglugu igerisinde az mineralize olmus, radyolusent, fibroz bir ara zon
yer alir ki bu zonda tansiyon streslerinin etkisi maksimumdur. Yine ayni zon matriks

boyunca lokalize olmus, organize, longitudinal yerlesimli ve i§ sekilli fibroblastlar ile
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farkllasmamis mezenkimal hiicrelere sahip paralel kollajen demetleri icermektedir.
Ara zon fibroblastik proliferasyon ve fibroz doku formasyonunun merkezi olarak
fonksiyon gorur (Sekil 27).

Gunluk distraksiyon kollajen lifleri, gelismekte olan damarlari ve longitudinal
kompartmanlara yerlesen perivaskiler hucreleri kanalize edecek konuma getirir.
Invaze olan damarlar periosteal zarf ve kemik sonlanimlarindaki mediiller sistemden
cikar. Bu fibroz ara zonun periferinde osteoblastlara ait bir tabaka ile ortili ve
birbirine dogru blyuyen, longitudinal yerlesimli, silindirik primer osteonlardan olusan
iki zon bulunmaktadir. Tansiyon vektdori boyunca olugsan kemik formasyonu
distraksiyon periyodu suresince acik kalan primer osteonlara ait gelismekte olan ug
kisimlar tarafinda idame ettirilir. Bu ylzden bu alanlar distraksiyon rejeneratinin
elongasyon periyodu boyunca aktif osteogenezi saglayan biyime zonlari olarak
fonksiyon gorurler. Rejeneratin elongasyonu ve boyu distraksiyonun 6zellikle erken
evrelerinde hizla biyuyen primer osteonlarin gelismesine baglidir. Distraksiyon
boslugu buyldikce kemik sutunlari da uzar ve kalinlagir. Distraksiyon
rejeneratindaki yeni olusan dokularin boélgesel yayilimi distraksiyon periyodunun
sonuna kadar surer. Son olarak rejeneratin birlesim yeri ve konakgi kemik

segmentlerinde iki adet ilave primer osteon remodeling zonu belirgin hale gelir.

Sekil 27: Distraksiyon alaninin ortasinda radyolusent fibroz interzonlar olugumu (fz: kirik alani,

mz: mineralizasyon alant)
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4- Konsolidasyon (Pekistirme) Periyodu:

Konsolidasyon periyodu traksiyon kuvvetlerinin  durdurulmasi sonrasi
rejeneratin matturasyon ve kortikalizasyonuna izin verilen dénem olarak bilinir.
Distraksiyon tamamlandiktan sonra fibroz ara zon dereceli olarak kemiklesir ve
belirgin bir 6rgu kemik zonu, boslugu tamamlar. Distraksiyon rejenerati predominant
olarak intramembranoz kemiklesme ile form alir. Rejeneratin bulundugu alanda
kikirdak adaciklarina da rastlanabilir. Rejenerat olgunlastikgca primer osteonlara ait
zonlar belirgin bicimde azalir ve sonunda tamamen rezorbe olur. llerleyen aylarda,
baslangicta olusan kemik iskeleti paralel fibriller ve lamellar kemik gelisimi ile
kuvvetlendirilir. Hem kortikal kemik hem de ilik kavitesi restore edilir. Kortikal
rekonstruksiyonun son asamasi olarak kemik yapisi havers sisteminin remodelingi
ile normal haline gelir. Distrakte edilen kemigin maturasyonu yani yeni olusan
kemigin eskiden mevcut olan kemik ile ayni yapiya kavugsmasi yaklasik 1 yil veya

daha fazla stirer (Sekil 28).""8%129

Sekil 28: Konsolidasyon periyodu (rz: remodelasyon alani, mz: mineralizasyon alanti)
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4.10.2.1 Distraksiyon histogenezi

Distraksiyon kuvvetleri kemige uygulansa da gerilim kuvvetleri yumusak doku
cevresinde vyaratilir. Dokularda adaptasyon dedgisiklikleri sirasiyla baslar, ki bu
distraksiyon histogenezi olarak adlandirilir. Distraksiyon sonucu Uretilen gerilim
stresinin etkisi altinda farkli dokularda deri, fasya, kas, tendon, kikirdak, kan
damarlari ve periferal sinirlerde aktif histogenezis meydana gelir. Distraksiyon
osteogenezi klinik pratiginde uygulandiginda, her ne kadar tim yumusak dokular
etrafinda normalden fazla lokal gerilim kuvvetleri olsa da kaslar ve sinirler primer limit
faktorleridir. (80,77)

Morfolojik olarak farkli dokular, farkli yollarla reaksiyon gosterir. iki primer
adaptasyon mekanizmasi vardir; (1) Gerim-Stres sonucu neohistogenezis ve
blyime stimilasyonu ve (2) Asiri gerilme sonucu reversible reaktif degisiklikler,

dejeneratif degisiklikleri takiben olasi rejenerasyon.®%?°

4.10.3. Distraksiyon Osteogenezde Olasi Komplikasyonlar:

Distraksiyon osteogenez esnasinda olusabilecek komplikasyonlar en iyi
D.Paley tarafindan tanimlanmistir.?? D.Paley kemik uzatma sirasinda olusabilecek
zorluklari; sorun, engel ve kompliklasyon olarak simiflamigtir. “Sorun” cerrahi
mudahale gerektirmeden c¢ozulebilecek problemleri temsil ederken, “Engel” ise
cerrahi midahale gerektiren problemleri temsil etmekteydi. Cerrahi sirasinda olusan
tum yaralanmalar ise komplikasyon olarak degerlendiriimekteydi. Kemik uzatma
sirasinda olusabilecek problemler sunlardir; kas kontrakttrleri, eklem luksasyonu,
aksiyal deviasyon, norolojik yaralanma, vaskiler yaralanma, prematur
konsolidasyon, gecikmig konsolidasyon, kaynamama, pin dibi problemleri ve
distraktor aleti ile ilgili sorunlar.

Gec¢ komplikasyonlar arasinda refrakttrler ve aksiyal deviasyon sik rastlanir,
uzamada gecikme ya da kallus ¢cokmesi de komplikasyonlar arasindadir.?® Ayrica
kallus ¢okmesini etkileyebilecek diger faktorler; dinamik agirhik binmesi, cergeve
cikarildiginda yetersiz kemik iyilesmesi, hastanin yasi, etiyoloji, uzama miktari,
kalllus capi olarak siralanabilir.®®
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Komplikasyonlar distraksiyon yerlestiriimesi sirasinda ya da uzun donemde
olusabilir:

A- immediet donem

1. Osteotomi sonrasi vida deliklerinin bulunamamasi

2. Distraktor plagi veya vidasinin kiriimasi
B- Erken dénem

1. Enfeksiyon
2. Distraktoérin gevsemesi
3. Parestezi-paralizi

4. Uyumsuzluk
C- Geg¢ donem

Hatali kuvvet vektoru
Relaps
Prematir kemik birlesmesi

Sinir zedelenmesi

Distraktor yaralanmasi
Fibroz birlesme

1.

2.

3.

4.

5. Atipik agrilar
6.

7.

8. Paralizi

9.

Fonksiyon kaybi’’

Distraksiyon Osteogenez esnasinda karsilasilan klinik sorunlar maddeler
halinde sdyle siralanabilir:

1- Rejenere kemigin maturasyon ve ossifikasyonunda gecikme
2- Hedef bolge kaynama yetersizligi

3- Ekstremite uzunluk esgitsizligi
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4- Eklem kontrakttrleri

5- Cilt ve tel sorunlari

6- Cilt kivriimasi

7- Cihaza uyum sorunu

8- Refraktur

9- Prematur konsolidasyon

10- Aksiyel deformite olugumu’®

Basarili bir distraksiyon osteogenez gerceklestirmek icin gerekli basari

kriterleri ise sunlardir:®*

1- Osteojenik dokularin korunmasi: Ozellikle osteotomi sirasinda 6nemlidir.
Osteotomi ile kemik iligi kanlanmasi kesintiye ugratildigi igin hareketli segmentin
canlihgr distraksiyon osteogenezde en kritik noktadir. Bu agsamada kemigin
kanlanmasi icin en énemli kaynak periosttur.®® Bu yiizden cerrahi sirasinda periostun

zarar gdrmemesi esastir.*

2- Distraksiyon apareyinin stabilizasyonu: Apareyin gevsemesi durumunda
segmentin kaybedilmesi, enfeksiyon veya nadiren relaps gibi durumlar ortaya
¢ikabilir.  Bunun igin llizarov uzun kemiklerde halka seklinde bir distraktor

kullanilmasini énermistir.>

3- Uygun latent periyot: Osteotomi prosediriinden, apareyin yerlestirilerek
distraksiyon prosesinin baglamasina kadarki stuire olarak bilinir. Bu periyot hareketli
segment ile onun ayrildig1 kemik arasinda fibrovaskuler bir kdpri olusmasini saglar.
Literatirde cesitli bilgiler yer alsa da 5-10 gunlik bir latent donem vyeterli

goriilmektedir.>*%®

4- Uygun distraksiyon hizi: Kemik segmentlerinin hareket ettirildigi mesafe olarak
bilinmektedir.

53



5- Uygun distraksiyonun ritmi:
6- Uygun konsolidasyon periyodu

4.11. KOK HUCRE TANIMI, OZELLIKLERI VE ELDE EDILMESI

Kok hicreler, uzun sireyle bolinebilme ve kendilerini yenileyebilme

kapasitesine  sahip, kendilerinden bagka hicrelere kaynaklik edebilen
(farklilagabilen) ve hasarli dokuya nakil sonrasinda kaynak dokuyu iglevsel olarak
cogaltabilen hicreler olarak tanimlanmislardir. Farkh siniflamalar olmakla birlikte kdk
hicreleri bulunduklari dokuya gore embriyonik kdk hicreleri ve erigkin kok hticreleri
olmak Uzere iki genel gruba ayrilabilir. Farklanma potansiyellerine gore kok hicreler
totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent kék hucreler olarak siniflandirilirlar

(Tablo 2).%

. o Farklanma )
Isim Hucre Tipi o Progeni
Potansiyeli
Morula asamasindaki Totipotent Embriyon ve embriyon digl
) ) hicreler, hicreler Embriyo govdesi
Embriyonik KH o ) )
Blastosistin i¢ hiicre Pluripotent (tum somatik ve germ
kitlesindeki hticreler hiicreleri)
Gastrula asamasindaki Pluripotent Endoderm, mezoderm,
Embriyonik KH epiblast tabakasindaki ektoderm
hticreler
) ) Ektoderm, mezoderm ve | Pluripotent Batin somatik hiicreler
Embriyonik KH )
endoderm hiicreleri
Dokulardaki 6zgulin hiicreler | Multipotent Bulundugu dokuya gore bir
Dokuya 6zgu kok veya daha cok turdeki
hucre hticre
(6rn; hematopoetik hiicre)
Dokuya 6zgl kok | Belli bir dokudaki yerlegik Unipotent Tek bir hiicre turt (6rn; kas
hiicre hicre dokusundaki satelit hiicre)

Tablo 2: Kaynagina, farklanma yetenegine ve koken veriglerine gore kék hicrelerin siniflari.




1)Totipotent kok hicreler :

Siirsiz farkllasma ve farkli yoOnlere gidebilme 06zelliginde olan kok
hicrelerdir. Bu hticreler embriyo, embriyo sonrasi tim doku ve organlar ile embriyo
digi membranlarin ve organlarin kaynagini olusturan kok hicre turleri olarak
tanimlanirlar. Bu hicreler embriyo, bitiin embriyo sonrasi doku ve organlar ile

embriyo digi membranlari ve organlari veren kok hucrelerdir.

2)Pluripotent, multipotent kok hicreler:

Organizmada bircok dokunun olusmasina kaynak olusturan kék hicrelerdir.

3)Unipotent kok hicreler:
Multipotansiyel kok hticresi ve bu hicrelerin boltinmeleri sonucu olusan ve tek

bir yénde farklilasmak tizere programlanmis bulunan hiicrelerdir®” (Tablo 3).

Kisaltilmig Bigimi Anlami Ornek

Toti Batin Embriyon
Multi Birgok Hematopoetik
Pluri Cok Hematopoetik
Oligo Az GIS hucreleri
Quadri Dort GIS hicreleri
Tri Ug Brons epiteli
Bi Iki Safra kanall
Uni Tek Prostat

Tablo 3: K6k hiicre tanimlamalarinda kullanilan kisaltmalar ve anlamlari

4.11.1. Embriyonik Kok Hucreler

Kok hucreler birden fazla hicre tipine farkhlasabilirler. Bunun en iyi drnegini
dollenmis yumurta hicresi ya da zigottan itibaren goérebiliyoruz. Vicuttaki tim
hiicrelere donugebilecek potansiyele sahip bu ilk embriyonel hicreye “totipotent”
hicre denmektedir. Bu hucreler sinirsiz farlilasma ve farkli yonlere gidebilme
yetenegine sahip kok hicrelerdir. Erken embriyoner donemde 4 hiicreden 8 hlicreye
kadar olan tim blastomerler totipotenttir. Fertilizasyonun yaklasik 5. gininde bu

hicreler “blastokist” denilen i¢i bogluklu hiicre topluluklarina dondgurler. Blastokistin
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ic hicre Kkitlesindeki htcreler (embriyoblastlar), endoderm, ekdoderm ve
mezodermden koken alan c¢ok farkli hicre cesidine (yaklasik 250 cesit)
farklilasabilirler.®® Bu ozellige sahip hiicrelere “pluripotent” hiicreler denir. insan
embriyonel kok hicreleri blastokistin i¢ hicre kitlesinden elde edilirler ve
pluripotenttirler. Embriyonel kok hucreler yiksek seviyede telomeraz aktivitesi
icerirler, hiuicre replikasyonu ile aktivasyonda azalma g6zlenmez, bu nedenle sinirsiz
proliferasyon kapasitesine sahiptirler. Bu asamada embriyon govdesi disina
cikarildiklarinda deneysel yolla farklanmalari ve dokulardaki hicrelere benzer
hicrelere donusebildikleri bircok kez gosterilmigtir. Ancak yuksek telomeraz enzimi
etkinligi sonucunda kontrolsiiz ¢ogalmayla timoér hicresine déntsme olasiligr da

yuksektir.%’

Gelisimin ilerleyen donemlerinde (fetal hayat), hicreler biraz daha 0zel
goOrevlere sahip olup erigkin tip kok hicrelere dondgurler. Bu erigskin kok hicreleri
tipik olarak yer aldiklari dokunun hiicre tiplerini tiretirler. Kemik iligi (KI) kok hiicreleri
en iyi ornektir. Biraz daha 6zellesmis bu hiicrelere “multipotent” hiicreler denir.

Erigkin kdk hicrelerinin hiicre esasl tedavilerde kullanilabilme potansiyelleri
Uzerinde yogun caligmalar devam ederken, 1998 yilinda ABD’li bilim adami James
Thomson ve ekibi, ilk defa “insan embriyonik kdk htcrelerini” laboratuvarda
embriyondan ayristirdilar ve ¢ogalttilar. Bu olduk¢ca 6nemli bir gelismeydi, ¢tinkd bu
hicrelerin cogalma ve farklilagsma potansiyelleri erigkin bir insandan elde edilen kok
hiicrelere (kemik iligi kok hucreleri gibi) oranla ¢ok daha fazlaydi. Ancak embriyonik

kok hiicrelerin doku reddi sorunu, klonlanirsa da legal sorunlari mevcuttur.>”

Embriyonel kok hicreler sadece tip doktorlarinin degil ayni zamanda
biyologlar, media, etik, din, hikimetler ve politikacilarin da ilgi alanidir ve ayni
zamanda implantasyondan hemen o6nceki insan embriyolarindan elde edildigi igin
tartisma konusudur. Bu “super hucrelerin® doku tamiri, ¢ogu sakathk durumunun
gideriimesinde, organ fonksiyonlarinin  yerine konmasinda vyeri oldugu
gOzukmektedir. Diabetes mellitus, Parkinson hastaligi, inme, artrit, multiple skleroz,
kalp yetmezligi, spinal kord lezyonlari, kemik yenilenmesi hedef hastaliklar
olusturmaktadir. Embriyonel kdk hicreler tum somatik dokulari olusturabildigi halde,
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plasenta ve membranlari gibi gelisim igin gerekli olan diger tum ekstra-embriyonik

dokulari olusturmaz, béylece tam yeni kisiyi olusturmasi miimkiin degildir.*>%8

4.11.2. Erigkin KOk Hucreler

Erigkin bir kdk htcresi, bir doku veya organdaki farkhilagsmis hicreler arasinda
bulunan farkhlasmamig htcre olup, bu hicre kendisini yenileyebilir ve iginde
bulundugu doku veya organin 6zellesmis hucre tiplerine farkhlasabilir. Eriskin kok
hiicrelerinin yagsayan organizmadaki esas gorevleri, bulunduklari dokuyu tamir etmek
ve dokunun devamhligini saglamaktir.>* Bazi bilim adamlari, erigkin kok hiicresi
yerine artik “somatik kok hiicresi” terimini kullanmaktadir.

Postnatal (adult) kok huicreler totipotent degil pluripotent’tir. Bu hicrelerin
genis bir farklilasma kapasitesi olsa da embriyonik kok hiicreler kadar degildir. ik
baslarda erigkin kok hucrelerin farklilagma kapasitelerini sinirlayanin koken aldiklari
doku oldugu dusundldia ancak yapilan calismalar gosterdi ki koken aldiklari dokudan
bagimsiz olarak bu kok hiicreler mezodermal ektodermal ve endodermal farklilasma

gosterebilmektedir.>

Kok hucre bir yandan kendi yedegini meydana getirirken, bir yandan da
yenilenecek dokunun gereksinimi olan ve farklanma yoninde ilerleyecek hticrelere
donugur. Yetiskinde kdk hucreler gesitli organ ve dokularda bulunurlar, 6rnegin olgun
kan hicreleri kemik iliginde yer alan hematopoetik kok hiicrelerinden kdken alirken
bagirsak epitelinin her Gg¢-dort ginde bir yenilenen hucreleri bagirsak kriptalarinin
dibinde yer alan kok hicrelerden cogalarak ve farklanarak olusurlar (Tablo 4).
Gunumuzde kanser hucrelerinin de kok hicrelerin ¢gogalmasi ve ileri farklanmasi
surecindeki dengesizlikten kaynaklandigi konusunda somut veriler bulunmaktadir.
Dolayisiyla kék hucrelerin cogalma ve farklanmasini kontrol eden mekanizmalarin
ortaya cikarilmasi, kanserin fizyopatolojisini ortaya koymanin yani sira metabolik,
dejeneratif ve immunolojik hastaliklarin hiicre ve genlerle tedavisinde yeni bir

dénemin acilmasina énciliik edecek guictedir.**’
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Kok Hiicre Kaynak Uretilen

Hematopoetik Kemik lligi Kan, endotel, hepatosit, kas hicreleri

Noral Beyin Noronlar, astrositler, oligodendrositler, kan hicreleri

Epitelyal Barsak, epidermis Epidermal katlardaki tum htcreler

Mezenkimal Kemik iligi, yag, kikirdak Kemik, kikirdak, tendon, kas, ilik stromasi, noral
hicreler

Embriyonik Primordial germ hucreleri, | Butun htcreler

blastokist hiicreleri

Tablo 4: Kok hiicre kaynaklari ve Uretilen hiicreler

Erigkin kdk hucreleri kendilerini yenileme 0Ozelliklerine sahiptirler ve ihtiyag
halinde farklilagma g0stererek doku ve organlarin tamirini, yenilenmelerini ve
yasamlarini devam ettirmelerini saglamaktadirlar. Son yillarda aragtirilan birgok
dokuda bu kok hucreler bulunmaktadir. Erigkin kok hacreler ile ilgili ilk ¢caligmalar
hematopoetik kék hiicreler ile yapilmigtir.***

1924°de rus asilli morfolojist Alexander A. Maximov farkli kan hicrelerine
dénusebilen dncdl hucreler tanimlamistir. 1960’larda Ernest A. McCulloch ve James
E. Till, Ki hiicrelerinin klonal 6zelligini ilk olarak ortaya cikardilar.'® 1970’lerde
Friedenstein ve arkadaslari, multipotent Ki hiicrelerinin klonojenik 6zelligini exvivo

calismalarla gosterdiler.**

Friedenstein 1976’da ilk kez MKH’lerin kendini yenileyebildigini, degigik bag
doku elemanlarina farklilasabilecegini ve fibroblastlara benzer yapilarn oldugunu
gOstermistir. Ashton ve arkadaslari 1980’de tavsan Ki stromal hiicrelerini izole edip
bagka hayvanlara intraperiton implante ederek kemik ve kartilaj olusumunu
gOstermiglerdir. Kultiirde Ki fibroblastlarindan gelisen osteosit ve kondrositler, in vivo
iskelette bulunan htcrelerden ayirt edilemez.
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Castro-Malaspina insan Ki'den MKH'leri izole edip in vitro 6zelliklerini
karakterize etmislerdir. Bu Ozellikler; adherent olusu (plastige yapisma), monositlere
benzer ama fagositik olmamalari, faktor VIl tretmedikleri igin endotelial hiicrelerden

ayrilabilir olmalari ve sitokin tretebilme 6zellikleridir.

1970 yilindan gunumuize malign ve malign-olmayan hastaliklarin tedavilerinde
basariyla uygulanan kok hicre nakli'nde erigkin tirde hematopoetik kok htcreler
kullanilmaktadir. Erigkin  kok hicreler kemik iliginde, periferik kanda, kan
damarlarinda, iskelet kasinda, dis dokusunda, miyokardium icinde, karacigerde,
gastro-intestinal sistemde, over epitelinde, testislerde, akcigerlerde, meme
dokusunda, adipoz dokuda, deride, beyinde, medulla spinaliste, tukrik bezlerinde ve
paratirod bezlerde gdsterilmistir. Erigkin kok hlcreler aynen hematopoetik kok
hicreler icin gosterilmis bulunan “Kok Hucre Nis”lerine ait dokular iginde (beyin,
kemik iligi, periferik kan, kan damarlari, iskelet kaslari, deri, karaciger, akciger, goz,
pankreas, kulak, burun, sindirim kanali) oturarak uykuda (dormant) beklemekte veya
ihtiyac sinyali aldiktan sonra aktive olarak bolinmektedirler. Fakat bu hcreleri
yerlerinde etkinlestirecek cevresel uyaranlarin, normalde c¢ok distuk ya da eksik
oldugu dusunulmektedir. Nitekim bazi hastalik durumlarinda viicudun kendini tamir
etme girisiminin engellendigine inaniimaktadir. iste, bu gibi durumlarda erigkin kok
hicrelerinin tedavide kullaniimasina iligkin farkli seceneklerin kullaniimasi giindeme

gelmistir.>

Dokular igindeki erigkin kdk hicreler bélinme yeteneklerini kaybederlerse
hasarli veya hastalikli dokularin tamiri ve yenilenmeleri imk&nsiz hale gelir. Erigkin
kok hicreler biyolojik, genetik ve molekuler o6zellikleri ile kendilerinden sonraki
dokuya 6zgil hiicrelere farkhlasarak dokuyu yenilemektedirler.*** Bir organizma
olgunlasirken, kok ve oncul hicrelerin sayisi azalir. Dolayisiyla, eriskinlerdeki
dokular az sayida kok ve o6ncul hicre icermektedir ve bu hicreler farkli anatomik

yerlesimlerle sinirlidirlar (Sekil 29).
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Sekil 29: Bazi erigkin kdk hucrelerin vicutta bulunduklari yerler

Olgun bir dokudaki htcrelerin ¢ogu, kendi bulunduklari c¢evreye uyum
saglamis, belirli fenotipik Ozellikleri olan farklilagmis hicrelerdir. Dolayisiyla, bir
organin yenilenme kapasitesi, yasla birlikte ve etkin bir sekilde boltinebilen kdk ve
oncul hucrelerin sayisiyla orantili olarak azalr. Bu sinirlamalarla birlikte vicut,
dokularin yerine konulmasi ve yenilenmesi igin iki blyuk strateji gelistirmigtir. Birinci
yolda, farklilasmis ve islev goren hicrelerdeki cogalma kapasitesi sz konusudur.
Hasar sonrasi, o bodlgede hucre kaybmin sinirli bir sekilde yerine konmasini
yonlendirmeye yetecek dizeyde mitojenlerin salindigi ve boéylece hicre
bolinmesinin uyarildigl karaciger, iskelet kasi ve damar endotel hucreleri bu gruba
girmektedir.>

Ikinci yolda ise, bélinebilen kalinti kok hiicrelerden gelen yeni nesil hiicreler,
farkhlasmis hiicrelerin yerini alir. Bu kategoriye hizmet eden prototip hiicre grubu kan
hicreleridir. Hematopoetik kusagin butun hicreleri, kendisini yenileyebilen, sinirli
sayidaki cogalma potansiyeline sahip hiicrelerden turerler ve bu hicreler, olgun kan
hicrelerine farklilasmayi kontrol eden uygun sitokinlerin ve blyume unsurlarinin
etkisi altindadir (Sekil 30).
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Sekil 30: Hematopoetik ve stromal kok hticre farklilagmasi .

Kan hicrelerine kdkenlik eden hematopoetik kdk hucrelerinin farkli embriyonik
kokenli (ektoderm ve endoderm) hucrelere kaynaklik edebileceginin ortaya
cikmasiyla, erigkin kdk htcrelerine yonelik arastirmalar buyik ivme kazanmistir
(Sekil 31).
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Sekil 31: Erigkin kdk hiicrelerin farklilagmasi

Kok hicrelerin doku muhendisliginde kullaniminda iki 6nemli 6zellik dikkate
alinmaktadir: 1) Hucrelerin yuksek sayida ve kolay elde edilebilmesi, 2) Uygun in
vitro ve in vivo sartlarda istenilen hiicre ve doku yapisina kolayca ve yuksek oranda
donusebilmeleri. Kemik iligi ve kordon kanindan elde edilen hicreler her ne kadar
ikinci Ozelligi verimli olarak saglayabilse de elde edilme ve alindiktan sonra sayica
cogaltma konusunda zorluklar yasanmaktadir.>
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Adipoz doku kaynakli kék hucreler (AKKH) lipoaspirasyon sonrasinda veya
abdominal subkutan yolla alinmig yag dokusunun mekanik ve enzimatik yollar ile
ayristirlmasi ile elde edilen ve in vitro sartlarda farklanmadan bliyume 6zelligine
sahip hiicrelerdir. insanda ilk kez 2001 yilinda Zuk ve arkadaslar®, tarafindan
ayngtinlarak tanimlanan ADKK hucreleri, diger yetiskin kdk hicre kaynaklariyla
kargilastirildiginda dusik verici morbiditesi ve yiksek oranda elde edilebilme
Ozellikleri nedeniyle doku mihendisligi uygulamalari igin uygun hticre kaynagi olarak
gorulmektedir. Gunumuize kadar farkli gruplar tarafindan gercgeklestirilen birgok
calismada bu hicrelerin in vitro gelisimleri ve farkli hiicre ve dokulara donugtmleri
incelenmig, uygun sartlarda ADKK hucrelerin mezoderm kaynakl kemik, kikirdak,
kas, kalp kasi, hiicrelerine doéniisebildigi gosterilmistir®>®¥% (Tablo 5). ADKK
hacrelerinin kemik/kikirdak defektlerinin tamirinde kullanimi konusunda sinirli in vivo

calisma bulunmaktadir.®

Kemik lligi Adiposit
Astrosit, néron
Kardiyomiyosit
Kondrosit, Osteoblast, Kas
Hepatosit
Mezenkiyal Hiicre
Stroma Hucresi (fibroblast)
Kas Dokusu Adiposit
Endotel hicresi
Noron
Kondrosit, Osteosit
Spongiy6z Kemik Adiposit, Kondrosit, Osteoblast
Dermis Adiposit, Kondrosit, Kas, Osteoblast
Adipoz Doku Kondrosit, Kas, Osteoblast, Stroma Hiicresi (fibroblast)
Periosteum Kondrosit, Osteoblast
Perisit Kondrosit, Osteoblast
Periferik kan Adiposit, Fibroblast, Osteoblast, Osteoklast

Tablo 5: Yetigkinde MKH kaynaklarina 6rnekler
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4.11.2.1 Mezenkimal Kok Huicreler

Mezenkimal kdk hicreler (MKH), erigkin kok hucre tipidir. Stromal kdkenli
olmalari nedeniyle genel anlamda “destek hucresi” Ozelligi tagimalari, MKH’lerin
tibbin bir cok alaninda kullanim potansiyeli tasimasinin temelini olusturmaktadir.
Birgcok dokudan elde edilebilen, sayica ¢ogaltiimaya elverigli dayanikh hicrelerdir.
Salgiladiklari ¢cozinur faktorler, hiicreler arasi veya hicre digi matriks ile yakin iligki
halinde bulunmalari nedeniyle icinde bulunduklari dokuya ©zel hicrelerin
fonksiyonlarina énemli katki saglarlar.®*

Mezenkimal kok hicreler bag (konnektif) dokunun ana hucreleridir. Yag,
kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament gibi hicrelere farkhlasabilir (Sekil 32). Bunun
yani sira tum dokularda destek hiticreleri olan stromal hicrelerin de kdkenini tegkil
etmektedirler. Bu hicreler ilk kez 1976 yilinda Fridenstein tarafindan
tanimlanmiglardir.**? Fridenstein, fotal buzagi serumu (FCS) kullanilarak yapilan
kemik iligi kultirlerinde adezyon yetenedi gosteren, morfolojik olarak fibroblastlara
benzeyen hicre kolonilerinin bulundugunu ve bunlarin kemik ve yag hucrelerine
farkhlasma yetenegine sahip olduklarini gostermistir. Yillar sonra yapilan
calismalarda bu hucrelerin hematopoetik 0Ozellikte olmayan (non-hematopoetik)
pluripotent kok hucreler oldugu, her G¢ germ yapragindan kdken alan hicrelere
farklilagsma yetenegi bulundugu ortaya konmustur. Onceleri, CFU-F (Colony forming
unit fibroblast) ve “Kemik iligi stromal fibroblast’lari denilen bu hicreler daha sonra
mezenkimal kok/stromal hicre olarak tanimlanmislardir. Arastirmacilar arasinda,
mezenkimal kok hucrelerin tipik o6zelliklerini  tanimlamada bazen celigkiler
yasanmaktadir. Bircok laboratuvar, birbirinden ¢cok da dnemli farkliliklar icermeyen
protokolleri izleyerek MKH izolasyonu ve bu hicrelerin ¢ogaltiimasi, farkhlasmaya
yonlendirilmesi icin ¢esitli metotlar kullanmaktadir. Farkli dokulardan morfolojik ve
biyolojik olarak benzer 6zelliklere sahip MKH’ler izole edilebilmektedir. Ancak yine de
hicrelerin farkhilasma ve immunomodulatuvar o6zellikleri, in vivo etkinligi gibi
konularda hicrelerin gelistirildigi cevre kosullarina bagl degisiklikler oldugu
bildirilmektedir. Bu hucrelerin, “kok hiicre” olarak isimlendiriimek yerine “mezenkimal
stromal hicre” (MSC) veya “multipotent mezenkimal stromal hicre” (MMSC) olarak
adlandiriimalari  6nerilmistir. Bununla birlikte, cesitli calismalarda, hucrelerin,
konnektif dokular yaninda endodermal ve ektodermal kokenli farkli hicrelere
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donusebilme 6zelliklerinin de gosterilmis olmasi, bu hiicrelerin halen birgok arastirici
tarafindan “mezenkimal kok hicre” olarak bahsedilmesine neden olmaktadir. MKH
tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan baslica 06zellikler; plastik yuzeye
yapismasi (plastik adherens), stromal karakterde yiizey antijenlerinin ekspresyonu
ve multipotent farklilagma potansiyelidir.'*?

Mezenkimal kik hilcre
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Sekil 32: Mezenkimal kdk hiicrelerin farklilagma kapasitesi

Mezenkimal kok hiicrelerin karakteristik 6zellikleri:

1
2
3

Fibroblastoid, cubuk seklinde

Cam, plastik gibi ylzeylere tutunabilir

MKHIlerin toplaminin yaklagik %10 kadari hiicre dongusunin S, G2, M
fazlarinda prolifere olurken %901 GO/G1 fazinda bekler.
4

Kemik iligindeki 1 milyon mononikleer hiicreden 2-5 tanesi MKHdir.
5- Sitokin sentezi yapabilirler.



4.11.2.2 Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklar/

Organizmanin en zengin kok hicre kaynaklarindan biri olan kemik ilidi,
MKH’ler icin ana kaynak sayllmaktadir. Kemik iliginde, mezodermden koken alan
hematopoetik, endotel ve mezenkimal kok hicreler bulunmaktadir. Farkh
calismalarda kemik iligi aspirasyonunda 1x10° mononiikleer hiicreye karsi ortalama
2 ile 100 arasinda degisen sayida MKH mevcut oldugu gosterilmistir. Kemik iligi
diginda bircok dokudan da MKH izole edilebilmektedir. Solid dokulardan htcre
izolasyonunda enzimatik yontemler kullanilmaktadir. Kemik/ periost, kas dokusu, dis
pulpasi ve maksillofasial dokular, karaciger, lipoaspirasyon materyalleri, kordon kani,
kordon stromasi, plasenta, amniyon sivisi, sinovial sivi, hatta periferik kandan da

adezyon 6zellikleri nedeniyle ayristirilarak ¢gogaltilabilmeleri mimkindur.

Mezenkimal kdk hicrelerin, elde edildikleri dokudan bagimsiz olarak plastik
doku kultar kaplarina yapisabilme, fibroblastoid morfoloji gbsterme, cok yonlu
farklilagabilme ve bazi yizey isaretleri tagimalar gibi bircok 6zellikleri vardir. Bu
Ozellikler buyuk dlcide benzerlik gosterir. Ancak farkhlasma kapasitesi ve
fonksiyonel Ozelliklerinde, kdken alinan doku tipine gére bazi degigiklikler olabildigi
de gosterilmistir. Bulunduklari mikrogevreye ve organizmada ihtiya¢ duyulma haline
bagh olarak, MKH’lerin biyolojik Ozellikleri ve fonksiyonlarinda 6nemli degisiklikler
oldugu da gdosterilmistir. Bununla iligkili olarak da spesifik bir dokunun onarimi igin, o
bblgeden elde edilen kok hucrelerin kullaniminin avantajlari olacagi gindeme

gelmigtir.

Sekil 33: insan mezenkimal kok hiicreleri
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Fiziksel Ozellikler ve In Vitro Cogalt/ima

Mezenkimal kok hicreler, kemik iligi de dahil olmak tzere dokularda ¢ok az
sayida bulunmaktadirlar. Ayrica adeziv Ozelliklerine bagli olarak bulunduklar
dokulardan yeterli sayida elde edilmelerinde zorluklar vardir. Gerek klinik uygulama,
gerekse temel bilim arastirmalarinda yeterli hiicre sayilarina ulasabilmek igin in vitro
ortamda c¢ogaltilmalari gerekmektedir. Bu htcrelerin in vitro ¢ogaltilmaya elverigli,
dayanikli hucreler olduklar, kuilturde proliferasyon ve farklilasma yeteneklerini
koruduklari bilinmektedir. Kiltur ortaminda ¢ogaltilan MKH’ler 1sik veya faz kontrast
mikroskopi ile incelendiginde hicrelerin ig seklinde oldugu ve fibroblast benzeri
hicre topluluklari  olusturduklarr  dikkati cekmektedir.  Hucreler,  dusuk
konsantrasyonlarda kultir edildiginde koloni formasyonuna meyil ederken, daha
yuksek hicre yogunlugunda ise koloni olusturmak yerine yanyana dizilmisg htcre
gruplari halinde cogaldiklar g6zlenmektedir.'*?

In Vitro Kultar Sartlarr:

Hucrelerin in vitro kultir ortaminda c¢ogalmasi igin ¢ok 6zel kosullar
gerekmemektedir. %10 FBS iceren kultur ortaminda plastik flask tabanina yapisma
gostermig olan hucreler, fenotipik ve farklilagsma Ozelliklerini koruyarak
cogalabilmektedirler. Pasaj sayilarinin artmasiyla birlikte fazla manipule edilmis
hicrelerde stres belirtileri ortaya ¢ikmakta ve bunlarin hiicrelerin in vivo durumundan
sapmalara yol acabilecegi bilinmektedir. Bircok calismada ilerleyen pasajlarda
MKH’lerde sitogenetik bozukluk, telomer kisalmasi gelistigi bildirilmistir. Telomeraz
aktivitesi MKH’lerde yuksek olarak bulunmaktadir. Bu da in vitro ¢ogalma
kapasitelerini korumalari ile iligkilidir. Hucrelerde bu istenmeyen etkilerin ortaya
cikmasini 6nlemek amaciyla MKH’lerin ideal olarak Uglnci pasajdan sonra
kullanilmasi tercih edilmemektedir. Bu durum 06zellikle klinik uygulamalarda 6nem

tasimaktadir.

Farklilasma Potansiyeli:

Mezenkimal kok htcrelerin, 6zellikle rejeneratif tip uygulamalari igin en ¢ok ilgi
ceken Ozelligi bu hucrelerin uygun mikrogevre kosullarinda basta konnektif doku
olmak Uzere c¢ok cesitli hicre tiplerine farkhlasabilme potansiyeli varliginin
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gosterilmis olmasidir. Cesitli arastirmalar in vitro kosullarda uygun stimulanlarla
osteojenik, adipojenik, kondrojenik, miyojenik farklilagsma kapasitelerini ve
hematopoetik stroma olusturabildiklerini gostermigtir. Mezenkimal kok hucreler, in
vitro ortamda kolaylikla farklilagmaya yonlendirilebilmektedir. Adipojenik, osteojenik ,
kondrojenik farklilagma 6zelliklerin in vitro gosterilmesinin MKH tanimlamasi igin sart
oldugu bildirilmigtir. Cesgitli konsantrasyonlarda benzer veya farkli uyaranlara maruz
birakilarak gunler icerisinde ¢ok sayida hicrenin farkli tipte hiicreye dontsim

gosterdigi bircok calismada gosterilmigtir.

Mezenkimal kok hucrelerin karakterizasyonunda kullanilan farklilagsma
protokollerinden osteojenik farklilagma protokolt su sekildedir: % 50-60 oraninda
konfluent olana kadar geligtirlen MKH’ler tzerine, buyime vasati yerine, DMEM-LG
icerisinde %10 FCS, 100 nM deksametazon, 10 nM betagliserofosfat ve 0.2 mM
askorbik asit ile hazirlanan osteojenik farklilasma vasati konularak farklilagsma
uyarilir, ¢ hafta sonra kultirdeki ekstraseluler matrikste kalsifikasyon, kalsiyum
fosfat depolari belirgin olarak tespit edilir (Tablo 6).

Sekil 34: Adipojenik, Osteojenik ve Kondrojenik farklilagma
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Medyum Medya Serum Suplementasyon

Adipojenik DMEM FBS(%10) 0.5mM IBMX,1 mikroM
deksametazon, 10
mikroM insulin, 200
mikroM indometazin,
%Z2antibiyotik/antimikotik

Osteojenik DMEM FBS(%10) 0.1 mikroM
deksametazon, 50
mikroM askorbat-2-
fosfat, 10 mM B-
gliserofosfat, %1

antibiyotik/antimikotik

Kondrojenik DMEM FBS(%10) 6.25 mikrog/ml instilin,
10 ng/ml TGFB1,50nM
askorbat-2-fosfat, %1
antibiyotik/antimikotik

Miyojenik DMEM FBS (%10) HS(%5) | 50 mikroM
hidrokortizon, %1

antibiyotik/antimikotik

Norojenik DMEM Yok 5-10 mM B-

merkaptoetanol

Tablo 6: Mezenkimal kok htcrelerin karakterizasyonunda kullanilan baglica farklilagma
protokolleri

Osteojenik diferansiyasyonu gostermek amaciyla, Alizarin red boyasiyla ortam
mineralizasyonunun gosterilmesi, alkalen fosfataz aktivitesi Olgimu, kalsiyum

seviyesi 6lclimi, spesifik gen ve protein saptamasi yapilabilir.>*

Farkhlasma caligsmalarinda hedeflenen farklilasmis hicrelere dontusum olup
olmadigini gostermek igin histokimyasal, immunhistokimyasal veya immunfloresan
yontemler kullanilarak 6zgul isaretler arastirilir. Mezenkimal kok hicrelerin, kendi
dizinleri digindaki farkli hiicre dizilerine de farkhlasabilme niteligi, 6zellikle rejeneratif
tip ile ilgili dallarda ¢ok ilgi uyandirmig, bu konuda ¢ok sayida calisma yapiimis ve
“kok hicre plastisitesi” adi altinda toplanmigtir. Kok hiicre plastisitesi, bir hiicrenin
koken aldiklari dokularin disindaki dokulara farklilagma 6zelligini tanimlamaktadir
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K6k Hicrelerin Dokularda Takibi:

In vivo uygulamalarda MKH infiizyonu veya dokuya implantasyonundan klinik
yarar elde edilse de, bu hicrelerin verildikten sonraki durumu, hasarli dokuya gog,
yerlesim oOzellikleri, orada ¢ogalmalari, farkhlasma 0zellikleri, kisacasi hucrelerin
infizyonu takiben kaderi detayli incelenmemistir. Calismalarin ¢ogunda hiicre
infizyonunu takiben hicrelerin, dokularda veya kanda tespitinde zorlukla
karsilagilmaktadir. Hticrelerin yesil floresan protein ile transfekte edilmesi ve floresan
hiicrelerin dokularda takibi ise en cok uygulanan yontemlerden biridir.>*% Genetik
isaretleme kalici olmasi yoniunden tercih edilen bir yontemdir. Kisa stireli deneysel
calismalarda CFSE, Dil gibi gecici floresan isaretlemeler de kullanilabilir. Ancak bu
tip uygulamalarda hicre bdlinmesi ile floresansda azalma olacagr goz 6ninde

bulundurulmalidir

Birgok kok hucre tipi oldugu bilinmektedir, ancak bunlarin vicuttaki sayilari
oldukga azdir. Ayrica bu hicreler mikroskop altinda incelendiklerinde diger hicrelere
benzemektedirler. Bu sayica az ve diger hiicreler benzer kdk hicrelerin saptanmasi
amaciyla kok hicre belirtegleri (marker) gelistiriimistir. Her hicrenin yuzeyinde o
hicreye 6zgu yuzey reseptdrleri vardir. Bu durum kok hicrelerde de ayni sekildedir.
Bu yuzey reseptdrlerinin floresan isaretleyiciler ile isaretlenip ardindan sayilmasi
(floresan yardiml/ hicre saym: (FACS)) ile mevcut kok hicre sayisi
belirlenebilmektedir*?* (Sekil 35).

Sekil 35: Floresan destekli hiicre sayimi (FACS) mekanizmasi
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Hucrelerin ylzeyinde yer alan, hiicrede sinyal yolaklari Gizerinde veya hicre-
hicre yapisma molekulleri olarak rol oynayan bu belirteclerden bircogu kisaca “CD”
(Farklanma Kumeleri=Clusters of Differentiation) olarak bir baglik altinda toplanmis
olup, hiicre tiriine gére cok 6zgiin veya ¢ok yaygin olarak bulunurlar. Ornegin;
hematopoetik kok hicreler igin en yaygin kabul goren CD belirtecleri, CD33 ve CD45
'tir. Buna karsin mezenkimal kdk hacreleri ayirt etmek icin CD29, CD79, CD105 gibi
belirtecler kullanihr®®*%* (Sekil 36).
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WkH Yizey Belirtecleri
Pozitif Negatif
CD13, CD28, CD44, CD48a, b, ¢, e, 1, CD3, CD4, CD8, CD9, CD10,
CD51, CD54, CDS8, CD71, CD73, CD11a, CD14, CD15, CD18,
CD90, CD102, CD105, CD1086, CD21, CD25, CD31, CD34,
CDw119, CD120a, CD120b, CD123, CD36, CD38, CD45*, CD49d,
CD124, CD126, CD127, CD140a, CD50, CD62E LS, CD8O0, CD86,
CD166, P75, TGFb1R, TGFbIIR, CDY5, CD117, CD133, SSEA-1

Sekil 36: Mezenkimal kék hiicre yuizey belirtegleri

4.11.3 Klinik Uygulamalar

Mezenkimal kok hicreler ile in vitro ve in vivo deneysel arastirmalar ¢ok
sayida olsa da, rapor edilen klinik uygulama sayisi az olup giderek artmaktadir. On
calismalar, MKH infiizyonunun guvenli oldugunu digstundirmektedir.

4.11.3.1 Mezenkimal Kok Hucrelerin Klinik Kullan/m A¢isindan Avantajlari

1-) Bag doku kokenli olmalari nedeniyle stromal destek saglayarak ilgili doku

hiicrelerinin geligsimine ve fonksiyonuna katki saglamalari,
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2-) Farkhlasma yeteneklerinin fazla olmasi;

a) Kendi koken aldigi bag doku hicreleri olan kas, yag, kemik, kikirdak, stromal
hicreler, tendon, ligament gibi

b) Diger doku hucrelerine farkhlasma 6zelligi (transdiferansiyasyon): Noron, hepatik,
pankreatik hticre gibi

3-) Hasarli hicre ile fizyon yetenegi olmasi,

4-) Biyoaktif maddeler, ¢cozunur faktorler (btuyime faktorleri, sitokin, kemokinler gibi)
salgilayarak hasarli hiicre / doku tamirine katki saglamasi,

5-) Migrasyon 6zellikleri sayesinde hasarli dokuya ulasabilmeleri,

6-) Immiinsupresif / non-imminojenik 6zellikte olmalari: Bu 6zellikleri nedeniyle MKH
klinik kullanimi i¢cin HLA doku uyumunun sart olmadigi, haplo-idantik, hatta tamamen
HLA uyumsuz bireylerden bile MKH tedavilerinin mimkin oldugu,

7-) Anjiyojenik, antiapoptotik, anti-inflamatuar 6zellikleri nedeniyle doku onarimina
katkilari,

8-) Gen transferi kolayligi ve dayanikli olmalari nedeniyle gen tedavisi igin uygun
olmalari; bu nedenle kalitsal hastaliklarda ve kanser tedavisinde kullanim potansiyeli

bulunmasi,
9-) Enzimler salgilayarak kalitsal hastaliklardaki enzim defektlerinin yerine

konulabilme potansiyeli bulunmasi, hicresel tedaviler icinde MKH’lerin 0One
¢tkmasini saglamaktadir.
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4.11.4 Adipoz Kokenli Kok Hucre:

Yag dokusu da KI gibi embriyonik mezodermden olusur ve bir stroma igerir.
Lipoaspirattan kisa sureli kollajenaz muamelesi ve santrif(j ile kolay elde edilmesi
nedeniyle ilgi cekmektedir, elde edilen Uriine “processed lipoaspirate=iglenmis
lipoaspirat)” (PLA) denilir. PLA’lar uygun stimuluslarla osteojenik, adipojenik,
myojenik ve kondrojenik hticrelere diferansiye olur (Sekil 37) ve o diziye 6zel gen ve
proteinleri icerir, bu da kok hicre fenotipini teyit eder. Bu nedenle bu doku
mezodermal doku tamirinde kullanilabilir. Aspiratla elde edilen PLA fraksiyonu
fibroblastik, endotelial hucreler, makrofaj ve duz kas hucreleri gibi heterojen bir
gurubu icerir, seri pasajlarla MKH’lere benzeyen homojen fibroblastik bir popilasyon
kalir. Bu geri kalan grubun % 80’inin vimentin ve fibroblastik marker ASO02
ekspresyonu gostermesi ile bu grubun MKH oldugu anlasilir. Uzun sureli kulturlerle
PLA’larin buytime kinetikleri ve diferansiyasyon kapasiteleri degismez. Hiicre ylizey
markerleri kemik iligi kaynakli MKH’lere benzer. Her ikisi de Stro-1, SH-3 igerirler,
her ikisi de hematopoetik marker olan CD31 ve CD45 icermez.”® in vitro kiiltiirle
CD34 gittikce azalir. CD105/endoglin TGFB reseptor tip 1l MKH’lerin TGFB bagimli
kondrojenik diferansiyasyonunu gosterir. Boylece PLA ve MKH ayni hicre tipinin

varyantlari olarak bilinir.

Sekil 37: Adipoz kdkenli kdk hicrelerin farklilagma potansiyelleri
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4.11.5 Doku Muhendisligi

Doku Muhendisligi, kaybedilmis veya hastalikli doku ya da organlarin geri
kazanilmasi/rejenerasyonu amaciyla yeni biyolojik esdegerlerinin geligtiriimesini
hedefleyen disiplinlerarasi bir rejeneratif tip alanidir. Bu hilcresel tedavi ve
indiklenmis rejenerasyon yaklagimi, izole edilmis hucrelerin (genellikle kok
hicrelerin) ex vivo sartlarda ¢ boyutlu hiicre digi matriks molekulleriyle benzerlik
tasiyan yapi iskeleleri/matriksleri Uzerinde 6zel dizenleyici sartlar altinda yeniden
farklilagtirlarak c¢ogaltilmalarn ve organoid adi verilen yeni doku benzeri hibrit
olusumlarin hastaya geri nakledilmesi prensibine dayanmaktadir'® (Sekil 38). Doku
muhendisliginin bir disiplin olarak dogusu, transplant cerrahisi igin gereken organ ve
dokularin temininde kargilasilan zorluklara bagl olarak ortaya ¢ikmistir. Kemik doku
muhendisligi. Kemik rejenerasyonu alanindaki ilk klinik denemeler, kemik iliginin
adezyon yapabilen multipotent klonojenik alt grubu mezenkimal kok htcrelerin
biyoseramik veya kompozit iskeleler tizerinde ¢ogaltiimasi yaklagimiyla cene kemigi
doku miuhendisliginde uygulanmistir. Osteokonduktif 6zellige sahip bu iskeleler,
gelistirilen yeni doku taslagi icin gerekli mekanik dayanimi saglamakta, ayrica yapi
icerisinde anjiogeneze izin vermektedir. Bu yaklasim daha sonra, osteoblastlarin
yeterince c¢ogalmalarini engelleyen, kemiklerin bukilmesi ve kolayca kirilmasi ile
sonuglanan genetik hastalik osteogenesis imperfecta’da denenmig; bu amagla
ultrapordz beta-trikalsiyum fosfat yapi iskeleleri kullaniimigtir. Kemik timdr dokulari
icin de gegcerliligi degerlendirilen bu iglemde, kazinan tumdr dokusu, Uzerinde

mezenkimal kok hicrelerin gogaltildigi biyoseramik iskelelerle yer degistiriimektedir.
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Sekil 38: Temel doku mihendisligi prensibi
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4.11.6 Histolojik Genel Bilgiler:

Mezenkimal Doku

Mezenkim ya da mezenkimal konnektif doku (bag doku), embriyoda yerlesik,
her ¢ germ yapragindan geligsebilen gevsek konnektif dokunun bir cesididir.
Mezenkim, retikller fibril agregatlari iceren “ground substance” (ana madde) matriksi
ile karakterizedir. Bu hucrelerin konnektif doku kemik, kikirdak, lenfatik sistem ve
dolasim sistemi hucrelerine donusebilme yetenekleri vardir. Mezenkimal kok
hicreler; osteoblast, kondrosit, adiposit gibi bircok hicre tipine donigebilen
multipotent kok hicrelerdir. Mezenkim mezoderm den gelisen ve hematopoetik ve
bag dokuya donusebilen embriyonik bag dokusudur. Ancak mezenkimal kok hicreler
hematopoetik hiicrelere donusemezler.

Mezenkimal kok hiicre ve kemik iligi kokenli kdk hiucre ¢ogunlukla birbiri
yerine kullaniimaktadir. Ancak gunumizde kemik iligi disinda da multipotent
mezenkimal kok hicre elde edilebildiginden mezenkimal ko&k hicre yerine
multipotent kok hticre denilmesi daha dogru olacaktir. MKH’ler mezodermal orijinlidir

ancak endoderm ve ektoderm orijinli hticrelere transdiferansiye olabilirler.

Konnektif Doku (Bag doku)

Konnektif doku, fibr6z dokunun bir formudur. Klasik siniflamadaki dort doku
tipinden biridir. Digerleri; epitel, kas ve sinir dokusudur. Kollajen konnektif dokunun

esas proteinidir ve total protein igeriginin %25 ini olusturur.

Adipoz Doku

Adipoz doku ya da yag dokusu adipositlerden olusmus olan gevsek bag
dokusudur. Adipoz doku lipoblastlardan olusur ve asil roli yag formunda eneriji
depolamaktir. Ayrica viicudun destek ve izolasyonunu saglar. Normal agirliktaki bir
insanda, erkeklerde vicut agirhginin % 15-20'sini, kadinlarda ise vucut agirhginin %
20-25'ini yag dokusu olusturmaktadir. Farkh yerlesim, renk ve patoloji gdsteren
“unilokdler” ve “multilokiler” olarak adlandirilan iki tip yag dokusu vardir.
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Olgunlagmig unilokiler yag dokusu (sari yag dokusu) hucreleri, sitoplazmalarinin
ortasinda bir tek sar yag damlacigi icerirler (Sekil 39). Multiloktler yag dokusu
(kahverengi yag dokusu) hucrelerinin sitoplazmalarinda ise c¢ok sayida lipid
damlacigi ve kahverengi mitokondriyumlar mevcuttur.®? Bu da gostermektedir ki
kahverengi adipositler kas hucreleri ile ayni kokenlidir. Bu koken benzerligi
kahverengi hucrelerin bu farkli fonksiyonlarini anlamamiza yardimci olur. Kahverengi
rengi icerdigi cok sayida kan damarlari ve mitokondriyumlarindaki renkli
sitokromlardan kaynaklanir. Multilokiler yag dokusu viicudun her tarafina yayillmis
unilokiler yag dokusunun aksine viicudun belli yerlerinde toplanmistir. Beyaz adipoz
doku yagi depolarken kahverengi adipoz doku yagi yakar.'®* 1551 de Isvecli doga
bilimci Konrad Gessner kahverengi yag dokusunu ilk tanimlayandir. Gessner bu
gunden 450 yil 6nce kahverengi yag htcrelerini “neither fat nor flesh but something
in between” diye tanimlamistir.’® Adipoz doku leptin, rezistin, sitokin TNFa
salgilayarak énemli bir endokrin organ olarak da iglev gorur.

Adipoz dokunun; Enerji depolama, yagda eriyen vitaminleri depolama, fiziksel
koruma saglamasi, termogenezis fonksiyonlarina ek olarak, gunimuizde
adipositlerden ve adipoz stromal hicrelerden derive proteinlerin otokrin, parakrin ve
endokrin etkiler ile hem lokal hem de sistemik etkileri oldugu gosterilmistir.
Adipositlerden  sentezlenen  sitokinlerin  homeostaziste, immin cevapta,

vazoregulasyonda ve steroid metabolizmasinda rol yandigi bilinmektedir.

Adipoz doku Fibréz bad doku

Sekil 39: Bag dokularin ve adipoz dokunun histolojik gorinimu
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4.12. Deney Hayvani (Tavgan) Bacak Anatomisi

Tavsan bacagi tibia, fibula ve bu kemikleri cevresel olarak sarmis bir¢cok kastan
meydana gelir. Tibia ile femur superiorda eklemlegirken inferiorda talus ile
eklemleserek tibiotalar eklemi olusturur. Bacak kaslari, anteromedial, lateral ve

posterior grup olmak Uzere ¢ kompartmanda incelenir.

Anterior grubun yizeyel kas tabakasi ilk karsilagilan kas grubudur ve en 6nde
tibialis kraniyalis kasini igerir (Resim 1). Bunun arkasinda ekstansor digitorum
longus kasi bulunur. Medial boélimde ise ekstansor digiti Il ve hemen Uuzerinde
popliteus kasi izlenir. Bacak lateralinde ise peroneal kaslar bulunur. En ylzeyel
peroneus longusun altinda peroneus brevis, peroneus tertius ve peroneus longus

izlenir. En derinde ise ekstansor digitorum lateralis bulunur.

Bacak posteriorunda en yuzeyel kas olarak iki basli gastroknemius izlenir
(Sekil 41). Bu kas, tendonunun hemen altinda bulunan soleus kasinin tendonu ile
birleserek asil tendonunu olusturur. Bu iki kasin kesilmesi ile daha derinde yer alan

fleksor digitorum longus izlenir.

Bacak kanlanmasi ise femoral arterin popliteada popliteal arter adini almasinin
ardindan diz eklemi altinda tibia ve peroneal arter olarak ayrilmasi ile devam eder.
Tibial arter tibia govdesinde birgok kas dal verir. Mid-diafizel alanda ise tibiaya
besleyici damar olarak bir arter girer. Ana kan destedi bu arter tarafindan saglanir.
Distalde ise dorsalis pedis ve tibialis posterior dallarina ayrilarak devam eder.
Innervasyonunu anteriorda femoral sinirin devami olan tibial sinir, posteriorda ise

siyatik sinir saglar.
Tibia

M. Ekstansor digitorum

M.Tibialis kraniyalis

Resim 1: Tavsan Tibiasi ve iligkili kaslar

76



1.0, Gluteus medius

2M. Gluteus superficialis

3 M Abductor cruris cranialis

4 M Vastus lateralis

5. Biceps femoris

6.1 Semitendinosus

7 M. Semimembrancosus

8.0 Adductor femoris

9.M GastrocnemiLs

10.M. Saleus

1 Tendo calcaneus communis
12 Tuber calcanel

13 .M.Flexor digiti longus |

14 M Extensor digiti 1Y

15 M Extensor digiti

16 M Peronsus longus

17 M. Peroneus brevis

18 M. Extensor digitorum longus
19.M. Tikialis kranialis

20 Retinaculum extensorum proximale
21 Genu

22 Spina iliaca ventralis cranialis
23 Aponeurosis M. Obligue externi abdominis
24 M. Gluteus medius

25 M. Gluteus superficialis

26 M. Abductor cruris cranialis

27 M. Vastus lateralis

28 M. Biceps femoris

29 M.Semitendinosus
30.M.Semimembranosus

31 M Adductor femoris

32 M. Gastrocnemius

33 M.Soleus

3 Tendo calcansus communis
35 Tuber calcanei

26 .M. Flexor digiti longus |

37 M.Extensor digiti [V

38 M. Extensor digiti W

39 M. Peroneus longus

40 M Peronsus brevis

41 M Extensor digitorum longus
42 M Tibialis kranialis

43, Retinaculum extensorum proximale
44 Genu

45 Spina iliaca ventralis cranialis
46 Aponeurosis M. Oblique externi abdaominis

Sekil: 40,41: Tavsan arka bacak kaslari

77




5.GEREC VE YONTEMLER

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvani aragtirmalari etik
Kurulu'na verilen tez projesinin onayinin ardindan DEUTF bilimsel arastirma projesi
(BAP) Koordinasyon Mudurligi'ne destek amaciyla basvuruldu. Projenin BAP
desteginin alinmasinin  ardindan c¢alisma Deney Hayvanlari  Aragtirma

Laboratuar’inda yuratulda.

Deney hayvant:

Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan dnerilen laboratuar hayvani kullanim
kilavuzunda belirtilen sartlarda bakimi yapilan ve Dokuz Eylil Universitesi Deney
Hayvani Arasgtirmalart Laboratuvari'ndan temin edilen 21 adet, dort aylk
(2,5-3,5kg ), digi Yeni Zelanda tavsani kullanildi

Laboratuarlar:

Molekdler Biyoloji Laboratuvari: Kok Hicre eldesi, isaretlenmesi, saklanmasi,
diferansiyasyonu ve goruntilenmesi iglemleri Izmir Yiksek Teknoloji Enstitiisi

Molekdler Biyoloji laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir

Deney Hayvanlar/ Laboratuvar: Deney hayvanlarinin eldesi, bakimi,
anestezisi ve cerrahi igslemleri Dokuz Eylil Universitesi Deney Hayvani Arastirmalari
Laboratuvarlar'inda yapilimigtir.

Deneyde Kullanilan Malzemeler:

Distraktorler ve Ekipmanlari: Deney Hayvaninin tibiasina uygun olarak
tasarlanan distraktorler llizarov tipi iki halkali ve G¢ barhdir (Elektron Medikal—
Ankara). Halkalarin dis ¢api 7,5 cm i¢ ¢api 5,5 cm, kalinhgi 0,5 cm ve distraktoriin
toplam agirligi 100 g dir. Halkalarin tzerinde 5 mm capli 24 adet birbirlerine esit
mesafede delik bulunmaktadir. Ug adet barin kalinliklari 4 mm olup ytzeyleri yivlidir
(Resim 2). Deneyde kullanilan vidalar 4 mm c¢apinda ve 13 mm uzunlugunda olup
bas kismi ile birlesme yerinde 1,2 mm ¢aph K telinin gegecegi delik bulunmaktadir.
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Kullanilan pullarin i¢ capt 5 mm dis ¢apt 9 mm’dir. Somunlarin i¢ ¢api 4 mm, dis ¢api
7 mmdir (Resim 3). Deneylerde kullanilan K teli 1 mm c¢apinda ve 30 cm

uzunlugundadir.

Sarjli Motor: K telinin tibiaya perkutan gegirilmesini saglayan Dremel Multipro
marka hizi ayarlanabilir motor (model no: 780 devir hizi=5000-25000 rpm)
(Resim 4).

Elektrikli motor: Osteotomi iglemlerinin yapildigi sirkuler uglu hizi ayarlanabilir
Performance Power marka elektrikli motor (model no: NLH200RTA devir hizi=8000-
30000 rpm) (Resim 4).

Resim 2: Deneyde kullanilan 24 delikli 2 halkal 3 barli distraktor

& o ©

Resim 3: Distraktdrlerde kullanilan delikli vida, somun ve pul
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Anestezi:

Resim 4: A: Deneyde kullanilan malzemeler (Genel gériiniim)

Deneklerin anestezisi Ketamin (Alfamine) 35 mg/kg ve Ksilazin klorur

(Alfazyne) 5mg/kg intramuskiler uygulama ile saglandi. Analjezik olarak Prilokain

(Citanest) 1 mg/kg kullanildi. Profilaktik olarak 10 mg/kg Cefazolin Na tek doz kas

icine verildi. (Resim 5)

Resim 4:B: Anestezik, analjezik ve profilaktik amagla kullanilan ilaglar

Denekler rastgele her grupta 7 tavsan olacak sekilde 3 gruba ayrildi (Tablo 7).

Gruplar

Grup 1 Kontrol: Osteotomi, distraksiyon

Grup 2 Deney 1: Osteotomi, distraksiyon, kok hicre verilmesi

Grup 3 Deney 2: Osteotomi, distraksiyon, diferansiye kok hiicre verilmesi

Tablo 7: Deney gruplarinin 6zellikleri
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5.1 Deney hayvanlarinin bakimi:

Calismada kullanilan deney hayvanlarinin bakimi Dokuz Eylil Universitesi
Deney Hayvani Arastirmalari Laboratuvari'nda yapildi. Denekler standart tavsan
yemi ve suyun yaninda haftanin iki gund taze marul ve havug ile beslendi. Tum
denekler kafeslerde tek baslarina tutuldu (Resim 5). Distraktor takilmasinin ardindan
deneklerin yeme ve suya ulagmalarinda bir sikinti olmadigi goraldi. Cerrahi sonrasi
ilk bir hafta insizyon hattinda hiperemi, 6dem, enfeksiyon takibi agisindan gunluk
pansumanlar ile izlenen deneklerin, pansumanlarinin daha rahat yapilabilmesi ve
distraktorlerin barlarinin kafeslerdeki deliklere takilmamasi amaciyla tavsan alt
ekstremitesine 0Ozel cuvallar dikilerek pansumanin Uzerinden gecirilerek agzi

baglandi (Resim 6).

Resim 5: Deney hayvanlarinin laboratuvar ortami

o

b
-
-r_"""'"

Resim 6: Caligma sirasinda geligtirilen guval pansuman
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izlem siiresi:

Tdm denekler 10 mm’lik distraksiyonun tamamlanmasinin ardindan sekiz
hafta siire ile izlendi. izlem siiresi icinde inguinal bélgede separasyon gelisen iki
denege debridman uygulandi ve yeniden sutire edildi. Bu deneklerin genel
durumlarinin iyi olmasi sebebiyle calisma gruplarindan c¢ikarilmasina gerek
olmadigina karar verildi. Yag alinma iglemi sonrasi alt ekstremite paralizisi gelisen
bir denek calismadan cikarildi.

Deney Gruplari ve Yapilanlar:

Caligmada ikisi deney, biri kontrol grubu olmak tzere g farkh grupta, her bir
grupta yediger tavsan olacak sekilde toplam 21 adet tavsan kullanildi

Grup | (Kontrol):

Kontrol grubunda tim deneklerin sag tibialarina Ilizarov distraktor takildi ve
osteotomi uygulandi. Yedi gunlik latent periyodun ardindan 15 gtn (0,7 mm/gun)

distrakte edilerek 10 mm distraksiyon saglandi.

Grup Il (K6k Hucre):

Grup Il'de deneklerin her iki inguinal bolgesinden toplam 30’ar cc yag dokusu
alindi, molekdler biyoloji laboratuarinda bu yag dokusundan erigkin pluripotent kdk
hiicreler elde edildi. Bu hicrelerin yuzeyleri belirtegler (marker) ile igaretlendi ve bu
isaretli hucreler akim sitometre (FACS) ile sayilarak elde edilen hiicrelerin kok hicre
olduklari dogrulandi. Ardindan bu kok hicreler histolojik acidan distraksiyon
ortaminda takiplerinin yapilabilmesi amaciyla yesil floresan protein (GFP) ile
isaretlendi. Deneklerin sag tibialarina sirkiler distraktor takildi, distraksiyon
periyodunun 15 gin icinde tamamlanmasinin ardindan konsolidasyon evresinin
baslangicinda, yumusak kallus alanina radyolojik goruntileme altinda beg milyon

adet adipoz kdkenli erigkin kok hiicre enjekte edildi.
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Grup Il (Diferansiye (farkhlagmig) K6k Hucre):

Grup lIl'te de Grup Il ile ayni olacak sekilde kok hicreler elde edildi ve GFP ile
isaretlendi. Ardindan bu hicreler molekiler biyoloji laboratuarinda osteojenik
diferansiyasyon yolagina sokuldu. Alizarin red boyasi ile olugan kalsiyum depozitleri
boyanarak osteojenik diferansiyasyonunu gerceklestirdigi gosterilen hicreler yine
bes milyon adet olacak sekilde osteotomi hattindaki yumusak kallus alanina enjekte
edildi.

Kontrol grubuna distraktor takilmasinin ardindan osteotomi uygulanirken
deney gruplarindan kok hiicre grubunda yag alma isleminin ardindan bir hafta sonra
ve diferansiye kok hiicre grubunda yag alma isleminden iki hafta sonra osteotomi
uygulandi ve distraktor takildi. Her ¢ grupta da osteotomi islemi distraktorlerin,
deneklerin sag tibialarina yerlegtirilip fiksasyonunun saglanmasinin ardindan
uygulandi. Yedi gunlik latent periyodun ardindan 0,7 mm/gin olacak sekilde 15 giin
distraksiyon uygulandi. (Tablo 8)

Operasyon
Latent Penyot (7 gin)
Distraksiyon periyodu
(15 gin)
Enjeksiyon —————
Enjeksiyon materyaller
Grugp i n=7
Kk hiscre 0,25 mi
Konsolidasyon Salia
Grup W n=7
Ostecjenik Diff, Kok hicre 0,25 mi
Salin
/T 4 Hafta
Sakrifikasyon —_— 8 Hafta

Tablo 8: Distraksiyon sirecinin sematik gérinimd
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Deneklerin  tum cerrahi girisimleri DEUTF Deney hayvanlari Arastirma
Laboratuvarlar'inda yapildi. Denekler cerrahi sonrasi yedi gun sireyle olasi
enfeksiyon riskine karsi gunlik pansumanlarla izlendi . Deneklerin sag tibialarina
uygun 0Ozel olarak hazirlanan bez torbalarla pansuman takibi kolaylastirildi, ayrica bu

yontem ile distraktoriin ve denegin tibiasinin zarar gérmesi engellendi.

Deneklere distraksiyonun tamamlanmasinin ardindan haftalik X-Ray c¢ekilerek
kemiklerdeki uzama ve kemiklesme durumu gosterildi. Belirlenen konsolidasyon
suresi olan sekiz haftanin ardindan pentobarbutal sodyum (40 mg/kg) ile sakrifiye
edilen denekler histopatolojik, biyomekanik, radyolojik incelemelerle degerlendirildi.



Grup Il

Yag alinmasi

|

Kok hiicre elde edilmesi

(=

Kok hicrelerin dogrulanmasi (akim
sitometre ile)

—

Kok hicrelerin isaretlenmesi (GFP ile)

(=

Distraktor takilmasi

(=

Osteotomi

—

Distraksiyon islemi

(=

Kok hicrelerin kallus i¢ine verilmesi

(=

Konsolidasyon

[

Sakrifikasyon

Grup Il

Yag alinmasi

!

Kok hiicre elde edilmesi

(=

Kok hicrelerin dogrulanmasi (akim sitometre

ile)

(=

Kok hicrelerin isaretlenmesi (GFP ile)

(=

Kok hicrelerin diferansiyasyon yolagina

sokulmasi

(=

Distraktor takilmasi

(=

Osteotomi

(=

Distraksiyon islemi

(=

Diferansiye Kok hicrelerin kallus igine

verilmesi

(=

Konsolidasyon

Sakrifikasyon

Tablo 9: Grup Il ve Grup llli¢in deneyin algoritmi
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5.2 Cerrahi Yontem:
5.2.1 Adipoz doku elde edilmesi:

Ketamin (Alfamine) 35 mg/kg im. ve Ksilazin klorir (Alfazyne) 5 mg/kg im.
verilerek genel anestezi saglandi. Her iki inguinal bélge klorheksidinli soltsyon ile
temizlendi ve tiras edildi ardindan % 1’lik povidon iyodur (Batikon) ile yikandi
(Resim 7). Denek supin pozisyonda operasyon masasina Yyerlestirildi, steril
operasyon Ortiisu ortiildii, Cefazolin Na (Cefozin) ile profilaksi saglandi. insizyon
hattina 1mg/kg Citanest inflzyonu ile analjezi saglanmasinin ardindan 15 numaral
bisturi ile horizontal 10 cm insizyon yapildi (Resim 8). Cilt fleplerinin eleve
edilmesinin ardindan inguinal yag yastikciklari eksize edildi. Eksize edilen 30 cc yag
dokusu (Resim 9) steril serum fizyolojik ile yikanmasinin ardindan steril kaba alindi,
kanama kontroli saglandi. Cilt ciltalti dokularin sitirasyonunun ardindan insizyon

alanina kelebek pansuman yapildi (Resim 10).

U 4

Resim 8: Steril operasyon alaninin Resim 9: Elde edilen yag dokularinin serum

hazirlanmasi ve insizyon ile yikandiktan sonra steril kaba alinmasi
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Resim 10: Kanama kontrolintn ardindan insizyonun kapatiimasi.

5.2.2 Distraktor Tak/imast:

Ketamin (Alfamine) 35 mg/kg im. ve Ksilazin klorir (Alfazyne) 5 mg/kg im.
verilerek genel anestezi saglandi. Operasyon alani klorheksidin solusyon ile
temizligin ardindan tiras edildi. %1’lik povidon iyodur ile operasyon alani yikandi,
denek supin pozisyona alindi ve sag alt ekstremitesini acik birakacak sekilde steril
operasyon oOrtusu ortuldu. 2 cc Citanest inflizyonu ile analjezi saglandi. Cefazolin Na
ile profilaksi saglandi. Sag tibiafemoral eklem bdlgesinin 3,5 cm distalinden
(Resim 11) 1 mm c¢apinda 15 cm'’ ye kisaltilmis olan ilk K teli, tibianin anteriorundan
hizi ayarlanabilir Dremel sarjli motor ile perkutan olarak tibiaya 90 derece dik olacak
sekilde yerlestirildi (Resim 12). ikinci K teli ilk tele dik olacak sekilde ilk telin 0,5 cm
distalinden (distraktor halkasi kalinigi kadar) yine perkutan olarak yerlestirildi. Ikinci
telin 1,5 cm distalinden tgunci K teli ve Ggtincid telin 0,5 cm distalinden dordincu K
teli perkutan olarak Dremel sarjli motor ile yerlestirildi. K tellerinin yerlestiriimesinin
ardindan ilk llizarov halkasi ust iki K teli arasina yerlestirildi (Resim 13). Halkalar K
tellerine, 0,5 cm capinda ve boyun kisimlarinda K telinin gegebilmesi igin 1,5 mm
¢caph delik bulunan vidalar, pul ve somun yardimiyla gergin olarak yerlestirildi.
llizarov halkalarinin yerlestiriimesinin ardindan her iki halkayi birbirine sabitleyecek
0,5 cm caphh 6 cm uzunlugunda yivli G¢ adet bar esit araliklarla yerlestirildi
(Resim 14).
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Resim 12:Tibiaya “K” tellerinin perkutan Resim 13: ilk halkanin Ust iki “K” teli arasina
takilmasi yerlegtiriimesi

Resim 14: Distraktorun tibiaya yerlestirilmig hali

Distraktor yerlestiriimesinin ardindan osteotomi safhasina gegildi. iki halkanin

ortasinda tibianin anteromedialinden 15 numaral bistiri ile 2 cm cilt insizyonu yapildi
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(Resim 15). Tibialis kraniyalis ve ekstansor digitorum kaslar arasindan diseksiyon
uygulanarak medial ytizden periosta ulagildi. Periost cizildi ve korunarak eleve edildi,
osteotomi uygulanacak alan ortaya konuldu. Sonrasinda donus hizi ayarlanabilir,
dakikada 8000-30000 devir arasinda calisabilen elektrikli tur cihazina, dis ¢api 2,5
cm. olan dairesel testere takilarak 2. ve 3. “K” tellerinin tam ortasindan tibiofibular
bileskenin distalinden osteotomi uygulandi (Resim 16). Osteotomi yapilirken kemigin
yuksek 1sidan korunmasi icin steril serum fizyolojik ile surekli yikama yapildi.
Osteotominin tamamlanmasinin ardindan periost ve yumusak dokular 4-0 poliglaktin
910 cilt 4-0 polipropilen ile sitire edildi. Povidon iyot ve mupirocin pomad
uygulanarak kapali pansuman yapildi (Resim 17).
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Resim 15: Distraktorun takilmasinin ardindan Resim 16: Denegin osteotomi uygulanmig

osteotomi bdlgesinin saptanmasi tibiasi

Resim 17: Distraktdriin takilmasinin ardindan kapali pansuman yapildi.
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5.2.3 Distraksiyon /glemi:

Distraktorlerin takilmasinin ardindan yedi gunlik latent periyot suresince her
gun pansumanlarla takip edilen denekler latent periyodun tamamlanmasinin
ardindan yedi numarali anahtar ile gtinluk 0,7 mm distraksiyon uygulandi (0,7 mm’lik
ilerleme, somunun bir tam turu ile elde edildi)(Resim 18-19).

Resim 18: 0,7 mm/gin olacak sekilde 15 giin distraksiyon uygulandi

Resim 19: Distraksiyon sirecinde denekler



5.3 Kok Hicre Elde Edilmesi

Dokuz Eylil Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvari’'nda denegin inguinal
bolgesinden alinan ve agzi kapakli steril kap icerisine yerlestirilen steril serum
fizyolojik ile yikanmig 30 cc adipoz doku 1 saat igerisinde IYTE molekiiler biyoloji
laboratuvarina ulastirildi. Mezenkimal kok hticre eldesi ile ilgili prosedur izlendi.

5.3.1 Tavgan Adipoz Dokusundan Mezenkimal Kok Hiicre Elde Edilmesi

Tavsanin inguinal bdlgesinden elde edilen yag dokusu ilk 6énce bir petri kap
icerisine alindi. 5 ml PBS (%2 Penisilin-Streptomisin iceren) ile yikandi. Dokular
yikandiktan sonra diger petri kabina alinarak burada da 5 ml PBS (%2 Penisilin-
Streptomisin igeren) ile iyice yikandi. Bu arada %0,075’lik kollajenaz tip | 50ml PBS
icerisinde ¢ozilerek 10 dakika boyunca 37°C calkalamali su banyosunda bekletilerek
aktive edildi. Yag dokularinin yikanmasindan ardindan dokudaki kanli bolgeler kuguk
parcalar halinde kesilip atildi (Resim 20). Ardindan doku makasla mins edilerek
kucuk parcalar elde edildi ve bunlarin tzerine 10 ml kollajenaz tip | ilave edilerek
mins islemine devam edildi (Resim 21). Kiguk parcalar haline getirilmis olan yag
dokusu 50ml’lik tip icerisine alindi Uzerine 15ml daha kollajenaz ilave edildi ve
1 dakika boyunca vortekslendi (Resim 22). Ardindan 37°C'de calkalamali su
banyosunda 90-120 dk boyunca bekletildi (Resim 23). Bekleme stiresi icerisinde her
15 dakikada bir 6rnekler vortekslendi. Bekleme siresinin sonunda homojenize olan
orneklerin tzerine 15 ml PBS (%1 Penisilin-Streptomisin i¢ceren) eklenerek 600 G'de
10 dk boyunca santrifjlendi. Santrifij sonunda tipin Ust kisminda biriken yag
tabakasi atildi ve tekrar UGzerine 15 ml PBS (%1 Penisilin-Streptomisin igeren)
eklendi ve 600 G'de 10 dk tekrar santrifijlendi. Santrifiij sonunda supernatan ¢ok
dikkatli bir bicimde cekilerek atilir ve Uzerine tekrar 15 ml PBS (%1 Penisilin-
Streptomisin iceren) eklenerek 600 G'de 10 dk santrifijlendi. Supernatan tekrar
dikkatli bir bicimde c¢ekilerek atilir ve kok htcrelerin bulundugu pellet (Resim 24)
15ml %15 FBS+%21 Penisilin-Streptomisin+0,02mM L-Glutamin igceren DMEM
besiyeri igerisine ¢ozuldu ve flasklara ekim yapildi (Resim 25). Ekimden 24 saat
sonra flaskin besiyeri ¢ok dikkatli bir sekilde pipetle gekildi ve yerine taze besiyeri
koyuldu bdylece dokudan gelen istenmeyen maddeler arindirildi. Kok htcrelerin
konfluens olma durumlarina gore 4 guinde bir pasaj yapildi (Sekil 42).
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Resim 21: Yag dokusunun petri kabi
icerisinde kucuk parcalar haline getirilmesi

Resim 23: Calkalamali su banyosu Resim 24: iglemlerin sonucunda elde edilen

pellet (flaska ekim 6ncesi)

92



Resim 25: Hicrelerin ekildigi flasklarin inktibatdrin icindeki gérinimi
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Sekil 42: Kok hiicre elde edilmesi (Sematik goriniim)

5.3.2 Kok Hucrelerin Pasajlanmas ve Say/iimasi

Kok hucreler flaskin ylzeyini tamamen kapladiktan sonra ya hucreler 6lime
gider ya da Ust tabakaya gecerek diferansiye olma egilimine girerler. Bu nedenle
hiicreler konfluense ulastiklari zaman pasajlama iglemi yapilir. llk énce hiicrelerin
Uzerindeki besiyeri aspire edilir. Hucreler 5ml PBS ile iyice yikandiktan sonra flaskin
ylzeyinde adhere olan hicrelere 5ml tripsin-EDTA eklenir ve 5 dakika 37°C %5 CO2
inkiibatorinde bekletilir. 5 dakika sonunda yitizeyden kalkan hicrelerin Gzerine 5ml
%15 FBS+%1 Penisilin-Streptomisin+0,02mM L-Glutamin iceren DMEM besiyeri
eklenerek tripsin+EDTA inaktive edilir. Ardindan hicreler 15ml tip (flakon) igerisine
alinarak 1000 rpm'de 10 dk santrifujlenir. Santrifiij sonrasinda supernatant atilir
pellet 5ml icerisinde ¢ozulur ve iyice homojen hale getirildikten sonra 1:1 oraninda
hiicre ve tripan blue bir ependorf kabi igerisinde karistirilarak hemositometreye 20l
eklenir ardindan hicreler mikroskopta sayilarak mililitredeki sayilari hesaplanir
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(Resim 26). Buna gore 1 milyon hicre flask icerisine alinarak 15ml’'ye tamamlanir.
Ardindan 37°C CO; inkubatoériine alinarak konfluense ulastiktan sonra 3-4 giinde bir

pasajlanir ya da besiyeri degistirilir.

Resim 26: Hiicrelerin hemositometre ile saylimasi

5.3.3 Elde Edilen Kok Hucrelerin Goriintilenmesi

Tipik olarak yildizsi uzantilari olan ve flaska yapigan kdk hicreler 1sik mikroskobu ile

tanindi ve goéruntulendi.

Resim 27: Isik mikroskobunda yildizsi uzantilari olan kdk hticrelerin gérintilenmesi

5.3.4 KOk Hucrelerin Akim sitometre (FACS) ile Say/imasr:

Hucreler tripsinizasyon ile ylizeyden ayrildiktan sonra CD45 APC H7 (Becton-
Dickinson, Bioscience Pharmingen, San Diego, CA, USA), CD34 PE Cy7 (Becton-
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Dickinson), NG2 PE (Beckman Coulter, Marsilya, Fransa), CD73 PE (Becton-
Dickinson) ve CD105 FITC (Serotec, Oxford, UK)'ye karsi antikorlar ile inkiibasyon
oncesi fosfat tamponlu salin ile yikandi. Akim sitometrik analizler icin iki tip
kullanildi. ik  tupte CD105/CD73/CD34/CD45 ikinci tupte ise
CD105/NG2/CD34/CD45 bulunmaktaydi. Her tiipe 5x10° mezenkimal kok hiicre
eklendi 50000 hucre/drnek ve 400 hicre/saniye akim hizinda floresan histogramlar
elde edildi. Deneyler FACS Canto Il (BD Bioscience Pharmingen, San Diago, CA,
USA) ile yarutuldd. Akim sitometrik veriler FACS DIVA yazilimi (Becton-Dickinson)

ile analiz edildi.

Floresan
igaret lagh
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reEsapt i

Hutre

Sekil 43: Kok hiicrelerin ylzey belirteglerinin (marker) igaretlenip (tagging) sayimasi

5.3.5 Kok Huicrelerin Yesil Floresan Proteini (GFP) ile [saretlenmesi

Mezenkimal kdk hicreler yeterince kofluense ulastiktan sonra hticreler in vivo
takiplerinin yapilabilmesi icin yesil floresan protein igceren plazmid ile transfekte
edilerek isaretlendi. Mezenkimal kok hicrelere (MKH) Uglinci pasajdan sonra
“Green Fluorescent Protein phMGFP “ vektor sistemi ve “Polyfect Transfeksiyon kiti”
kullanilarak GFP iceren plazmid transfekte edildi Transfeksiyon islemi, bir gin
oncesinde 75cm?lik flasklara 5x10° MKH’lerin ekimi ile baslamistir. Ertesi giin flask
4ml PBS ile yikanir ve yapigmayan hicreler atilarak tzerine 7ml %15 FBS+2mM L-
Glutamin+%21 Penisilin-Streptomisin iceren DMEM besiyeri eklenmigtir. Bu arada
4ug plazmid DNA'sI ile 25ul polyfect “reagent” karistirilip “spin down” yapilarak 10
dakika boyunca oda sicakliginda inkibe edilerek kompleks olusumu saglandi.
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Inkiibasyon sonunda 1ml %15 FBS+2mM L-Glutamin+%1 Penisilin-Streptomisin
iceren DMEM besiyeri kompleks Uzerine eklenerek 10 saniye vortekslenerek flaska
yavasca eklendi ve 72 saat bekletilerek GFP proteinin yazilmasi sonucu olusan

Isima immunofloresan mikroskobu altinda incelendi (Resim 28). immunfloresan

mikroskop ile inceleme ile hiicrelerin %80-90 oraninda GFP ile isaretlendigi goruldi

Resim 28: Transfeksiyon sonrasi igaretli k6k hiicrelerin immunofloresan mikroskop ile

iIgimalarinin gosterilmesi

5.3.6 Kok Hucrelerin Diferansiyasyonu (Farkl/lasmasi):

Kok hucreler, 3. pasajdan sonra besiyeri icerisine birtakim suplementler
eklenerek diferensiyasyon iglemine baglanir. Mesencult Basal Medium (Stem Cell)
icerisine %15 osteojenik stimile edici suplement, 3,5 mM B-gliserofosfat, 0,01 uM
deksametazon ve 50 pg/ml askorbik asit eklenerek farklilagsma besiyeri hazirlandi.
Her ¢ gunde bir farklilasma besiyeri degistirilerek MKH’lerin osteojenik farklilagsmasi
saglandi. Bu farkhlasan hucrelerin fotograflari 9, 15 ve 21 gin sonunda c¢ekilerek
kaydedildi (Resim 29).

Resim 29: Diferansiye kdk htucrelerin gérinimu
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Diferansiye Kok Hucrelerin Alizarin Red ile Boyanmasi:

Diferansiye olan hucrelerin kalsiyum hidroksiapatit depolanmasini gostermek
ve diferansiyasyonu dogrulamak ic¢in hticrelere alizarin red boyasi uygulandi. Alizarin
Red, konsantrasyonu 40 mM olacak sekilde formaldehit igerisinde ¢odzulerek
amonyum hidroksit ile pH 4,4’e ayarlandi. Onikilik plate’lere 20x103 mezenkimal kok
hicreler ekildi ve ertesi gun hiicreler yiizeye yapistiktan sonra %70’lik soguk alkol ile
fikse edildi (Resim 30). Hucreler fikse olduktan sonra tzerindeki alkol atildi ve distile
su ile yikandi. Ardindan alizarin red boyama solusyonu eklendi 20 dakika boyunca
yavas yavas karistiricida karigtirildi bu stire sonunda tzerindeki alizarin red boyasi
atilarak mikroskop altinda kalsiyum depozitleri incelendi (Resim 31). Bu islem 9, 15
ve 21 gun sonlarinda yapilarak mikroskop altinda fotograflari gekilerek degisiklikler
kaydedildi.

Resim 30: Alizarin red boyasi uygulanmig MKH’ler

Resim 31: Alizarin red boyasi ile kirmiziya boyanmig kalsiyum depozitleri

97



Alkalen Fosfataz (AP)Boyamasi:

Tween 20 1XPBS icerisinde son konsantrasyonu %0,05 olacak sekilde
ayarlandi ve iyice karistirilarak “Phosphate Buffered Saline Tween 20 (PBST)”
hazirlandi ve oda sicakliginda saklandi. Boyama soltisyonu “Alkaline Phosphatase
Staining (Stemgent, Cat. No. 00-0009) kiti” ile yapildi. Kitte bulunan solisyon A ve B
1:1 oraninda karistinldi ardindan AP boyama solusyonu her bir deneme icin ayri ayri
hazirlandi. 24'lu kuyucuklara 50x103 mezenkimal kdk hicrelerin Gzerindeki besiyeri
aspire edildi ve hicreler 2 kez 1XPBST ile yikanir. Oda sicakliginda, kit igcerisinde
bulunan fix solisyonu'ndan 0,5ml 24’lu kuyucuklara eklenerek 1-2 dakika boyunca
beklenerek mezenkimal kok hicreler fikse edildi. Bekleme stresi sonunda hemen fix
solusyonu aspire edilir ve 1XPBST ile fikse edilmis mezenkimal kdk htcreler yikanir
ve Uzerine, 0,4 ml boyama solusyonu eklenir. Hiicreler 5-15 dakika arasinda karanlik
ortamda bekletilir. Renk degdisimi incelenerek, acik renge donustugu zaman spesifik
olmayan boyamalarin 6nlenmesi igin reaksiyon durdurulur. Reaksiyon durdurma
islemi boyama solusyonunun uzaklastiriimas! ile gergeklestirilir. 1x PBS ile
kuyucuklar iyice yikanir ve tzerine 500 pl 1XPBS eklenir ve AP ekspresyonu kirmizi
ya da mor renk ile mikroskop altinda belirlenir. Eger ki AP ekspresyonu yok ise

boyanma gerceklesmez ve mikroskop altinda renk degisimi gozlenmez.
Enjeksiyon Protokoli:

Hucreler tripsin solisyonu ile besi yerlerinden ayrildiktan sonra 1000 rpm’de
10 dakika santriftj edildi, sipernatan atildi ardindan 0.25 cc serum fizyolojik iginde
¢6zulda. Hemositometre ile sayim yapilarak bes milyon adet kok hiicre enjektore
cekildi. Ardindan hicreler 1 saat icinde DEUTF deney hayvanlari aragtirma
laboratuarina ulastinildi. Ketamin ve ksilazin anestezisi verilen denekler tasima
sepetleri ile grafilerinin cekilece§i DEUTF radyoloji bolumiine tasindi (Resim 32).
Enjektoriin ignesi distraksiyon alanina sokuldu ve grafi cekildi (Resim 34). ignenin
uygun pozisyonda oldugunun goérilmesinin ardindan distraksiyon alanina 26 gauge
igne ile 1 dakika sure icerisinde yavas yavas kok hicrelerin enjeksiyonu yapildi,
enjeksiyonun ardindan verilen sivi disari akmasin diye igne 1 dakika daha yerinde
tutuldu (Resim 33). Distraksiyon alanini yaklasik 0.5 cm? olarak hesaplanmistir. Bu
bolgeye verilen kok hiicre iceren sivi hacmi ise 0.25 cm®tir.
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Resim 32: Kok hiicre enjeksiyonu dncesi Resim 33: Kok hiicre enjeksiyonu 1 dakika
deneklerin anestezisi saglandi icinde yavag yavag yapildi.

Resim 34: Enjektorin uygun pozisyonu grafi ile géruntilendi
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5.4 Degerlendirme

Distraksiyon periyodunun tamamlanmasinin ardindan 8 haftalik konsolidasyon
surecinin de sona ermesiyle sakrifiye edilen deneklerden elde edilen sonuglar
radyolojik, histopatolojik ve biyomekanik incelemeye tabi tutuldu.

5.4.1 Radyolojik Degerlendirme:

TUum deneklere distraksiyon tamamlanmasinin ardindan haftalik 6n-arka ve
yan duzlemlerde direkt grafi cekildi. Deney hayvanlari arastirma laboratuarinda
ketamin-ksilazin kombinasyonu ile anestezileri saglanan denekler, tasima sepetleri
ile grafilerinin gekilecegi DEUTF radyoloji bolimi'ne goturildu. Deneklerin transport
esnasinda 1si1 degisikliklerinden olumsuz etkilenmemesi amaciyla sepetlerin tzeri
naylon ile kaplandi. Onceden numaralandiriimig olan denekler ilk olarak supin
pozisyonunda yatirilarak on-arka daha sonra ise yan pozisyonda yatirilarak lateral
tibia grafileri cekildi (Resim 35). Goruntuleme iglemi yutksek ¢Oozunarluklt dijital
radyografi sistemi (Philips digital diagnost) ile yapildi.

Goruntileme 110 cm uzakliktan 66 kV, 1.82 msn,1.20 mAs ve X1 blyutme
kullanilarak standardize edildi. Degerlendirme calismayr bilmeyen bir radyoloji
uzmani tarafindan yapildi. Distraksiyon alaninin yeni olusan kemik ile doluluk orani
belirlenerek Modifiye Lane ve Sandhu Skorlama Sistemi ile skorlama

96,97,139

uygulandi (Tablo 10). Bu skorlama sisteminde defektin proksimali ve distali
ayri ayrn degerlendirilmektedir. Ayrica bu skorlama sistemi ile distraksiyon alaninin
ne kadarinin kallus dokusuyla dolu oldugu ve ne kadar kaynama oldugu da

degerlendirilebilmektedir.

Direkt grafi Gzerinde distraksiyon alanini dolduran kallus dokusu alani toplam
distraksiyon alanina oranlandi (Resim 36).
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Tablo 10: Radyolojik sonuclarin degerlendiriimesinde kullanilan Modifiye Lane ve Sandhu

skorlamasi

Resim 35: Deneklerin radyolojik goriuntilemesi

Modifiye Lane ve Sandhu Skorlama Sistemi

Puanlama

Kemik olusumu

Kemik olugsumu yok

Defektin %25'ini dolduran kemik olusumu

Defektin %50'sini dolduran kemik olusumu

Defektin %75'ini dolduran kemik olusumu

Batin defekti dolduran kemik olusumu

Al W N | O

Kaynama (Proksimal ve distal ayri degerlendirilir)

Kaynama yok

o

Kaynama baslangici

Radyografik tam kaynama

Remodelasyon

Remodelasyon yok

intrameduller kanalin remodelasyonu

Kortekste tam remodelasyon

N

Mumkun olan maksimum puanlar

Kemik olusumu

Proksimal kaynama

Distal kaynama

Remodelasyon

N N N B

Maksimum toplam puan
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Resim 36: Kallus doluluk miktarlarinin belirlenmesi

5.4.2 Biyomekanik Degerlendirme:

Denekler radyolojik incelemelerinin tamamlanmasinin ardindan 8. haftada her
bir gruptan Ucger tane olacak sekilde rastgele secimle sakrifiye edildi. Distraksiyon
alaninin proksimal ve distalinde ikiser cm kalacak sekilde steril serum fizyolojik ile
sogutularak yuksek hizli elektrikli kesici ile kesildi. Kemik Uzerindeki yumusak
dokular temizlendi. Tium 6rnekler numaralandirildi ve serum fizyolojik emdirilmis 1slak
bir sargi bezine sarilarak bir saat icerisinde Dokuz Eylil Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitisi Biyomekanik A.D. laboratuarina ulagtinldi. Biyomekanik calisma igin g
nokta kirma testi uygulandi. (AG-1 10 kN, Shimadzu, Japonya) (Resim 37). Alt aparat
araligi 30 mm ile sabitlendikten sonra distrakte alan lst aparati ortalayacak sekilde
kemik numuneleri yerlestirildi. Cihaz kirma testini dakikada 1 milimetre hiz (1 mm/dk)
ile basarak gerceklestirdi. Kallus dokusunda ilk kirilma olugsup kuvvet basma

isleminin distigu andan sonra deney sonlandirildr.
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Resim 37: Ug nokta kirma (bending) testinin uygulanisi

5.4.3 Histopatolojik Degerlendirme:

Denekler, distraksiyon isleminin tamamlanmasindan sekiz hafta sonra 40
mg/kg pentobarbital ile sakrifiye edildi. Sag tibialarinda bulunan distraktorleri tutan K
telleri yan keski ile kesildi ve distraktor cikarildi ardindan K teli parcalari penset
yardimiyla c¢ikarildi, onbes numarali bisturi ile tibianin anteriomedialinden kesi
yapildi. Kesi diz eklemi ve subtalar eklem seviyesine kadar ilerletildi. Yumusak
dokularin siyrilmasinin ardindan yuvarlak ucglu elektrik motorlu kesici ile 8000
devir/dk olacak sekilde surekli steril serum fizyolojik ile sogutma yapilarak
distraksiyon alanini santralde birakacak sekilde (¢ cm kemik eksize edildi
(Resim 38).

Ornekler numaralandirilarak %10’luk formaldehit ile oda sicakliinda 24-48
saat fikse edildi. Dekalsifikasyon icin tibia morse soliisyonuna konuldu. Morse
soltisyonu %10’luk tamponlu formalinle %20 oraninda formik asitle (UN 1779, Merck,
Darmstadt, Almanya) karistinlarak hazirlandi. Solisyon ilk G¢ gun 12 saatte bir
degistirilerek daha sonraki ginlerde her 24 saatte bir dedistirilerek 12 ginde
dekalsifiye edildi. Daha sonra fiksatiflerin uzaklastiriimalari amaciyla bir gece akarsu
altinda yikandi. Dehidratasyon amaciyla sirasiyla %70, %80 ve %96’lik etil alkol
serilerinde 20’ser dakika; ardindan dort farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu.
Seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki farkli ksilene tabi tutuldu. Birer saatlik iki kez
parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar i¢cerisine gomuldu.

Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) araciligi ile 5p’luk parafin kesitler alindi.
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Resim 38: Sakrifikasyonun ardindan inceleme i¢in 3 cm kemik dokusu eksize edildi.

Demirli Hematoksilen-Eozin Boyamas::

Alinan kesitler deparafinizasyon iglemi icin 1 gece 60°C’lik etlvde birakildi.
Ardindan ilki 30 dakika (60°C ettivde) diger ikisi 20’er dakikalik t¢ farkh ksilene tabi
tutuldu. Daha sonra rehidratasyon iglemi icin bes degisim absolu alkol %70’e azalan
alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile galkalandiktan sonra 10 dakika
Demirli Hematoksilen ile boyandi. Demirli hemotoksilen %70 Alkol solisyonundan
%10’luk Mayer's hemotoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) olacak sekilde karistirilarak hazirlanan hemotoksilen %210’luk ferik
kloridle birebir oraninda kullanilarak boyama yapildi. Boyamanin ardindan, boyanin
fazlasinin dokudan uzaklagtiriimasi igin 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2
dakika Eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi
ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve iki seri Absolu alkolden
gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’'ser dakika U¢ degisim ksilende
tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi.

Masson-Trikrom Boyamasi:

Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi igin bir gece 60°C’lik ettivde birakildi.
Ardindan ilki 30 dakika (ettivde) diger ikisi 20’ser dakikalik t¢ farkli ksilende tutuldu.
Daha sonra rehidratasyon islemi igin iki degisim absolu alkol ve %96'dan %70’e
azalan alkol serilerinden gecirildi. Ardindan distile suda bes dakika bekletildikten
sonra Masson Trikrom boyama seti (04-010802, Bio-optica Milano, /talya) icerisinden

dokular tzerine alti damla A soliisyonu ile alti damla B solusyonu damlatildi ve 10
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dakika bekletildi. Daha sonra yikamadan 10 damla C solisyonu damlatildi ve 4
dakika bekletildi. Hizlica distile su ile yikandiktan sonra 10 damla D solusyonu
damlatildi ve 4 dakika bekletildi. Distile suyla iyice yikandi. Ardindan 10 damla E
solisyonu damlatihp 10 dakika bekletildi. Yikanmadan 10 damla F sollisyonu
damlatildi ve 5 dakika bekletildi. Distile su ile yikandi. Artan alkol serilerinden
gecirildi. Son absolu alkolde 2 dakika bekletildi ve ksilen ile seffaflagtirma yapildiktan

sonra entellan ile kapatildi.

Immiinohistokimyasal incelemeler:

Hucrelerde osteopontin ve osteokalsin sentez miktari immunohistokimyasal
yontemlerle gdsterildi. Alinan parafin kesitler deparafinizasyon iglemi igin bir gece
60°C’lik etiivde birakildi. Ardindan ilki 30 dakika (ettivde) diger ikisi 20’ser dakikalik
uc farkli ksilende tutuldu. Daha sonra rehidratasyon iglemi igin iki degisim absolu
alkol ve %96'dan %70’e azalan alkol serilerinden gecirildi ve distile su bes dakika
bekletildi. Distile sudan alinan kesitlerin doku etrafindaki su silinip, dakopenle
cevresine daire cizildi. Bu iglem dokularin kurumasini engellemek ve uygulanacak
maddelerin lam uzerinde dagilmasini engellemek amaciyla yapildi. Uzerine PBS
damlatildi. Tripsin 10 dakika 37 °C etlvde muamele edildi. PBS’le 3X5 dakika
yikandi. %3'lik Hidrojen Peroksidaz'da bes dakika oda isisinda bekletildi. PBS’le
3X5 dakika yikandi. Bloking soltiisyonu damlatildi ve 1saat oda isisinda bekletildi.
Yikama yapilmadan dokulara Primer Antikor damlatildi ve bir gece +4 °C'de
bekletildi. PBS’le 3X5 dakika yikandi. Biyotinlenmis sekonder antikorla 30 dakika oda
Isisinda muamele edildi. PBS’le 3X5 dakika yikandi. Enzimle isaretli (peroksidaz)
avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) ile 30 dakika oda i1sisinda muamele edildi.
PBS’le 3X5 dakika yikandi. DAB ile boyamasi 3-5 dakika boyandi. Distile su ile
yikandi. Mayers hematoksilende 1-2 dakika boyandi. Distile su ile yikandi. Artan
alkol serilerinden gecirildi. Son absoli alkolde 2 dakika bekletildi ve ksilen ile
seffaflastirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi.
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Histolojik Skorlama

Boyama iglemlerinin ardindan érnekler 11k mikroskobunda 20x, 100x, 200x ve
400x buyutmede incelendi. Histolojik incelemeler icin Olympus DX51 floresan
mikroskop kullanildi Elde edilen demirli hemotoksilen preparatlarinda 6 farkli alanda
mm?deki osteosit, osteoblast, osteoklast, fibroblast ve kondrosit hiicreleri sayildi.
Histopatolojik inceleme sirasinda 1sik mikroskobundaki 1xlik buyidtmedeki
goruntuler, renkli dijital video kamera (Olympus DC70) ile bilgisayar ortamina
aktarildi. Goruntuleme icin Olympus image proplus software kullanildi. Bilgisayar
ortaminda yeni olugan trabekdller ve kikirdak bdlgeleri alan cinsinden hesaplandi.
Kullanicinin isaretledigi uzunluklari ve alanlari dl¢iip hesaplayabilme 6zelligine sahip
bir gorintl analizi yazilimi yardimiyla (Image Tool 3.0 Software) yeni kemik olusum
uzunluklari ve alanlari hesaplanip kaydedildi.

GFP ile isaretli hicrelerin isimasini géstermek amaciyla Grup 1l ve Grup lll'e
ait ornekler imminfloresan mikroskopta 20x, 100x, 200x ve 400x buyitmede
incelendi. Immiinohistokimyasal boyama yontemleri ile elde edilen preparatlarda 6
farkli alanda mm?deki osteokalsin ve osteopontin pozitif hiicreler sayild!

5.4.4 istatistiksel Degerlendirme:

Calismada opere edilen tavsanlardan elde edilen radyolojik degerlendirme
sonuglari, biyomekanik degerlendirme sonuglari ve histomorfometrik 6lgiim sonuglari
Windows igin SPSS 15.0 istatistik programinda Mann Whitney U testi kullanilarak
analiz edildi. Veriler ortalama (+ standart hata) olarak gosterildi.
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6.BULGULAR-SONUCLAR

Calismaya Grup I, Grup 1l ve Grup lII'te yediger adet olacak sekilde 21 denek
ile baglandi. Butin deneklerin distraktorleri ¢ok iyi tolere ettigi, yeme ve suya
ulagsmada sorun yasamadiklar goruldi. Uc olguda operasyon sonrasi édem ve
hiperemi olustu ancak bir hafta icinde geriledi. Grup llI'te bir denekte yag alinma
islemi sonrasi alt ekstremite paralizisi gelisti. Bu denek yerine bagka bir denek
konuldu ve calisma 21 tavsan ile tamamlandi.

6.1 Akim Sitometre (FACS) Sonuglart:

Molekuler biyoloji laboratuarinda, elde edilen kok hucreler tgunciu pasajin
ardindan adipoz kokenli mezenkimal kaynakli kok hicre olduklarinin dogrulanmasi
amaclyla ylzey belirtecleri ile isaretlenerek akim sitometri cihazinda sayimi yapildi.
Hematopoetik kok hicrelere 6zgl olan CD34 ve CD45 belirteglerinin negatif oldugu
goruldi. Adipoz kokenli kok hicrelere 6zgl olan CD73, CD105, NG2 belirtecleri ile
yapilan sayimda %99 oraninda pozitiflik goruldu (Sekil 44,45).
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Sekil 44: Kok hicrelerin akim sitometre ile sayim sonuglari
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Akim Sitometre

@BC0105 E@NG2 WCDTI ECD34 @ODas

Sekil 45: Akim sitometre sonuglarin karsilastiriimasi

6.2 Biyomekanik Degerlendirme Sonugclari

Biyomekanik degerlendirmede yapilan ¢ nokta kirma (bending) testinde elde
edilen sonuglar kargilastirildiginda en yiksek skorlarin osteojenik diferansiye kok
hicrelerin verildigi G¢lnclt grupta oldugu goruldi (Tablo 11). Grup I'in ortalama
degeri 344,092 + 28,56, Grup II'nin ortalama degeri 433,315 + 23,12 ve Grup III'in
ortalama degeri 526,896 + 18,93 idi (Sekil 46,47). istatiksel degerlendirme igin
kullanilan Mann-Whitney U testinde tum gruplar icin ayni sonu¢ elde edilmistir
Yapilan test ile M-W U = 0,000 p = 0,050 olarak saptandi. Aradaki fark istatiksel
acidan anlamh degildir. Gruplar arasi degerlendirme igin yapilan Kruskal Wallis
testinde p=0,027 olarak saptanmigtir. Bu de@erlendirmede aradaki fark istatiksel

olarak anlamhdir.
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Sekil 46: Biyomekanik degerlendirme ile Grup |, Grup Il ve Grup lIl'te alinan sonugclar
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Denek No

Maksimum gi¢
(Newton)

Ortalama

Grup |

377.031

326. 019

329.234

344.094

Grup Il

431.875

457.126

410.945

433.315

Grup Il

545.000

526.563

W N | W N P W NP

508.125

526.562

Tablo 11: Her Ui¢ grupta saptanan biyomekanik degerlendirme sonuclari

3 Nokta Kirma Testi

BGrupl EGrupll &Gruplll

Sekil 47: Ug nokta kirma testinde alinan maksimum yiklenme ortalamalarinin karsilagtiriimasi
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6.3 Radyolojik Sonugclar

Deneklerin 8. haftadaki radyolojik goruntileme sonuglari kargilastirildi.
Osteojenik diferansiye kok htcrelerin verildigi Grup III' de bazi deneklerde yiizde
ylize varan oranlarda distraksiyon alaninin kallus ile dolu oldugu gérildi bu oran
diferansiye olmamis kok htcrelerin verildigi Grup 1I'de daha dusukti. Kontrol grubu
ve kok hicre grubunda proksimal ve distal kallus fizyonunun her denekte olmadigi
fuzyon olan deneklerde ise kallus dokusunun ¢ok daha radyolusent oldugu goraldu.
Calismaya alinan deneklerin radyografik goérintulerinin  degerlendirilmesi igin
Modifiye Lane ve Sandhu skorlama sistemi kullanildi.’”*?" Her bir grubun aldii
skorlar ve distraksiyon alaninin kallus dokusu ile doluluk oranlari karsilagtiridi
(Resim 39,40,41).

Deneklerin modifiye Lane ve Sandhu skorlamasinda aldigi degerler
ortalamasi; Grup I'de 4,571 + 0,2, Grup II'de 5,14+0,1, Grup llI'te 6,14+0,5 olarak
bulunmustur (Sekil 48). Her bir grup ikili olarak diger gruplarla kargilastirildiginda;
Grup | ve Il arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur ( p=0,044 M-W

U= 12,000). Grup | ile Grup Il arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur; (p=0,011 M-W U = 6,000) Grup Il ile Grup lll karsilastirldiginda ise
aradaki fark istatistiksel olarak anlamh degildir ( p=0,084 M-W U= 13,000)
(Tablo 12).
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Resim 39: Diferansiyasyon grubundaki deneklerin (Grup Ill) 1., 4. ve 8. haftalardaki radyolojik

gorunidmleri
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Resim 40: Kok hiicre grubundaki deneklerin (Grup II) 1., 4. ve 8. haftalardaki radyolojik

gorunidmleri
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Resim 41: Kontrol grubundaki deneklerin (Grup 1) 1., 4. ve 8. haftalardaki radyolojik

gorunidmleri
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Denek No | Grup | Grup Il | Grup Il

1 4 6 5

2 5 5 5

3 5 5 8

4 4 5 5

5 5 5 6

6 5 5 6

7 4 5 8
Ortalama 4,57 5,14 6,14

B

Sekil 48: Radyoloji skor ortalamalarinin grafiksel karsilastiriimasi

Calismaya alinan tavsanlarin radyolojik incelemesinde distraksiyon alanini
dolduran kallus oranlari ortalamasina bakildiginda; Grup I'in ortalamasi 66,79 + 2,7,
Grup II'nin ortalamasi 74,14 +3,9 ve Grup III'in ortalamasi 88,5 +3,9 dur (Sekil 49).
istatistiksel olarak kargilagtiriima yapildiginda; Grup | ve Il arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildir ( p=0,18 M-W U=0,18) Grup | ve Il arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamhdir ( p=0,002 M-W U=0,000) Grup Il ve Il arasindaki fark da
istatistiksel olarak anlamhdir ( p=0,047 M-W U= 9,000) (Tablo 13).
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Grup | Grup Il Grup Il
Denek | Kallus Distraksiy | Kallus Kallus Distraksiy | Oran Kallus Distraks | Oran
alani on alani alaninin | alani on alani alani iyon

No (mm?) (mm?) toplam | (mm?) (mm?) alan

alana (mm?)

orani
1 29,33 42,26 69,40 50,10 56,19 89,16 58,73 75,66 77,62
2 29,16 39,06 74,65 36,81 58,85 62,55 41,73 55,68 74,95
3 36,44 54,06 67,41 34,97 50,49 69,26 63,77 71,76 88,87
4 27,16 48,24 56,30 27,83 45,68 60,92 48,55 59,17 82,05
5 42,93 60,02 71,53 45,75 58,13 78,70 52,08 54,21 96,07
6 42,57 59,94 71,02 51,29 63,11 81,27 64,91 64,91 100
7 29,42 51,38 57,26 45,67 59,18 77,17 77,93 77,93 100
Ort. 33,85 50,70 66,79 41,77 55,94 74,14 58,24 65,61 88,5

Tablo 13: Gruplar arasi kallus alani ve distraksiyon alanlarinin kargilagtiriimasi

Radyolojik Alan

EGrupl EGrupll & Grupglll

3z

74,14

65,61 66,79
58,24
50,7 3394
41,77
33,85

Distraksiyon Alani fmima ] Kallus Alan {rmm) Cran ()

[¥y]

Sekil 49: Gruplarin kallus doluluk oranlarinin karsilastiriimasi
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6.4 Histopatolojik Sonuclar

6.4.1 Isik Mikroskobik Bulgular:

Kirik iyilesmesi ve kallus olusumu; kirigin az travmatik olmasi, serbest
fragman icermemesi, fiksasyonun iyi ve dogru agida yapilmis olmasina baglidir.
Caligmamizda kirik igleminin minor travmayla gergeklestiriimesine bagh olarak kirik
hattindan alinan kesitlerde serbest fragman ile karsilagiimadi. Mikro duzeydeki
kemik debritlerinin de osteoklastlarla yok edilmig oldugu goruldi. Kemik kirik uglari
olagan hiperselliler fibroblastik aktiviteyi gdstermekte olup hizla damarlanan
meduller tarafta hiyalin kikirdak adalarla karakteristik kemik modelleri temsil
edilmekteydi. Bu kikirdak alanlar hipoksiye bagl olarak trabekiler (agsi) kemik ile
yer degistirmektedir.

Deney gruplarimizda gruplar arasi farkhlik esasen bu iyilesme hiyerarsisinin
ylzdelerindeki fark gibidir. Bu demektir ki; trabekiler kemik ytizdesi ne kadar fazla
ise iyilesme o oranda basarili hiperselluler bag doku reaksiyonu kirik hattinda ne

kadar fazla izleniyorsa iyilesme o kadar erken evrededir.

Calismamizda Grup I'e ait tibia kesitleri incelendiginde, kirik hattindan
endokondral kemiklesmenin bagsladigi az da olsa trabekullerin olustugu, kallus
dokusunun c¢ogunlugunun c¢ok hicreli (rejeneratif) bag dokusundan olustugu
gOzlendi, aralarda kikirdak alanlara bolca rastlandi (Resim 42,43,44,45).
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Resim 42: Grup |, siyah ok: osteon, sari ok: havers kanali, mavi ok: kikirdak odaklari, noktali
alan: kikirdak alanlar yesil ok: hiperselliler bag dokusu. H&E

Resim 43: Grup |, solda bol fibroblast iceren hiperselliiler bag dokusu, sagda 6rgi kemik
icerisinde kikirdak doku adaciklari, siyah ok: osteoblast hiicresi, mavi ok: kikirdak odaklari,
sari ok: osteosit hiicresi, yesil ok bag dokusunda fibroblast hiicresi. H&E
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Resim 44: Grup |, yesil ok: kirik hatti, siyah ok: yeni olugsan trabekuller, sari1 ok: eski kemik,
kirmizi ok: bag dokusu. Masson Trikrom.

Resim 45: Grup |, diizgiin kemik kirtk ucu ve ug¢ta noktal alan: kikirdak doku adacigi siyah ok:
kirik hatti, beyaz ok: kemiklegsme, sari ok: eski kemik dokusu, yesil ok: bag dokusu. Masson
Trikrom+H&E
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Grup II'ye ait tibia Kkesitleri incelendiginde, kirk hattindan sekonder
kemiklesmenin Grup I'e oranla daha fazla ilerledigi, bag doku oraninin azaldigi,
trabekiler yapinin arttigi ve dizenli bir aj yapma egiliminde oldugu, kallus
dokusunun ¢ogunlugunun trabekuler kemik ve kikirdak doku adaciklarindan olustugu
gOzlendi (Resim 46,47,48,49,50,51).

Resim 46: Grup I, alt sag ve solda iki kortikal kemik kirik ucu ve onlarin ortasinda
medulla izlenmekte. Bu iki u¢ oldukca siki ag goriinimlu trabekiler kemikle devam etmekte.
Siyah ok: kirik ucu, mavi ok: kirik hatti, yesil ok yeni olusan trabekul, kirmizi ok: kemik iligi,
beyaz ok: hiperseliler bag doku. H&E
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Resim 47: Grup I, siyah ok: osteosit, mavi ok: osteoblast, yesil ok: kikirdak odaklar,
sari ok: osteoklast hiicreleri, beyaz ok: bag dokusunda fibroblastlar. H&E

Resim 48: Grup Il, Kemik-kikirdak-bag doku gegisi, kirmizi ok: yeni olugsmus trabekiil,
siyah ok: kikirdak gecisi, beyaz ok: bag dokusu, sari ok: osteoblast, yesil ok: osteosit, mavi

ok: mezensimal hiicre. Masson Trikrom.
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Resim 49: Grup I, siyah ok: yeni olugan trabekdiller, yesil ok: kikirdak gegisgi, mavi ok:
bag dokusu, beyaz ok: kemik iligi. Masson Trikrom+H&E.

Resim 50: Grup Il, mavi ok: GFP 1simasi yapan yeni olugsmusg trabekdiller, siyah ok:
Isima yapan bag dokusu, kirmizi ok: iIsima yapmayan kemik iligi dokusu.
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Resim 51: Grup Il, kirmizi ok: GFP i1simasi yapan kemik iligi, mavi ok: 1Isima yapmayan
trabekiller.

Grup lIl’e ait tibia kesitleri incelendiginde, kirnk hattindan kemiklesmenin Grup
| ve Grup Il'ye oranla daha da ilerledigi bag doku oranin ¢ok azaldigi, trabekiler
yapinin artigi ve dizenli oldugu, kallus dokusunun cogunlugunun trabekdl ve
kikirdak dokudan olustugu gozlendi. GFP ile isaretli hicrelerin kallus dokusunda
yerlestigi kemik, kikirdak ve bag dokusuna katilarak iyilesme sirecini ilerlettigi ve
hizlandirdigi1 gozlendi.(Resim 52-61)
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Resim 52: Grup lll, siyah ok: yeni olusan trabekiler kemik dokusu, kirmizi ok: kikirdak
dokusu, beyaz ok: hiperseliiler bag dokusu, mavi ok: kemik iligi. H&E

Resim 53: Grup lll, siyah ok: osteosit, kirmizi ok: kondrosit, mavi ok: osteoblast, sari
ok: osteoklast, yesil ok: fibroblast.H&E

124



Resim 54: Grup lll, sar1 ok: kikirdak dokusu, siyah ok: kemik dokusu, mavi ok: kemik
iligi. Masson Trikrom.

Resim 55: Grup lll, siyah ok: yeni olusan trabekiler kemik dokusu, yesil ok: kikirdak
gecisi, sar1 ok: hiperseluler bag dokusu. Masson Trikrom.
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Resim 56: Grup Ill, sar1 ok: osteoklast, yesil ok: osteosit, beyaz ok: osteoblast. Masson

Trikrom.

Resim 57: Grup lll, ayni alandan alinan iki farkli goriintt. Kirmizi ok: GFP 1gimasi yapan
osteosit hucreleri, sar1 ok: 1gima yapmayan kondrosit hicreleri, mavi ok: 1Igima yapmayan
kemik iligi hticreleri. Sol ist H&E
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200 pmy

Resim 58: Grup lll, sart ok: GFP ile igaretlenmig osteosit hiicresi, mavi ok: 1IsIma

yapmayan fibroblast hiicresi.

Resim 59: Grup Ill, GFP igaretlemesi: mavi ok 1gima yapan osteosit hiicreleri.
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Resim 60: Grup lll, GFP igaretlemesi: mavi ok 1igima yapan osteosit hicreleri.

Resim 61: Grup lll, diferansiye kék hicre transfer edilen grup: sari ok: GFP 1simasi

yapan osteositler, kirmizi ok: GFP 1simasi yapmayan fibroblast hiuicreleri. Sag st H&E
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6.4.2 Histolojik Sayisal Degerlendirme:

Elde edilen preparatlarda yapilan histolojik degerlendirmede veriler ortalama
+ standart sapma olarak gosterildi. Grup I'in mm®deki osteosit sayisi ortalama
351,25, Grup Il de 43,4+0,64 ve Grup lll de 55.08 +0,86 idi. Grup | ile Grup Il ve
Grup Il istatistiksel olarak karsilagtinldiginda anlamli artig saptandi. P degerleri
sirasiyla p=0,0001 ve p=0,0002 idi. Bu artis kemiklesme oraninin istatistiksel veriler

ile paralel oranda arttigini géstermektedir.

Osteoblastlarin ortalama degerlerinin karsilastirlmasinda Grup | 371,27,
Grup Il 36,5+0,64 ve Grup Il 40,25+0,85 olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel
olarak karsilastirildiginda Grup | ile Grup Il arasinda anlamli fark bulunmazken
(p=0,9) Grup | ile Grup lll karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugu go6zlendi (p=0,001).

Kondrosit hiicrelerinin ortalamasi kargilastirildiginda Grup | 22,7+0,6, Grup 1l
37,55+1,44 ve Grup Il 42,5+0,89 istatistiksel olarak karsilastirildiginda Grup | ile
Grup Il ve Grup Il arasinda anlamli bir artis gdzlendi (p=0,001 ve p=0,0002).

Fibroblast hucrelerinin  ortalama degerleri karsilastinldiginda Grup |
48,5+0,99, Grup Il 32,2+2,81 ve Grup Il 17,5+£0,95 olarak bulundu. Bu degerler
istatistiksel olarak karsilastirildiginda Grup I'e oranla Grup Il ve Grup lII'te anlamli

derecede azalma saptandi (p=0,0002 ve p=0,0009).

Osteoklast hucrelerinin degerlendirmesinde Grup | 2,1+0,26, Grup 1l 1,1+0,26
ve Grup |l 1,5+0,28 olarak bulundu. istatistiksel olarak karsilastirildiginda Grup Il ve
Grup Il Grup I'e oranla anlamli derecede azalma saptandi (p=0,011 ve p=0,005)
(Sekil 50).

Hucresel sayim analizleri de sonu¢ olarak gruplar arasi iyilesmedeki
evrelenme farkini agiklar niteliktedir.

129



Hiicre Sayimi
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Sekil 50: Gruplar arasi hiicre sayimlarinin karsilastiriimasi

Kemik alanlari incelendiginde, Grup | 42,0+2,6, Grup Il 46,0+2,0 ve Grup IlI
61+2,2 olarak bulundu. Grup | ile Grup Il ve Grup Il karsilagtinldiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu (Grup I-1l p=0,014 M-W U: 5,500 , Grup I-1ll p=0,002 ,
M-W U: 0,000). Grup Il ile Grup Il karsilagtirildiginda istatistiksel olarak yine anlaml
fark oldugu gorulda (p=0,002 , M-W U:0,000 ). (Sekil 51)

Kikirdak alanlar incelendiginde ise (Sekil 52), Grup | 13,0£2,1, Grup Il
23,0£2,6 ve Grup Il 30£1,7 olarak bulundu. Grup | ile Grup Il ve Grup Il
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonug elde edildi (Grup I-Il p=0,002 M-
W U: 0,000 , Grup I-lll p=0,002 , M-W U: 0,000). Grup Il ile Grup Il
karsilastirildiginda istatistiksel olarak yine anlamli bir fark bulundu (p=0,002 , M-W
U:0,500 ).

Histolojik Alan Ol¢iimii

E Kemik Alan B Kikirdak Alan

B1%
46%
A2% -
0%
23%
- i i
Grupl Grupl Grup 1l

Sekil 51: Gruplar arasi1 kemik-kikirdak alan élcimlerinin karsilastiriimasi
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Sekil 52: Kemik-kikirdak alan hesaplamasi

6.4.3 Immiinohistokimyasal Degerlendirmeler

Alinan kesitlere yapilan immunohistokimyasal boyamalarda osteokalsin ve
osteopontin sentezleyen osteoblastlar isaretlenerek gosterildi. Pozitif boyanan
hicrelerin Grup I'e gére Grup Il ve Grup lll'te daha fazla miktarda oldugu gozlendi.
Bu artis kemiklesme hizinin Grup 1l ve Grup lll'te daha hizli olugsunu aciklar
niteliktedir (Resim 62-67).

Resim 62: Grup I, siyah ok: osteokalsin pozitif hiicre, mavi ok: osteokalsin negatif hiicre.
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50.0 Hm

Resim 63: Grup ll, siyah ok: Osteokalsin pozitif hticreler. Mavi ok: osteokalsin negatif hiicreler.

Resim 64: Grup lll, siyah ok: osteokalsin pozitif hiicreler, mavi ok: osteokalsin negatif hiicreler.
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200 pym

Resim 65: Grup |, siyah ok: Osteopontin pozitif hicreler, mavi ok: osteopontin negatif
htcreler.

100 pm

Resim 66: Grup Il, siyah ok: Osteopontin pozitif hicreler. Mavi ok: osteopontin negatif
htcreler.
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Resim 67: Grup lll, siyah ok: Osteopontin pozitif hicreler. Mavi ok: osteopontin negatif
hucreler.

Elde edilen dokularda yapilan immtnohistokimyasal boyamalarda kemiklesme
icin spesifik sayilabilecek osteokalsin pozitif boyanan hucreler sayildiginda Grup I'de
24,4%1,05, Grup II'de 31+1,01 ve Grup lIl'te 37+0,74 olarak bulundu. istatistiksel
olarak karsilagtirildiginda Grup | e gore Grup Il ve Grup Il anlaml oranda artigi
gozlendi. (p=0,0001 ve p=0,0002)

Osteopontin pozitif hicreler karsilastirildiginda Grup | 201,13, Grup |
25,4+0,78 ve Grup Il 34,3+0,99 olarak bulundu. Degerler istatistiksel olarak
kargilasgtirildiginda Grup | e gére Grup Il ve Grup lll anlamli oranda artigi gézlendi
(p=0,0001 ve p=0,0002). (Sekil 52)

immiinohistokimyasal Degerlendirme

M Osteokalsic  ® Osteoporitin

Grupl Grupll Grupl

Sekil 53: Immiinohistokimyasal degerlerin karsilagtiriimasi
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7.TARTISMA

Atesli silah yaralanmalari, enfeksiyon, psodoartroz, travma ve kemik
tumorlerinin genis rezeksiyonlari sonucunda olusan kemik defektlerinin onarimi, yeni
c6ziim teknikleri aranan en énemli sorunlarin basinda gelmektedir.®® Grade Il agik
tibia fraktirleri basta olmak Uzere enfekte olsun ya da olmasin tibia defektlerinin
yeniden onarimi olduk¢a zordur. Enfekte kemik ve yumusak doku debridmani
sonrasi fiksasyon yapilmasi esastir.”® Uygulanan cok seansli cerrahi prosediirlerle

tedavi genellikle yillar alir ve sonuglar cogunlukla ytz gulddrtct degildir.

Genig kemik defektlerinin onariminda otojen kemik grefti ile onarim hala en
sik kullanilan yontemdir. Ancak otojen kemik dokunun elde edilebilirligi ve “viable”
olarak kullanilacak kemik grefti dokusu sinirli olmakta ve blyuk kemik “gap”lerin
kapatilmasina olanak vermemektedir.®>*'*%" Ayrica greftin alindigi donér alanlarda
agri, skar, hipersensitivite ve parestezi olusabilmektedir.'"*® Bununla birlikte
geleneksel greftleme ve stabilizasyon tekniklerinde, yeterli stabilite saglanamamasi,
kisalik olusmasi veya kemik kaybi meydana gelmesi tstesinden gelinmesi gereken
zorluklardir. Ayrica alt ekstremitede Ozellikle tibiada alici ve verici kemik arasindaki
¢ap uyumsuzlugu kemiklerin birlesme bdlgesinde yogun stres olusturmakta bunun
neticesi olarak da refraktirler ve psddoartrozlar olusabilmektedir.

Kullanimi limitli olan ve morbidite olusturan kemik grefti yerine kullanilabilecek
olan demineralize kemik allogreftlerinin ise osteoinduktif (kemik yapimini uyarma) ve
osteokonduktif (kemik ytzeyine yapisma) ozellikleri cok diugsuktir. Bu dusik aktiviteyi
arrtirabilmek igin greftlerin etrafinin periost ile kaplanarak defektli alana verilmesi gibi
yontemler de denenmistir.’” Ancak bu yéntemlerin hem uygulamasi zor hem de
etkileri sinirhdir. Ayrica allogreftlerin kontamine ortamlarda kullanilamamasi, greft
rezorbsiyonu, kotu revaskuilarizasyon ve enfeksiyon tagima riski gibi istenmeyen

ozellikleri de vardir.°

1950’lerde llizarov’'un Onculuk ettigi calismalarda distraksiyon osteogenezin
yeni kemik olusumunu uyardigi gosterilmig travma ya da tumor rezeksiyonu gibi
kemik defektlerinin onariminda veya kemik uzatiimasinda ¢ok etkili bir teknik oldugu

10,52

kanitlanmigtir. llizarov tekniginde distraksiyon osteogenez kemik grefti
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gerektirmeden, tedavi surecinde Uzerine yuk binmesini de saglayarak deformitenin

simultane dizeltilmesini ve yeni kemik olusumunu saglamaktadir.

Ilhzarov tarafindan tanimlanan “Gerim-stres” etkisinin biyolojik prensibi,
sirkller eksternal fiksator ile kombine edildiginde; metafiz ve diyafiz fraktirleri, genis
kemik defektleri, kozmetik ve fonksiyonel amaglarla kemik kalinlagtirma, konjenital
veya travmatik psodoartrozlarin tedavisi, ekstremite uzatma, uzun kemik ve eklem
deformitelerinin  dizeltiimesi, eklem kontrakturlerinin  perkitan eliminasyonu,
osteomiyelit kavitelerinin doldurulmasi, amputasyon guduklerinin  uzatiimasi,

mandibula hipoplazisi gibi bir cok hastaligin tedavisinde kullanilabilir.>®

Distraksiyon osteogenezi etkileyen faktorler iki grupta incelenmektedir.
Birincisi osteotomi seviyesi, osteotomi tipi ve bekleme periyodunu iceren biyolojik
faktorlerdir.>**** Osteotomi seviyesi icin ideal olarak belirtilen metafizer bolgenin, kan
dolasiminin fazla, spongiy6z kemik doku agisindan zengin ayrica kemik uclari
arasinda temas yuzeyinin genis olmasi nedeniyle distraksiyona daha iyi uyum
sagladigi bildiriimektedir.’”*** Bizim calismamizda llizarov'un tavsiye ettigi sekliyle
metafizer osteotomi yapmamamizin baslica nedeni tavsan anatomisinin buna izin
vermemesiydi. Distraktor proksimale gittikce femur ve tibia arasindaki dar agi
nedeniyle distraktérin barlari ve telleri tavsana aci vermekte, hareketini kisittamakta
ayrica guclu bacak hareketleriyle daha spongiy6z olan metafizer bdlgede kiriklara
neden olabilmektedir. Hayvanin aci duymasi kas kontrakturlerine neden olabilmekte,
bunun sonucunda angulasyonlar geligsebilmektedir. Tavsan deneyleri igin uygun
olmadigi gb6zlenen metafizer osteotomi kopek deneylerinde rahathkla
kullanilmistir.®** Ayrica Steen ve Fjeld'in yaptigi calismalarda radyografik olarak
metafizer uzatmalarda erken kemiklesme ve daha fazla osteojenik potansiyele
ragmen, biyomekanik olarak metafizer ve diyafizer uzatmalar arasinda anlaml bir

farkin olmadigi belirtmektedir.**?

llizarov, distraksiyon araliginda yeterli kallus dokusu olusumu elde etmek igin
uygun osteotomi tipi olarak kortikotomiyi 6nermistir.>? Kortikotomi sirasinda mediiller
kanal tamamen korunmakta kanal cevresinden osteotomi yapilmaktadir. Her ne
kadar llizarov kortikotomi diye adlandirdigr meduller dolagimin korundugu bu metodu

tanimlamig ve sunmus olsa da diger cerrahlar ve arastirmacilar bu yodntemi
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uygulamanin ¢ok zor oldugu ve basaril bir distraksiyon i¢in dolagima katkisinin ise
cok fazla olmadigi konusunda fikir birligi etmislerdir.**>°%° |lizarov ayrica kortikotomi
sirasinda periost ve endost'un da mutlaka korunmasi gerektigini bildirmigtir. Kojimato
ve arkadaglari periost’'un, endost ve kemik iliginden de daha 6nemli oldugunu,
Delloye ve arkadaslari ise osteotomi ile kortikotomi arasinda belirgin bir farkin
olmadigini belirtilmislerdir.’” Calismamizda periostun korunmasina maksimum dikkat
edilerek duguk devirli elektrik motoruyla osteotomiler gergeklestirildi. Kontrol
grubundaki bir denekte distraktérde herhangi bir sorun olmamasina uygun oranda
distraksiyon yapilmasina ve angulasyon olmamasina ragmen kemiklesme 3.
haftadan sonra durdu ve 8.haftaya kadar hic ilerlemedi. Bu durum bize bu denekteki

olasi bir periost hasarini diastindurda.

Operasyondan sonra distraksiyona kadar gecen bekleme siresinde; dokularin
yeniden yapilanmasi ve kemik uclarinda yeterli osteoblastik aktivitenin ortaya
cikmasi icin 2 ila 14 giin arasinda bir sirenin gecmesi gerektigi bildirilmektedir.**4°
Yaptigimiz calismada distraksiyon hizimizin digsuk ve distraksiyon siremizin uzun

olmasi nedeniyle 7 gunlik bekleme suresini uygun gordik

Distraksiyon osteogenez'i etkileyen diger faktorler ise fiksasyon stabilitesi,
distraksiyonun orani ve frekansi seklindeki mekanik faktérlerdir.>®*** Bu faktérler
icinde fiksasyon stabilitesi oldukga Onemlidir. llizarov iyi bir kemik iyilesmesi igin
gergevenin stabilizasyonunun ¢ok onemli oldugunu belirtmigtir. Sirkuler eksternal
fiksator, duzgin uygulandiginda tum planlarda kemik fragmanlarini stabilize eder
ancak osteogenezi stimille eden aksiyel mikro-hareketlere de izin verir.® Bazi
arastirmacilar, fiksatorlerin biyomekanik analizleri sonucunda sirkuler eksternal
fiksatorler'in kemik uclarini tim planlarda stabilize ederken yeterli aksiyel mikro
hareketlere izin vermesi yaninda kemigi halkalara baglayan ince tellerden dolayi
kemik ve yumusak doku hasarlarinin az oldugu bildiriimektedir. Literattrde
monolateral dinamik aksiyal fiksatorler (Orthofix) ile yapilan basarili tavsan deneyi
sonuclari olsa da** bizim gdzlemlerimiz dinamik aksiyal fiksatorlerin, tavsanin ani ve
guclu bacak hareketleri neticesinde olusan darbeyi sogurmakta guglik ¢ektigi ve bu

nedenle prematiir fraktiirlere ve angulasyonlara neden olabildigidir.**°

Cogu modern
monolateral fiksatorler distraksiyon igin yeterince stabil olsa da dogal yapilari geregi

yuki ekzantrik olarak dagitirlar ve bu da uzama segmentinde istenmeyen

137



angulasyonlara neden olabilir. llizarov halka eksternal fiksatdre gecirilmis olan
gerilimli tellerin 6zel bir biyolojik etkisi oldugundan da siklikla bahsetmistir.>?> Gerilimli
teller neticesinde olugsan gerim’in kemik yapim elemanlarini uyardigi ve kemik

iyilesmesini hizlandirdigini belirtmigtir.

llizarov, sirkuler eksternal distraktorlerin yetersiz stabilitesinde rejenere kemik
olusumunda az sayida kikirdak adacigi, fokal hemorajik alanlar ile kemik dokusuna
donigsmeyen fibroz alanlarin, rijit stabilitesinde ise konsolidasyon gecikmesinin
olacagini bildirmektedir.>®

Yaptigimiz deneysel ¢aligmadan edindigimiz bilgiler 1g1ginda iyi bir fiksasyon
icin; K tellerinin kemigin tam santralinden gec¢mesi gerektigini, delikli vidanin
fiksasyon i¢in cok 6nemli oldugunu, pin gevsemesi olmamasi i¢in butlin vida somun
temas noktalarina pul yerlestirimesinin gerektigini anlamis bulunmaktayiz.
Yaptigimiz 6n calismada delikli olmayan vida kullanildi, K teli gerilerek bu vidanin
bas kisminin altina sikistirildi. Ancak bu sistemi uyguladigimiz tim deneklerde bir
sure sonra pin gevsemesi meydana geldi. Deneyde kullandigimiz delikli vida ile
sadece yeterli fiksasyonu degil ayni zamanda distraksiyon osteogenezin temel

biyolojik prensibi olan yeterli gerimi de rahatlikla elde edebildik.

Yaptigimiz 6n calismadan kazandigimiz diger bir deneyim K tellerinin
perkutan yerlestiriimesi esnasinda tibianin tam ortasindan gecilmesi gerekliligiydi.
Yarim santimetre capli tavsan tibiasi distale dodru daha da incelmektedir.
Kenarlarda, prematir fraktir olusumunu engellemek amaciyla mutlaka 1.5 mm
birakmak gerektigi digunuliurse K telinin uygun pozisyonda gegmesi igin 1.5-2 mm
kadar bir alan kalmaktadir. Bu alanin daha periferinde yerlestiriimis K telleri blyuk
oranda prematur fraktirlere neden olmaktadir. Bu sekilde K telini perkitan
yerlestirmek oldukga gugtir ancak acik teknige gore daha hizli iyilesme ve daha az
enfeksiyon riski vardir.

Yine 6n calismada kazanilan bir deneyim olarak distraktor halkalarinin

herbirinin Uzerinde toplam 24 adet bar ve vida gecis deligi tasarlandi. Boylece
yerlestirilen K telinin tam kargisinda bir delik olmasi saglanarak telin hi¢ egilmeden

138



P

fiksasyonu saglandi ve K telinin egikligine bagli olusabilecek istenmeyen

angulasyonlarin 6ntine gegildi.

Osteotomileri 6zellikle tibiofibular bilegkenin distalinden gergeklestirdik. Bu
mesafeden yapilan osteotomilerde fibula kesilmemekte bdylece kirik fibulanin

iyilesme prosesinin tibianin iyilesme alanina etki etmesinin 6niine gecilmektedir.

Sirkuler eksternal distraktére ve DO’e ait komplikasyonlar; aksiyel dizilim
bozuklugu, eklem luksasyonu, kas kontraktirt, prematir konsolidasyon, gecikmis
konsolidasyon, eklem sertligi, subluksasyon, uzunluk kaybi, tel gevsemesi,
kompartman sendromu, pin dibi enfeksiyonu, norolojik ve vaskiler yaralanmalar
olarak bildiriimektedir.*® Yaptigimiz deneysel calismada, calismanin sonuglarini
olumsuz etkileyecek c¢ok ciddi sorunlarla karsilasmadik. Calismamizda bazi
deneklerde 15-20 dereceyi asmayan hafif angulasyonlar ile karsilastik. Tum
deneklerde fiksasyon sonrasi osteotomi uygulandigi ve osteotomi sonral erken
donemde angulasyon goridlmedigi icin  bu hafif angulasyonlarin neden
kaynaklanabilecegini arastirdik. Sonucta, kemiklesmeye olumsuz etkisi olmadigi
gOzlenen bu hafif angulasyonlarin kas kontrakttrlerine bagli olabilecegine dustindik.
Denekler distraksiyon surecinde hergiun kisa sureli de olsa (gunluk distraksiyon
islemi) strese maruz kalmakta ve neticesinde kas spazmlari gelisebilmektedir. Ayrica
distraktorin agirhginin da (100 g) kas spazmi olusumuna etkisi olabilmektedir. Bu
surec icerisinde hergin genel anestezi vermek ise denegin viabilitesi agisindan
mumkin gorinmektedir. Kas kontraktirlerinin etkisinin olamayacagi daha iyi bir
stabilite U¢ ya da dort halkall distraktorler ile saglanabilir ancak bunun da
beraberinde ek komplikasyonlar, uygulama gucligu ve iyilesme sorunlari
getirebilecegini disinmekteyiz.

Bizim ¢calismamizda ¢ bar, iki halka ve dort adet K teli’'nden meydana gelen
fiksasyon siteminde tum deneklerde, tavsanin guclu bacak hareketlerine kargi koyan
yeterli fiksasyonun saglandigi goruldi. Calisma sirasinda hicbir denekte prematar
kink meydana gelmedi. Yaptigimiz oOn c¢aligmada elde ettigimiz tecribeler
neticesinde uygulanan cift pullu, ¢ift somunlu ve delikli vida sisteminde sadece bir
denekte pin gevsemesi yasandi. Bu calisma sirasinda tavsan tibiasina 6zel olarak
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geligtirilen guval pansuman nedeniyle literatirde sik rastlandigi séylenen pin dibi

enfeksiyonuna hig rastlanmadi.®

Calismamizda kemikleri stabilize etmek igin 1 mm kalinliginda K teli kullanildi.
Literaturde ince tel kullanilmasinin yumusak dokuya, periosteuma ve kemik iligi kan
akimina zarar verme riskini en aza indirgedigi sodylenmektedir.>® Daha ince tel
kullanilabilir mi diye yaptigimiz 6n ¢alismada kullandigimiz 0.8 mm kalinhdindaki K
teli ile denegin direncine kargi koyamama ve neticesinde ciddi angulasyon sorunlari
yasanmasi Uzerine ¢alismada 1 mm kalinligindaki K telinin kullanilmasina karar

verildi.

Gunumuzde distraksiyon osteogenez icin eksternal fiksatorler yaninda yeterli
fiksasyonu ve rijiditeyi saglayabilen intrameddller rodlar da kullaniimaktadir. ilk olarak
1939 yilinda Gerhard Kuntscher intrameduller rod’u kullanmigtir. 2001 yilinda D.Cole
tarafindan kinetik intrameduller distraktor gelistiriimis ve basarilh sonuclar alinmigtir.
Ancak intrameduller rod maliyetinin ¢ok yiksek olmasi, uygulanabilirliginin zorlugu
ve tecrube gerektirmesi gunumuzde kullanimini kisitlayan etmenlerdir. Bu sebeple

calismamizda intrameduller rod yerine klasik halka distraktor kullanmay tercih ettik

Farkli gunluk distraksiyon frekans ve oranlarinin da hem kemik hem de
yumusak doku uzerine farkli etkileri vardir. Ihzarov'un ¢aligmalari hem oran hem de
frekansin osteogenez (izerine onemli etkilerinin oldugunu géstermistir.®®  Bir
ekstremite 6 saatte bir toplamda 0.5 mm olacak sekilde 0.125 mm uzatilirsa
osteogenez ¢ok hizlanmakta ve prematir konsolidasyona neden olmaktadir. Ginde
2 mm.lik (0.5 mm X4) uzatma ise sadece osteogenezin geri kalmasina degil ayni
zamanda cevre yumusak dokularda da tahribata neden olmaktadir.>® llizarov,
otodistraktor ile 6 saatte bir 0.25 mmlik distraksiyonun en uygun oldugunu
belirtmistir. Caligmamizda distraktorlere uygulanacak en uygun oran ve ritmi
belirleyebilmek igin literatire baktigimizda tavsanlarda yapilan c¢aligsmalarda 0.7
mm/gun hizla yapilan distraksiyonun hicre proliferasyonu ve kemik formasyonu igin
optimum hiz oldugunun belirtiimis oldugunu gordik. 1.3 mm/gun’den daha hizli
distraksiyonun ise kemik formasyonu ortamini engelledigi gosterilmistir.”’
Calismamizda bu calismay! baz alarak 0.7 mm/gin oraninda 15 gun distraksiyon

uygulandi ve arzu edilen 10 mm uzama saglandi. Ayrica yaptigimiz deneysel
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calismada uygulanan bu oraninin tavsanlarda prematir kemiklesmeye yada kemik
iyilesmesinde gecikmeye neden olmadigi gosterilmistir. Gunlik tek ritm ile
distraksiyon yapilmasi llizarov'un 6nerdigi ideal distraksiyon ritminden farkli olsa da,
deneklere daha az stres uygulamasi ve dolayisiyla canhliklarinin uzun sure
saglanmasi igin onemlidir. Ayrica yapilan ¢calismalarda ve bizim bu ¢alismamizda bu

oran ve ritm ile basarili sonuglar alindigr gosterilmigtir.

llizarov, yaptigi ¢alismalar neticesinde distraksiyon osteogenezde tansiyon-
stres efekti ile yalnizca intramembrantz kemiklesme gelisecegini sdylemistir. Ancak
literatire bakildiginda, yapilan calismalarda, distraksiyon osteogenezde endokondral
ve intramembrandz kemiklesmenin birlikte oldugu gosterilmistir.***2%1%* Hatta DO'de
kirik iyilesmesinde endokondral kemiklesmenin agirlikli oldugu gésterilmistir.**® Ayn
calismada, distraksiyon osteogenezde intramembrandz ve endokondral kemiklesme
yaninda tcuncu bir kemiklesme seklinin oldugu gosteriimis ve “Kondroid kemik”
olarak adlandinimigtir. Yaptigimiz c¢alismada distraksiyon alaninda her ki
kemiklesmenin de mevcut oldugunu gordik. intrameduller bolgede endokondral
kemiklesme belirginken kortikal alanlarda ise intramembrandz kemiklesme daha 6n
plandaydi. Her iki kemiklesmenin birarada olmasinin nedenleri arastiriimis,
uygulanan oran ve ritmin buna etkisi olabilecegi dusunulmuastir. Distraksiyon
osteogenezde duguk distraksiyon oranlarinin (0.5-1.0 mm/gin) intramebrantz
ossifikasyona neden olacadini sdyleyen calismalar'?® yaninda, degisik oranlarin
karsilastirildigi bazi calismalarda oranin bu duruma etkisi olmadigi sdylenmektedir.*

llizarov, yeni kemik olusumunu agciklarken iki onemli faktore inanmistir;
iyilesme bolgesindeki kan dolagimi ve “gap” etrafindaki essiz mekanik ¢evre. Kan
dolagiminin korunmasi periostun korunmasiyla saglanir. Distraksiyon sirasinda
olusan fiziksel gucler yeni kemik olusumunun uyariimasinda olduk¢ca dnemli etkiye
sahiptir. Distraksiyon surecinde iyilesme, gerim guclerinin kemik rejenerasyonunun
stimulasyonuna oOnderlik ettigi oldukga dinamik bir hicresel prosestir. Bu sireg
icerisinde mekanotransdiksiyon denilen biyofiziksel guglerin hicresel cevaba
donistimi gozlenir.®*® Bu iki faktor siphesiz DO'in basarisinda ¢cok énemlidir ancak
progenitér hicreler de yeni kemik olusumunda kritik rol oynamaktadir. Bir sekilde
kirik bolgesine gelen progenitér hicreler yeni kemik formasyonunu saglayacak
osteojenik prekiirsorlere farkhlasmaktadirlar.’® Bu bilgi neticesinde osteoblast

141



diferansiyasyonunda ve kemik formasyonunda ©6nemli rol oynayan bone
morphogenic protein (BMP)'ler ile bircok deneysel calismalar yapilmistir.® BMP’ler
TGF-B ailesi dyesidir, ginimizde onbes cesit BMP tanimlanmis olup BMP-2
osteoinduktif 6zelligi en fazla olandir. Yapilan ¢alismalar; BMP’lerin birgok doku ve
organin olusumunda erken morfogenez sirasinda olan epitelial mezenkimal

etkilesimlerde morfogenler olarak rol oynadiklarini gdstermistir.**’

BMP-2'nin geligmekte olan dis jermlerinde, ¢cene kemiginde, ¢izgili ve duz
kaslarda, spinal kord, nazal, trakeal ve Gzefageal epitelde lokalize oldugu yapilan
calismalarda belirlenmistir.*®® BMP’nin osteojenik etkisi direkt olarak olgun olmayan,
primitif hticreler tzerinedir. Olgun osteoblastlarin BMP’ye cevap verme yetenegini
kaybettikleri tespit edilmistir.*® Ancak su da bir gercektir ki BMP etkisiyle kemik
olusumu mekanizmas!i hala tam olarak anlasilamamistir.’® Ayrica yapilan bu
calismalarin en dnemli eksikligi kesin olarak yeni olugan kemige BMP’'nin etkisinin

histolojik olarak gdsterilmesinin mimkun olmamasidir.

Distraksiyon osteogenez tekniginde bolinmus kemik fragmanlarn arasinda
olusan tamir kallusuna dereceli traksiyon uygulanmakta ve bu traksiyon kallus
Uizerinde stress olusturarak yeni kemik formasyonunu stimile etmektedir.t%232
Kemik fragmanlari arasindaki “gap” daha sonra kemik dokuya diferansiye olacak
olan pluripotansiyel htcreler ile dolmakta ve matir tubuler yapi tekrar insa
edilmektedir.'® Kemige uygulanan distraksiyon kuvvetleri cevre yumusak dokuda da
gerilme yaratmakta ve deri, fasya, kan damarlari, sinir, kas, ligament, kikirdak ve

periostta da aktif histogenezis olusarak adaptif degisiklikler olmaktadir.*%

Distraksiyon osteogenezde Onemli bir diger faktor, fibrokartilaj dokunun
osteojenik dokuya metaplazisidir. Kemik iligi ve fibrokartilaj dokularin iginde bulunan
mezenkimal hicreler, osteoblast ve osteosit haline donigurler. Boylece fibroz doku,
kemik dokuya donismeye baslar. Bir baska deyisle distraksiyon osteogenez de

invivo osteojenik diferansiyasyon islemidir.”

Distraksiyon osteogenez, essiz iyilesme mekanizmasi ile kemik onariminda

hala yeri doldurulamaz bir 6neme sahip olsa da, uzun konsolidasyon siresi ve bu

24,122

uzun sdre icerisinde (her bir santimetre uzama icin yaklasik 1-2 ay) olusabilecek
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re-frakturler, pin gevsemesi, kallus c¢okisu, uzama kaybi, malunion, nonunion,
enfeksiyon gibi istenmeyen sonuclar meydana gelme riski de mevcuttur.*t%1424122
Bu nedenle konsolidasyon surecini ve dolayisiyla kemik olusumunu hizlandirmak ve
kemik  formasyonunu arttirmak amaciyla literatirde bircok calismaya
rastlanmaktadir. Bu calismalarin bazilari; mekanik kompresyon,'****® hiperbarik

oksijen,™! kimyasal stimiilasyon,**

elektrik ve elektromanyetik stimulasyon, kontrollt
mekanik stimiilasyon,*?* distrakte kallusa sitokinlerin enjeksiyonu ve cesitli biyiime
faktorleri kullanilarak yapilan calismalar cogunluktadir.?2>122124 | jteratiirde bilyiime
faktorleri (PG, endojen FGF, TGFB, BMP) ile unilateral eksternal fiksatorler
kullanilarak tek enjeksiyon ile yapilan ¢calismalar oldukca fazladir. Bu calismalarin
bazilarinda (6zellikle mezenkimal hicreler Uzerine mitojen olan FGF-2 ile yapilan
calismalarda) da istatistiki olarak basarili sonuclar alinmistir.*®  Ancak
unutulmamalidir ki buyime faktorleri verilerek mevcut ortamda osteoblast sentezinin
uyariimasi ¢ahgiimaktadir. Tek bir enjeksiyon ile yari dmdarleri kisa olan bu buytime
faktorlerinin  etkinligi olduk¢a kisitlanmaktadir. Blyume faktorlerinin  surekli
verilebilmesi i¢in ozmotik pompali sistemler de kullanilmis ve kismi basarili sonuglar

alinmistir.**°

Ancak bu faktorlerin yari dmurlerinin ¢cok kisa ve etkinliklerinin de az olusu
nedeniyle arastirmacilar kemik iyilesmesine dogrudan etki edebilecek calismalar
tzerine yogunlagmiglardir. Osteotomi hattinda olugan ‘gap’ in pluripotent hiicreler ile
dolmasi ve ardindan kemiklesme gelismesini gb6zéninde bulundurarak osteotomi
alanina digaridan pluripotent kok hiicre verilmesinin sureci hizlandirmak agisindan
faydall olabilecegi distincesiyle’® kék hiicre calismalarina yonelmislerdir.?® Kemik
iligi kokenli mezenkimal kdk hucreler ile distraksiyon osteogenez calismalari

yapilmistir. 3262

Literattrde, basarili sonuglari oldugu bildirilen kemik iligi kokenli kdk hicreler
ile bircok distraksiyon osteogenez calismalari mevcuttur.'>*?? Klinik uygulanabilirligi
dusundldiugunde kemik iligi elde etmek zahmetli ve elde edilen hicreler sayi olarak
yetersizdir. Bu yetersiz olan hucrelerin sayilarinin arttirimasi igin daha uzun sire
pasajlanmalari gerekmektedir. Bu nedenle yeterli kdk hiicre elde edilme siresi
uzamaktadir. Ayrica literatirdeki calismalar gostermektedir ki U¢ pasajdan sonra

hicrelerin maruz kaldiklar stres artmakta ve hucrelerin kanserlesme egilimleri
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artmaktadir. Adipoz dokudan vyiksek miktarlarda elde edilebilecek hicreler
sayesinde daha kisa pasaj sireleri ile daha fazla sayida hiicre elde edilebilmektedir.
Boylelikle daha az strese maruz kalmisg ve bu nedenle daha stabil hicreler elde
edilebilecek bu tur kararli hucrelerin klinik kullanim imkanlari daha ylksek
olabilecektir.

Insanoglunun kok hiicreler ile tanisikh@ 1960’ yillara kadar uzanmaktadir. O
yillarda kemik iligimizde bulunan bir grup hicrenin kan sistemini olusturan hiicreleri
yaptiginin belirlenmesiyle, “kék hiicre” terimi tip terminolojisine girmistir.>’ Ancak,
simdiki bilgilerimize gére o zamanlarda yapilan tanimlama pek dogru gorinmiyor.
Cunkd, bu hicreler Gzerinde arastirmalar yogunlastirildiginda, bu gtn igin “kdk hicre
olabilme kriterleri” olarak adlandirdigimiz bir ¢gok 6zellik daha kesfedildi. Bunlardan
ilki, bu hucreler laboratuvar kosullarinda uygun uyaranlara maruz kaldiklarinda
yalnizca kan sistemini olusturan hicrelere farklilagsmiyorlardi. Kemik, kikirdak, sinir,
kas, deri ve karaciger hicresi gibi daha bir¢ok farkli hiicre ¢esidini olusturabildikleri
tespit edildi. Bu hicrelerin bu 6zelligi “plastisite” ya da “transdifferensiasyon” olarak

isimlendirildi.

ikinci olarak, bu hiicreler viicudumuzda bulunan diger hiicrelerden (karaciger
ve bdbrek hicreleri gibi) farkli olarak uzun dénemler boyunca kendilerini yenilemek
amaciyla bolunebilmekteydiler. Oysa vicudumuzdaki diger hicre cesitleri (somatik
hiicreler), 6rnegin bir karaciger hucresi bolundugu zaman yine bir karaciger hicresi
olusturur ve bolinebilme kapasitesi sinirhidir. Kok htcreler ise, birden fazla cesit
hicre tipine farklilagabilmekte ve fazla sayida bolunebilmektedir. Baslica, bu iki
Ozellik nedeniyle kok hucreler diger vicut hiicrelerimizden farkhdir. Sonraki yillarda
gerceklestirilen arastirmalar, kdk hiicre olarak tanimlanan bu tip htcrelerin yalnizca
kemik iligimizde ve periferik kanimizda degil, bir ¢cok doku ve organimizda da var
oldugunu gdosterdi. Aslinda, erigkin bir kok hicresi, bir doku veya organdaki
farkhlasmis hiicreler arasinda bulunan farklilagsmamis hicre olup, bu hiicre kendisini
yenileyebilir ve icinde bulundugu doku veya organin 6zellesmis hicre tiplerine
farklilagabilir. Erigkin  kok hucrelerinin  yasayan organizmadaki esas gorevleri,
bulunduklari dokuyu tamir etmek ve dokunun devamhhdini saglamaktir. Bir
organizma olgunlasirken, kok ve oncul hicrelerin sayisi azalir. Dolayisiyla,
erigkinlerdeki dokular az sayida kdk ve dncuil huicre icermektedir ve bu hicreler farkli
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anatomik yerlesimlerle sinirhidirlar. Bu gin igin tedavisi mumkin gorinmeyen
hastaliklarin bircogu, yasam icin vazgecilmez olan bazi hicre, doku ve organlarin,
bir daha asla normal yapi ve islevlerine dondirilmeyecek sekilde hasarlanmis
olmasi sonucudur. Bir hedef doku veya organa, o organin iglevlerini eski haline
getirmeye yetecek sayida ve kalitede izole edilmis ve Ozellikleri belirlenmis olan
hicrelerin nakledilmesiyle bu amaca ulasilabilir. Kok hicreler, bu amaca hizmet
edebilecek yani hicre tabanh tedavide kullanilabilecek bagslica unsur olarak

gorinmektedir

Kok hucreler su Ozelliklere sahiptir: 1) Kendi kendini yenileme kapasitesi 2)
uzun 6marlulik 3) ¢cok yonlu olabilme potansiyeli. Embriyonel ve kemik iligi kdkenli
eriskin kok hicrelerin multipotansiyel olabilme yetenekleri genis ¢apta incelenmis ve
karakterize edilmistir. ilk olarak 25 yil 6nce fare embriyonik kok hiicreleri laboratuvar
ortaminda yetistirilebilmistir.*® Fare embriyonik kék hiicrelerinin muazzam potansiyeli
neticesinde insan embriyonik kok htcreleri ile galismalar yapilmaya baglanmis ancak
muazzam potansiyellerinin yaninda insan embriyonik kok htcre kullanimini
sinirlayan bircok etik ve politik hususlar vardir.>* Bu nedenlerle birkac merkez
disinda tim dinyada insan embriyonik kdk hicre ¢alismalar durdurulmustur bunun

neticesinde erigkin kok hucreler ile ilgili deneysel ve klinik calismalar artmigtir.

Multipotansiyel kok hicreler erigskin dokularda da vardir ancak erigkin kok
hicreleri tanimlayacak spesifik ve universal bir molekiler markerin olmayisi
nedeniyle dokuda varliklarini gésterebilmek icin fonksiyonel testler gereklidir.®
Dokuya spesifik kok hticreler beyin, barsak, akciger, karaciger, adipoz doku ve kemik
iligi gibi spesifik organlardan elde edilmektedirler.>® Dolayisiyla kemik iligi kokenli
eriskin  kok hucreler embriyonik kok hicrelere alternatif bir kaynak olarak

sunulmustur.®

IIk olarak osteoprogenitér hiicre kaynadi olarak identifiye edilen MKH’lerin
invitro ve invivo kosullarda adipositlere, kondrositlere, osteoblastlara ve
miyoblastlara donugebilmesi, bu htcreleri mezodermal defekt onarimlarinda ve
bircok hastaligin tedavisinde olduk¢a fazla umut veren bir aday yapmistir. Ancak,
MKH’lerin klinik kullanimlari beraberinde bazi sorunlari da getirmistir bunlar; agri,
morbidite ve elde edilen hiicre sayisinin oldulca diisiik olmasidir.®*® iste bu negatif
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durumlar bir ¢ok arastinciyr kemik iligi kokenli MKH’ler icin alternatif kaynak

arastirma calismalarina yonlendirmigtir.

Mezenkimal kok hucreler (MKH), basta konnektif doku kdkenli hucreleri (kemik,
kikirdak, yag, tendon, stroma) olmak Uzere birgok farkli doku hucresine (kalp,
karaciger, pankreas, sinir sistemi) farklilasarak veya ¢ozunur faktorler sentezleyerek
doku, organ rejenerasyonuna katkida bulunmasi, in vitro ortamda koék hucre
Ozelliklerini koruyarak kolaylikla ¢ogaltilabilmesi, hematopoezi destekleyerek kemik
iligi-kdk hicre grefti reddini 6nlemesi, immunosupresif Ozellikleri nedeniyle, greft
versus host hastaliginin (GVHH) oOnlenmesi ve tedavisinde, otoimmin hastalik
tedavisi, ayrica gen aktarimi kolayligi nedeniyle basta kalitsal hastaliklar olmak
tizere bircok klinik alanda uygulama potansiyeline sahiptir.'%> Bu nedenle hekimler ve
temel bilimciler arasinda biyuk ilgi uyandirmaktadir. Ayrica, hicrelerin kullaniminda
HLA doku uyumu gerektirmemesi nedeniyle biyoteknoloji firmalar tarafindan genel
kullanima acgik universal MKH verici havuzlari olusturulmaktadir. Mezenkimal kok
hicreler, yukarida bahsedilen biyolojik 6zellikleri nedeniyle hasarli organ tamiri igin
onemli bir potansiyel olusturmaktadir. Bu hicrelerin yaygin kullanimini zorlagtiran en
onemli faktor, dokularda ¢ok az sayida olmalari nedeniyle klinik kullanim igin in vitro
olarak cogaltilmalari geregidir. Arastirma amacli ¢ogaltilmalari kolaylikla miumkin
oldugu halde, klinik uygulamaya uygun MKH gelistiriimesi, uluslararasi standartta
hicresel tedavi altyapisini gerektirmesi nedeniyle bugin igin oldukga iddiali bir
tedavi yaklagimidir.

Mezenkimal kok htcrelerin, elde edildikleri dokularda az sayida olmalari
nedeniyle in vitro hicre kultir ortaminda c¢ogaltiimalarinin gerekliligi, bu kok
hicrelerin  temel bilim arastirmalarinda ve klinik kullanimdaki en &6nemli
dezavantajidir. Bu durum hucrelerin kiltir ortaminda pasajlanmalari sonucu maruz
kaldiklari cesitli uyaranlar ve faktorlerin etkisiyle fenotipik, imminolojik ve diger
biyolojik &zelliklerinde farkliliklara yol acmaktadir.”> Mezenkimal kék hiicreler ile
yapilan temel arastirmalarin tamamina yakin bir kisminda in vitro kiltir ortaminda
gelistirilen htcreler kullanildigr icin, detayll calisiimis da olsa, bu hicrelerin
tanimlanmig Ozelliklerinin in vivo Ozelliklerini yansitmaktan olduk¢ca uzak oldugu
bilinmektedir. Bu durum 6zellikle klinik uygulamalar icin dezavantaj olusturmaktadir.
Kdltir ortaminda pasajlanarak cogaltiimaya bagli hiicre yaglanmasi, sitogenetik
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bozukluk ve diguk de olsa malign transformasyon riski bulunmaktadir. Bu nedenle
yuksek sayida hucre ile ise baglamak yeterli kok hiicre elde edilmesi icin gereken
pasaj sayisini azaltacak ve pasaj sayisinin azalmasi da beraberinde getirdigi
olumsuzluklari en aza indirecektir. Yag dokusundan kolaylikla elde edilebilen ytiksek
miktarda adipoz doku ile 2-3 pasajda oldukca yiksek sayida kok hicre elde
edilebilmektedir.

Kollajenaz ile sindirilen ve santrifij edilen yag dokusundan stpernatan
kisminin ayrilmasiyla elde edilen pellet stromal vaskiler fraksiyon (SVF)'dir. SVF
icerisinde kok htcreler oldugu kadar kan hucreleri, fibroblastlar, perisitler, ve endotel
hicreleri de iceren heterojen bir hiicre populasyonudur. Kilttir kabina ekilen pellet
icerisinde plastik kaba yapisan AKKH’lerden ginlik yikamalarla yapigsmayan
kisimlari ayrilarak AKKH yogunlugu arttirilir.

Kemik iligi kokenli kék hucreler ile karsilastirildiginda AKKH’ler ¢ok fazla
sayida, oldukca kolay ve dugsuk donor saha morbiditesi ile elde edilebilmektedirler.
Bu 0Ozellikleri AKKH’leri doku muhendisliginde, kemik iligi kokenli kok hicreler yerine

kullanilabilmesini saglamistir.**®

Gunumuzde artmis obezite insidansi nedeniyle, subkutan yag dokusu oldukca
bol ve erisimi de kolaydir. Her yil binlerce liposuction operasyonu yapiimakta, elde
edilen aspirat genellikle c¢ope atiimaktadir. Adipoz doku kokenli kok hicreler
kullanilarak yapilan basarili deneysel ve klinik calismalarin sonuclari ve bu
hdcrelerin kullanimlarinin standardize edilmesiyle, yiksek miktarda ve kolay elde
edilebilen bu hucreler klinik birgcok hastaligin tedavisinde ve defekt onarimlarinda
kullanilabilecektir.>*

Ancak, bu hicrelerin isimlendiriimesinde bile standardizasyon henuz
saglanmaya calisiimaktadir. Adipoz dokunun kollejenaz ile sindiriimesinin ardindan
izole edilen ve plastik kaba yapisan kismini tanimlamak icin ¢ok cesitli isimler
kullanilmigtir. Bunlar; Adipose derived stem/stromal cells (ASCs), adipose derived
adult stem cells (ADAS), adipose derived adult stromal cells, adipose derived
stromal cells (ADSC), adipose stromal cells (ASC), adipose mesenchymal stem cells
( ADMSC), lipoblast, pericyte, pre-adipocyte, processed lipoaspirate (PLA) hicreleri.
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Bu karmasaya bir standart getiriimesi amaciyla International Fat Applied Technology
Society ortak bir karara varmig ve bu plastige yapigan multipotent hicre
populasyonunun Adipose-Derived Stem Cells (ASCs) olarak adlandiriimasina karar
vermigtir. Biz de yaptigimiz calismada, bu standardizasyona uyarak bu hicreleri
“Adipoz Kokenli Kok Hucre” olarak adlandirdik.

Adipoz doku da kemik iligi gibi mezenkimal kokenlidir ve kolayca izole
edilebilen destek stroma igerir. Bu nedenle adip6z doku bir ¢cok alanda basariimasi
zor olan hedeflere ulagiimasini saglayabilir.***° Zuk 2001 yilinda insan
lipoaspiratindan kok hiicre populasyonu elde etmigtir. Bu hicre topluluguna iglem
gOormus lipoaspirat “ processed lipoaspirate” (PLA) denildi. Bu hicreler adipoz
dokudan oldukca fazla sayida elde edilebilmisti ve kiltirde stabil biyume ve
proliferasyon kinetigi gostermisti. Ayrica PLA hucreleri ayni MKH’ler gibi invitro
ortamda uygun, 6zel ve ispatlanmis faktorler ile muamele edildiginde osteojenik,
adipojenik, miyojenik ve kondrojenik degisim gostermekteydi.?® Bu cok yonlii degdisim
kapasitesi Zuk ve arkadaslarini MKH’ler ile kiyaslanabilecek sayida multipotent kok
hicrenin adip6z dokudan elde edilebilecegi yoninde diusindurmustir.

PLA hiucrelerin kok hicre populasyonu gosterip gostermedigini dogrulamak
acisindan PLA populasyonu ve adipdz kokenli kok hiicre denilen onun bir ¢ok klonu

yogun molekuler ve biyokimyasal ¢calismalarla elde edilmigtir

PLA hucreleri, MKH ler gibi bircok CD (cluster of differentiation) marker
antijeni sentezler. Zuk ve arkadaglarinin yaptiklari calismalar ile PLA hicrelerin
MKH’lerde goruldigunden farkli karakterde, CD marker ve gen ekspresyon profili
degisikliklerini de iceren essiz 6zellikler sergiledigi goruldu ve bu ¢alismalarin sonucu
olarak adip6z dokularin “multi-germline” potansiyeli olan kdk hicre elde edilebilmesi
icin essiz bir baska kaynak oldugu gosterildi.*®

PLA hicreleri fenotip olarak MKH’lere benzerdir; MKH’lerin karakterleri
eksprese ettikleri “cell-spesific proteinler ve CD markerlar kullanilarak saptanmigtir.
MKH’ler gibi PLA hucreleri de CD29, CD44, CD71, CD90, CD105/SH2 ve SH3
eksprese eder ancak CD34, CD31 ve CD45 eksprese etmez. Bu sonuglar, MKH’ler
ile PLA larin benzer CD komplementleri eksprese ettigini gosterir. Ancak PLA
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hicreleri CD106 eksprese etmez bu durum PLA’larin non-hematopoetik dokudan
elde edildiklerinin gOstergesidir.

Adipoz doku kaynakli kok hucreler (AKKH) lipoaspirasyon sonrasinda veya
abdominal subkutan yolla alinmig yag dokusunun mekanik ve enzimatik yollar ile
ayristirlmasi ile elde edilen ve in vitro sartlarda farklanmadan bliyume 6zelligine
sahip hucrelerdir. AKKH’lerin sahip olduklar yiksek in vitro kdltir ve farklanma
potansiyelleri ancak yeni anlagilmaya baglanmistir. Diger yandan, ADKK hucrelerin
tedavi ve arastirma amacli kullanim potansiyelleri bu hucrelerin diger hucrelere

farklanma mekanizmalarinin ¢ézulmesi ile daha iyi anlagiimaktadir.

Adipoz doku da ayni kemik iligi gibi embriyonik mezodermden derivedir ve
heterojen stromal hiicre populasyonu icgerir. PLA hucreleri invitro kosullarda c¢ok
kolay ekspanse olurlar ve fibroblast benzeri morfoloji sergilerler. PLA hucreleri MKH
hicrelerinden farkli olarak FBS'nin (Fetal bovine serum) kaynagindan ve
kalitesinden c¢ok fazla etkilenmedikleri gibi kilture edildiklerinde takipleri de daha
rahattir. Zuk’un 2001’'deki ¢calismalarinda PLA hicrelerinin ortalama iki katina ¢ikma
suresi 60 saat izolasyon sonrasi ilk duraklama suresi 5-7 gundur. Huicreler daha
sonra proliferatif faza girerler ve konfluense ulasmalari 48 saat icinde olur.
Yaptigimiz calismada karmasik olmayan ve kompleks materyaller gerektirmeyen
adipoz kokenli kok hicre elde etme prosedirt uygulandi. Bu basit prosedurler ile
kok hucrelerin hizh cogaldiklari, flaska tamamen yapistiklari ve viabilitelerini
kaybetmedikleri gbzlendi. Her ne kadar i1sik mikroskobu ile tipik kok hicre gorintisi
sergilemis olsalar da, elde ettigimiz hicrelerin kok hicre olduklarinin ylizey
belirtecleri ile dogrulanmasi agisindan akim sitometre (FACS) ile floresan sayim
yapildi. CD34 ve CDA45 negatifligi ve %99 CD105 CD73 pozitifligi ile hicrelerin
adipoz kokenli kok hicre olduklari dogrulandi.

Kok hicre tedavilerinde en buyuk ilgi uyandiran dal rejeneratif tip alanidir.
Tibbin hemen her alanini kapsamaktadir. Meniskus hasari tamiri, osteoporoz
tedavisi, implantlar, myokard enfarktisu, spinal kord yaralanmalari, yanik tedavisine

kadar cok genis potansiyel kullanim alani bulunmaktadir
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Son on yil icinde yapilan ¢calismalar 1siginda gelecekte doku muhendisliginde
kok hicre kullaniminin rutin olacagr soylenebilir. Bugiine kadar yapilan bircok umut
verici calisma bulunmaktadir. Cowan ve arkadaslari yakin zaman Once fareler
tzerinde gerceklestirdikleri calismada farelerin karin bdlgesinden elde edilen ADKK
hdcrelerinin uygun biyomateryal (PLGA) ile birlestirildikten sonra ciddi kalvaryal
defektlerin tamirinde efektif olarak kullanilabilecegini géstermistir. (55)

Doku muhendisligi'nin (rejeneratif tip) yapitasi olarak nitelendirebilecegimiz
ideal bir kdk hicrenin su kriterlere uymasi gerekmektedir; 1) cok yuksek sayilarda
(milyonlarca, milyarlarca hicre) elde edilebilmelidir, 2) minimal invaziv yontemlerle
alinabilmeli ve harvest edilebilmelidir. 3) Uretilmesi istenen birgok hicre g¢esidinin
yolagina girebilmelidir 4) otolog ya da allojenik bir aliciya givenli ve efektif olarak
transplante edilebilmelidir.>* Bizim calismamizda AKKH tercih etmemizin nedeni
AKKH’lerin tim bu kriterleri kargilayabilmesidir. Kemik iligi kokenli kdk hicreler hem
az sayida elde edilebilmekte hem de minimal invaziv yontemlerle alinmasi mumkin

olamamaktadir.

Rejeneratif tip agisindan klinik rutin kullanimda ciddi morbiditeye yol agacak
bir yontemin uygulanabilir olmayacagi aciktir. Bu nedenle de elde edilirken
morbiditesi daha az olan ve yiksek miktarlarda elde edilebilen adipoz dokunun
rejeneratif tipta cok dnemli ve ¢ok genis bir kullanim alani bulabilecegi aciktir.

Ancak heniiz hiicre hazirlama metodlari tam olarak optimize edilmemistir. Bu
eksiklik rutin klinik kullanimin éniindeki 6nemli bir engeldir.’® AKKH ile yapilacak
tum cahsmalarin 1sidinda, AKKH elde etme prosedurlerinin standardizasyonu
belirlenerek klinik kullanimin  6nudndeki ¢ok o©nemli bir engelin kalkacagini

distunmekteyiz.

Kok hicrelerin doku muhendisligi ve gen terapisi gibi uygulamalardaki
terap6tik potansiyeli muazzamdir. Kavramsal olarak iki tip kok hiicreden bahsettik,
embriyonik kok hticreler ve otolog kok htcreler. Embriyonik kok hiicreler teorik olarak
pluripotent olsalar da pratik olarak hiicre regulasyonu ve etik durumlar gibi sinirlayici
potansiyel problemleri vardir. Oysa otolog kok hicreler dogalari geregi imminolojik
acidan uygundur ve kullanimlariyla ilgili herhangi bir etik durum s6z konusu degildir.
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Insan kemik iligi embriyonik mezodermden meydana gelir ve mezenkimal stroma ile
desteklenen hematopoetik kok hicre (HKH) populasyonundan olusur. Bu HKH’lerin
proliferesyon ve diferansiyasyonu iyi dokimente edilmis olmasina ragmen stromal

komponent hakkinda bilinenler azdir.

Insanlar ve hayvanlarin her ikisinde kemik iligi stromasi mezenkimal kok hiicre
(MKH) denen bir kdk hiucre populasyonu igeren birgok hiicre populasyonu ihtiva
eden bir heterojen kompozisyondadir. MKH’ler ile yapilan ¢alismalarla bu hticrelerin
adiposit, kondrosit, miyoblast ve osteoblastlara diferansiyasyonu gosterilmigtir. Bu
hiicreler gelecekteki doku muhendisligi stratejileri igcin umut verici bir secenek
olmuglardir. Ancak geleneksel kemik iligi elde etme proseduirleri agrili olabilir,
genellikle genel veya spinal anestezi gerektirir ve islem sonucunda elde edilen MKH
miktari disiktir (yaklasik 1 MKH/10%). Disuk miktarda kok hiicre elde edilmesi,
klinik olarak yeterli sayida hiicre elde edebilmek icin ex vivo ekspansiyon gerekKliligi
dogurur. Bu gerekliik de zaman-para ve hucrelerin kontaminasyon nedeniyle
kaybina neden olabilir. Ayrica uzun sireli ekspansiyonun kanserlesme egilimini
arttirdig1 da bilinmektedir. Otolog kok hucrelerin ideal kaynagr hem elde edilmesi
kolay, hem de hastaya en az derecede rahatsizlik veren, ayrica yogun kultur

ekpansiyonuna gerek birakmayacak miktarda elde edilebilir olmalidir.

Doku muhendisligi calismalarinda biyomateryaller kullanilarak in vitro ortamda
kok hicreler yardimiyla elde edilecek ¢ boyutlu skafold ile yapilan distraksiyon
osteogenez calismasi literatirde bulunmamaktadir. Kemik defekti onarimlari igin
kemik iligi kdkenli kok hucreler ile yapilan ve skafold olarak hidroksiapatit gibi tg¢
boyutlu biyoseramiklerin kullanildigi calismalar literatiirde mevcuttur.®*** Polimer ya
da kalsiyum fosfat bazli yapilacak bir skafoldun disik osteoindtiktif yetenegi olmasi
sebebiyledir. Bu kaynaklarin osteokonduktif yetenekleri olsa da tek basina yeterli
degildir. ideal skafold malzemesinin bulunabilmesi ile ilgili cok cesitli calismalar
yapilmaktadir.'*®

Adipoz yapiyr karmasik U¢ boyutlu sekilde elde etmek icgin hicrelerin
tutunabilecegi, onlara destek saglayan , rehberlik eden iyi bir tagiyici iskelete ihtiyag
vardir. Bir ¢cok caligmada tasiyicilarin adipoz doku ile uzun siure dayanikli kalmasi

Uzerinde cok yuz guldurict sonuglar elde edilemese de hicreleri barindirma ve
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diferansiyasyonlarini mimkin kilma acgisindan oldukga elverigli tasiyici iskeletler
geligtirilmigtir. Skafold olarak PLGA'nin kullanildigi adipoz kokenli kok hucreler ile
kalvarial defektin onariminin yapildigi bir calismada ise bagarili sonuglarin alindigi
bildirilmistir.">® Distraksiyon osteogenezin dogasi geregi bdyle bir skafoldun yapilip
yapilamayacagi da heniiz bilinmemektedir. In vitro ortamda elde edilebilecek (¢
boyutlu organ ve doku yedeklerinin distraksiyon osteogenez dahil bir c¢ok
rekonstruktif uygulamay! tarihe gomecegi oOngorulebilir. Ancak hala uzun sire
laboratuvar kosullarinda kalan hiicrelerin yogun strese maruz kalma ve kanserlesme
riskleri mevcuttur, Ustelik kemik iligini de iceren u¢ boyutlu kemik dokusunun

olusmasi igin onlarca hiicre ve sitokinin uygun doz ve sirede varligi gerekmektedir.

in vitro kosullarda karmagik ve 6zel kiiltir ortamlarina ihtiyag duymadan
gelisebilen hicre kaynaklari, doku mihendisligi icin ¢ok buyidk bir avantaj
sunmaktadir. Otolog kok hicreleri bu alanda kullanigli kabul edilebilir. Elde edilisleri
acisindan bakildiginda insan AKKH’leri bol miktarda bulunmaktadir ve Kklinik
uygulamalar icin *“suction lipoektomi” ile kolayca elde edilebilir. insan adipoz
dokusundan temin edilen multipotent kdk hucreler adipojenik, kondrojenik myojenik
ve osteojenik htcrelere faklilagabilmektedir. Birgok aragtirmaci, geleneksel hicre
kaltara teknolojileri ile ekspande olabildiklerini ortaya koymustur. Adipoz doku
muhendisliginin yeni asama kaydedebilmesi, otolog hicreleri ve gelismis tasiyici
iskeleleri kullanarak adipoz doku uretebilen bir ex vivo kiltur sisteminin bulunmasina

baglidir ve calismalar bu konu tzerinde yogunlagsmaktadir.

Yag dokusu vicutta yaygin ve kolay elde edilebilir oldugundan hicre kaynagi
doku miuhendisligi stratejileri agisindan bir sorun olusturmamaktadir. Ama bazi
Ozellikleri nedeniyle bazi zorluklara sahiptir, matir adipozitler sitoplazmalarindaki
yogun lipid depozitleri nedeniyle stabil olmayan yapiya sahiptir. Yiuksek metabolizma
hizlari nedeniyle iyi vaskularizasyona ihtiya¢ duyarlar. Bunun yani sira matur
adipozitlerin diferansiyasyon ve proliferasyon yeteneginin olmadigi kabul edilir.
Hacim olarak buyuyebilirler ancak cogalmazlar Preadipozitler diferansiyasyon
oncesinde tipki fibroblast gibidir, diferansiyasyon sirasinda fibroblastik 6zelliklerini

kaybeder yuvarlaklasir adipositlerin ultrastriiktiirel yapisina kavusur.**
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Biyolojik olarak yok edilebilen sentetik materyallerin hiicrelerin tutunmasi ve
doku olugsumuna yon vermesi igin bir “tagiyici iskelet” (scaffold) roli oynayabilecedi

fikri doku miihendisligi alanini baslatmistir.*3?

Calismamizda distraksiyon periyodu
sonrasinda kok hucrelerin yeni olusmus olan kallus igerisine verilmesi ile kallus bir

nevi skafold olarak kullaniimigtir.

Gunumuzde kullanilan tastyicilara 6rnek olarak kisa ve uzun dénemde olumlu
sonugclarin alindigi preadipozit ekilmis poli L-laktik ko-glikolik asit yapidaki tasiyicilar
verilebilir. Hyalurinik asitten modifiye edilen tasiyici iskelet de kollajen igerikli olanlara
gore fareye ekilen insan preadipozitlerinin ekspansiyon ve diferansiyasyonlarini daha
cok arttiran etkiye sahiptir. Ekstraselliler matriks, adiposit metabolizmasi icin
oldukga ©Onemlidir. Bunu g6z oOnlinde tutan c¢ogu arastirmaci, fibronektin igeren
tasiyicilar Gzerine calismalarini yogunlastirmaktadirlar. Fibronektin ile kaplanmis
alloplastin adipoz diferansiyasyonunu arttirdigi gosterilmigtir.  Arjinin, glisin ve
aspartik asitten derive edilen dogal hidrojellerin de yumusak doku muhendisliginde
iyi bir tasiyici olabilir. Aljinatin in vivo ortamda minimal kapsul olugturarak 6 ay
Uzerinde kalabildigi gosterilmistir. Fibrin glue da vaskuarize kapsul igine yerlestirilmis
preadipozitleri dagitici arag olarak kullanilmaktadir.* Polyester temelli bu molekdiller
oldukca hidrofobik olduklarindan htcre tutunmasi igin ideal 6zellikte sayilmazlar.
Ozelliklerinin geligtiriimesine uygun fonksiyonel grup da tagimazlar. Kollajen gibi
oldukca hidrofilik olan molekdllerin sorunu da kulttr ortaminda hizla erimeleri ve bu

nedenle capraz baglanmalarinin gerekmesidir.*®

Distraksiyon osteogenezde tasiyici olarak skafold kullanan caligsmalar az da
olsa literaturde mevcuttur. Bu c¢aligsmalarda genellikle plateletten zengin plazma
(PRP),13>10151 gllgjen®® ya da hiyaliironik asit tasiyici olarak kullaniimaktadir.
Ozellikle tagiyici olarak PRP kullaniimasiyla ilgili basarili caligmalar literatiirde
mevcuttur. Hatta otolog mezenkimal kék hiicre ve PRP kombinasyonu ile olusturulan
enjektabl jele doku mithendisligi osteojenik materyali ismi verilmistir.">* PRP, yogun
bliyime fakorii ve sitokin kaynagdi olusu nedeniyle calismanin sonucuna etki

edebilecegdi dusunulerek bu ¢alismada tasiyici olarak kullaniimadi.

Ozellikle osteojenik yonde farklilagmis kok hiicre verdigimiz grubun bagarili

iyilesme sonuclarina bakarak bu hucrelerin tasiyici olarak serum fizyolojik yerine
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PRP ile tasinmasinin kemik iyilesmesini olumlu yodnde etkileyebilecegini
soyleyebiliriz. Bizim ¢calismamizda kok hiicrelerin sag kalimina olacak etkileri, adipoz
dokularin beslenmesine olacak etkileri ve olusturacaklari immin reaksiyonlarin
distraksiyon alanindaki kirik iyilesmesine ve dolayisiyla deneysel calismaya
yapacaklari etki 6nceden kestirilemediginden hiyaltronik asit ya da kollajen gibi bir
skafold tasiyici kullanilmamistir. Arzulanan ideal materyalin biyolojik olarak uyumlu
olmasi, osteokonduktif olmasi, klinik olarak kabul edilebilir sirede polimerize olmasi
ve kontrolli degrade olmasi istenilir. Geligtirilmis olan kemik replasman materyalleri
her ne kadar daha guvenli, daha basit ve daha direncli olsalar da ideal olmaktan

uzaktirlar.**®

ince barsak submukozasi da biyolojik olarak uyumlu, guvenli olmasi
nedeniyle kemik defekti onarimlarinda skafold olarak denenmis ancak basaril

bulunmamustir.**°

Kemik iligi kdkenli mezenkimal kdk hicrelerle yapilan bazi ¢calismalarda, bu
hicrelerin yeni kemik olusumunu hizlandirdiginin radyolojik ve histolojik olarak
gosterildigi ancak yine de yeni olugsan kemigin kok hicre kdkenli oldugunun in vivo
kesin olarak gosterilememesinin &nemli bir eksiklik oldugunu belirtilmistir.”>* Bu
nedenle yapacagimiz ¢calismada distraksiyon alanina verecegimiz hicrelerin burada
yeni kemik olugsumuna yapacaklari katkinin ve verilen hicrelerin canliliklarini
koruyup koruyamadiklarinin kesin olarak gosterilebilmesi icin, tum kok hicrelere 6
aya kadar suren 1sima yetenegi bulunan GFP ile igaretli plazmidlerin
transfeksiyonunu uygun gordik

Yesil floresan proteini (GFP), ginimuzde hicre biyolojisi calismalarinda
tanimlayici gen ve huicre isaretleyici olarak kullanilmaktadir. GFP’nin oldukga 6nemli
kullanim alanlarinin basinda; farkli genlerin igerisine eklenerek bu genlerin farkli
organizmalardaki ekspresyonlarinin miktar tayini ve canli hcreler igerisinde
isaretleyici olarak kullanilabilmesi gelmektedir.®> Bu calismada adipoz kokenli kok
hdcreleri in vivo takip edebilmek amaci ile GFP genini iceren plazmid vektorini
AKKH'ye aktardik. Bu amagla GFP geni tasiyan “phM-GFP” plazmid vektoru ve
AKKH’lere plazmid vektoranin aktariimasi amaci ile “Effectene Transfeksiyon Kkiti”
kullanilmigtir. Kok hucrelerin igaretlenmesi, canli hayvan ve hicrelerde kok
hicrelerin  takibi acisindan yaygin olarak kullanilan bir yOdntemdir. Yasayan
organizmalarda hicrelerin takibi icin; mikroenjeksiyon, elektroporasyon, kalsiyum
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fosfat presipitasyon, DEAE-Dextran, lipozomlar ve adenovirisler, lentivirlisler ve
retrovirisleri iceren bir ¢ok yodntem vardir. Meier ve arkadaglar effectene
transfeksiyon metodunun dusuk toksisite ve daha iyi transfeksiyon verimi oldugunu
gostermislerdir.*?° Yaptigimiz calismada uzun konsolidasyon siiresini de géz 6niinde
bulundurarak alti aylik sire boyunca isima yapabilen GFP kullanimina karar verdik.
Bizim calismamizda hicrelerin nikleuslari effectene transfeksiyon kiti yardimiyla
plazmidler ile isaretlendi, bu plazmidlerin sirekli sayilarinin artmasi ile uzun sureli
Isima imkani olustu. Boylelikle distraksiyon bdlgesine transfekte edilen hiicrelerin ne
kadarinin sag kaldigi ve kemik dokuya entegre oldugu gOsterilebildi. Htcrelerin
isaretlenip kallus alanina verilmesinin ardindan sekiz hafta sonra sakrifikasyon
sonras! elde edilen kemik preperatlarinin dekalsifiye edilmesi sirasinda ilk 6nce
EDTA solisyonu kullanildi, bu solisyonun kemigi gec dekalsifiye etmesi Uzerine
%20’lik formik asit ile dekalsifikasyon saglandi. Her iki yontemin de hicrelerin
IsSimasina negatif etkisi olmadigr goruldi. Bu her iki solisyonun GFP isimasina
etkisinin karsilastirilmasi acisindan da calismamiz literatirdeki tek calisma olma
Ozelligi tasimaktadir.

Literattrdeki kok hicre ile distraksiyon ¢aligmalarinin gogunda elde edilen kok
hicreler yuzey belirtecleri ile sayilarak kok hicre olduklarinin dogrulanmadan
calismalarda kullanildiklari ve ayni zamanda nukleuslari igaretli hicreler
kullanmadigi icin deney alanina verilen hiicrelerin ne kadarinin dokuda canh kaldigi
ne kadarinin 6ldugu bilinmemektedir, elde edilen pozitif sonuglar direkt htcrelerin
gosterilmesiyle degdil ancak dolayli yollardan elde edilebilmekte bu nedenle

guvenilirliklei daha distik olmaktadir.*?**#4

Literatirde, elde edilen hicrelerin dokuya transplantasyonunun ne zaman
yapilmasi ile ilgili tartismalar mevcuttur.'?® Bazi yazarlar distraksiyon siirecinin
basinda verilmesini dogru bulurken bazi yazarlarca distraksiyon strecinin sonunda
yeterli yumusak kallus olustuktan sonra verilmesi daha uygun bulunmaktadir. Tavsan
kemiklerinde yapilan c¢alismalarda cerrahi sonrasi 12 ginden ©nce
diferansiyasyonun baslamadigi bilinmektedir.**® Biz calismamizda yeterli yumusak
kallus olusmus olmasi ve bu kallusun bir nevi skafold vazifesi gorecek olmasi

nedeniyle transplantasyonu distraksiyon surecinin sonunda yapmay! uygun gorduk.
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Hem kok hiicre hem de diferansiye kok hiicre grubunda transplantasyon distraksiyon
stiecinin sonunda yapildi. Calismamizda kontrol grubunun yanisira kok hiicre ve
diferansiye kok hicre gruplarinin da iyilesmeye katkisini karsilastirma imkani bulduk.
Kirk ortamina kok hicre verilmesinin iyilesmeye olumlu etkisinin olacag: asikardir.
Ancak calismamizin sonuclarinin da gosterdigi sekilde iyilesmeye yapacaklari katki
ortama direkt osteojenik diferansiyasyona ugramig, alkalen fosfataz enzimi
salgilayabilen kalsiyum hidroksiapatit depolanmasi yapabilen osteoblast benzeri
hiicrelerin verilmesinin yapacag katki yaninda yetersiz kalmaktadir.

Deneklerin haftalik radyoloji sonuglari sekiz hafta sonunda incelendiginde
gruplarin hepsinde zamanla kallus dokusunda artis oldugu goruldi. Sadece Grup
I'deki deneklerden birinde distraksiyonun tamamlanmasinin ardindan distal ve
proksimalde bir miktar kallus olusumu oldugu ancak dcuncli haftadan sekizinci
haftaya kadar bu kallus dokusunda hi¢ ilerleme olmadigi gorildu. Herhangibir
deviasyonu, enfeksiyonu ya da genel durum bozuklugu olmayan denekte iyilesmenin
durmasi diye nitelendirebilecegimiz bu olaya cerrahi sirasinda periost hasarinin
neden olabilecegi dustunuldu.

Latent periyotta osteotomi alani literatirde belirtildigi gibi immatir bulutsu
kallus ile sariliydi.** Distraksiyon basladiktan sonra kallusun proksimal ve distal
segmentlere ayrildigi goruldd. Tuim deneklere sekiz hafta olan konsolidasyon siresi
boyunca haftalik grafiler gekildi. Grafilerin haftalik ¢ekilmesinin nedeni; radyolojik
olarak saptanacak olasi bir angulasyona erken donemde mudahale etme sansinin
bulunabilmesi ve kirik iyilesmesinin gruplar arasi karsilagtirmasinin daha saglkli

yapilabilmesiydi.

Deneklerin tumi Onceden numaralandirilarak radyolojik inceleme igin
goturalda. Tum deneklerin, ilk olarak supin pozisyonunda yatirilarak dn-arka daha
sonra ise yan pozisyonda yatirilarak yan tibia grafileri ¢ekildi. Goruntileme islemi
yuksek ¢ozunurluklt dijital radyografi sistemi (Philips digital diagnost) ile yapildi.
Gorantileme 110 cm uzakhktan 66 kV, 1.82 msn,1.20 mAs ve X1 buylitme
kullanilarak standardize edildi. Distraksiyon alaninda olugsan yeni kemigin radyoloji
kdegerlendiriimesinin yapilabilmesi igin literatirde radyolojik degerlendirme igin en

sik kullanilan modifiye Lane ve Sandhu skorlama sistemi kullanildi.?®%"*3° By
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skorlama sisteminde kemik doluluk ytizdelerinin yanisira hem proksimal hem de
distalden kaynamalar ayri ayri degerlendiriimektedir. Ayrica mediiller kanal olusumu
ve korteks olusumuna da puan verilir. Bu skorlama sistemini kullanarak yaptigimiz
degerlendirmede en yiksek kemik doluluk oranlarinin Grup IliI'de oldugunu gorduk.
Grup llI'deki iki denekte kemik doluluk orani %100’e ulagmisti. Bu oran, sadece kok
hicrelerin verildigi Grup II'de daha dusukttr. Kontrol grubunda ise proksimal ve
distal kallus fizyonunun her denekte olmadigi fizyon olan deneklerde ise kallus
dokusunun c¢ok daha radyolusent oldugu goruldid. Calismamizdaki hicbir denekte
meddller kanal olusumu ya da korteksin tam tesekkulini gérmedik. Bunun nedeni
8 haftalik bekleme siresinin meddller kanal ve korteksin tam tesekkull igin yeterli

bir siire olmamasidir.

Calismamiza katilan deneklerin grafileri incelendiginde, diferansiye kok hticre
verilen grupta (Grup l1ll), G¢ denekte kallus olusumunun enjeksiyon yapilan kisimda
diger tarafa gore ¢cok daha fazla oldugu goruldi, bu bulgu kallus bdlgesine verilen
osteojenik kok hicrelerin kemik iyilesmesini hizlandirdigini destekler yondedir.

Deneklerin modifiye Lane ve Sandhu skorlamasinda aldigi degerler
ortalamasi; Grup I'de 4,571 + 0,2, Grup II'de 5,14+0,1, Grup lll'de 6,14+0,5 olarak
bulunmustur. Her bir grup ikili olarak diger gruplarla karsilastirildiginda; Grup | ve Il
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Grup | ile Grup Il arasindaki
fark da istatistiksel olarak anlamhdir, Grup Il ile Grup Il karsilastinldiginda ise
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Istatiksel sonuglara bakarak kok
hiicre verilen gruplardaki kallus miktari ortalamalarinin kontrol grubuna gére daha
yuksek oldugu sdylenebilir ancak her ne kadar diferansiye kok hiicre grubunda (Grup
lll) ylzde vyiz doluluk oranlar olan denekler olsa da kok htcre grubuyla
karsilasgtirildiginda istatiksel olarak anlamli sonu¢ ¢ikmamasi, her iki grubun da
kemik iyilesmesine iyi derecede katkisi oldugunun bir gostergesi olarak

yorumlanabilir.
Kontrol grubundaki kallus dokularinin belirgin olarak daha radyolusent olmasi,

mineralizasyonun daha dusuk olmasi ile aciklanabilir. Ayrica 6zellikle Grup Il ile
kargilagtirildiginda Grup I'de proksimal ve distal uc¢ flizyonlarinin daha az
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koprulesmenin yetersiz ve kallus doluluk oranlarinin da ¢ok daha dusik oldugu
soylenehbilir.

Calismaya alinan tavsanlarin radyolojik incelemesinde distraksiyon alanini
dolduran kallus alanlari ortalamasina bakildiginda; Grup I'in ortalamasi 66,79 + 2,7,
Grup II'nin ortalamas! 74,14 +3,9 ve Grup lII'in ortalamas! 88,5 +3,9'dur. istatiksel
olarak karsilastirima yapildiginda; Grup | ve Il arasindaki fark istatiksel olarak
anlamli degildir, Grup | ve lll arasindaki fark istatiksel olarak anlamhdir, Grup Il ve 1lI
arasindaki fark da istatiksel olarak anlamlidir.

Grup | ve II'nin modifiye Lane ve Sendhu skorlama sistemi ile istatiksel olarak
anlamli sonug¢ vermesine ragmen kallus doluluk oranlari kargilastirildiginda anlamli
sonu¢ vermemesinin nedenleri arastirildiginda, modifiye Lane ve Sendhu skorlama
sistemindeki genis degerlendirme araliklarinin bu duruma sebep olabilecegi
dasunuldd. Bu skorlama sisteminde %0-%25 doluluga 1 puan %25-%50 doluluga 2
puan %50-%75 doluluga 3 puan %75-%100 doluluga ise 4 puan verilmektedir.
Ancak literatirde en yaygin kullanilan ydntem olmasi nedeniyle bu skorlama
sisteminin degerlendirmesine sadik kalindi. Diferansiye kok hicre grubunun kallus
doluluk oranlari hem kok hiicre grubuna gére hem de kontrol grubuna gor istatiksel
olarak anlamli ¢ikmasi Grup IlI'iin elde ettigi yuksek doluluk oranlari ile koreledir.
Grup llI'deki deneklerin radyolojik goruntileri incelendiginde Grup | ve II' ye gore
daha radyoopak oldugu tim deneklerde distal ve proksimal fizyon olustugu ve tim
deneklerde uglarda mineralizasyonun yiksek oldugu goraldi. Grup IlI'teki iki denekte
fraktir hattinin  tamamen silinmis oldugu goruldd. Grup | ile Grup |
degerlendirildiginde her iki grupta da distal ve proksimal fizyonun tim deneklerde
tamamlanmadigi, uclardaki mineralizasyonun daha dusik oldugu, Grup II'deki

radyoopak gorianimiin Grup I'e gore daha fazla oldugu goraldu.

Bu calismanin radyolojik degerlendirme sonuglarinin esasi distraksiyon
alaninin ne kadar kallus dokusuyla doldugu degerlendirmesine dayanmaktadir.
Distraksiyon alanina dolan kallusun karsilagtiriimasinda Grup llII'tin Grup | ve Grup
I'ye oranla daha radyoopak oldugu soéylenebilir. Ancak daha kesin ve nitel bir
degerlendirme yapmak icin bu tir sonuclarin degerlendiriimesinin kemik mineral

dansitesi o6lcumu (DEXA) ile yapilmasinin daha kesin sonuclar verecegini
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dusunmekteyiz. Bu calismanin esas amaci AKKH’lerin yeni kemik olusumuna
entegrasyonunun gosterilmesi olmasi (GFP ile) nedeniyle calismanin radyolojik

degerlendirme parametreleri icinde diz grafi ile degerlendirme yeterli gorulmustir.

Biyomekanik degerlendirme igin denegin tibiasindan, distrakte alan santralde
olacak sekilde 3 cm kemik dokusu cikarildi, yumusak dokulardan temizlendi ve
serum fizyolojik emdirilmis tampon icerisinde biyomekanik laboratuvarina ulastirildi.
Uc nokta kirma testi yapacak olan makinanin alt destek araliyi 3 cm’ye ayarlandi.
Distraksiyon alani tam ortaya gelecek sekilde kemik doku yerlestirildi. Dakikada 1
mm hiz ile basan makinadan bilgisayara aktarilan sonuglar incelendiginde osteojenik
diferansiye kok hucrelerin verildigi Grup IlI'te en yuksek degerlerin alindigr goruldi.
Grup I'in maksimum kuvvet ortalama degeri 344,092 iken Grup II'nin ortalama degeri
433,315, Grup lIl'iin maksimum kuvvet ortalama degderi 526,896 idi. Ikili gruplarin
ayr ayri degerlendirilebilmesine olanak veren Mann-Whitney U testiyle yaptigimiz
degerlendirme sonucu p=0,050 olarak sonuglandi. istatiksel anlamlandirma
acisindan sinirda olan bu deger nedeniyle sonuclar istatiksel olarak anlamli degil
olarak yorumlandi. Ayri ayr ikili gruplarin degerlendiriimesinin istatiksel olarak
anlamli  olmamasi Uzerine tum gruplar arasinda anlamhlik olup olmadigini
anlayabilmek icin Kruskal Wallis testi uygulandi. Yapilan Kruskal Wallis testinde p
degeri p=0,027 olarak saptandi. Bu degerlendirme sonucuna gore gruplarin tima
degerlendirildiginde gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir.

Biyomekanik degerlendirme igin kullanilacak yontemler temel olarak ug tip
glcun kombinasyonundan olugurlar. Bunlar; gerilim, kompresyon ve kayma (shear)
gucleridir. Ug nokta kirma testi (bending) konveks tarafta gerilim olustururken konkav
tarafta kompresyon olusturur.**® Torsiyon veya burma (twist) testleri ise tim materyal
boyunca kayma stresi olusur. Ayrica gerilim gugcleri uzatmaya ¢aligirken kompresyon

gucu ise kisaltmaya caligir.

Torsiyon veya burma testlerinin tim materyal boyunca degerlendirme
yapmasi ve genellikle kallusun c¢ok sertlik kazanmadigi erken donemlerde
kullaniilmasi nedeniyle galismamizda distraksiyon alaninda olugsmus olan kallusun

gucunu direk olgebilecek ti¢ nokta kirma (bending) testini kullanmayi uygun gorduk.
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ikili gruplari degerlendirme sonucu istatistiksel olarak anlamli sonug elde
edilmemesi Uzerine degerlendirilen denek sayimizin az olmasi nedeniyle bdyle bir
sonu¢ ¢ikmis olabilecegini dustnerek literatirde benzer galigmalarda elde edilen
sonugclari aragtirdik. Diferansiye olsun ya da olmasin adipoz dokudan elde edilmis
kok hucrelerle yapilan biyomekanik calismalarina literatirde rastlayamadik. Ancak
periosttan elde edilmis kok hicrelerle yapilan 36 biyomekanik degerlendirmenin
oldugu tavsan deneyi calismasinda, uygulanan t¢ nokta kirma testi sonuclarinda kok
hicre verilen grupta daha yuksek degerler elde edilmesine ragmen bizim
calismamizda oldugu gibi istatiksel olarak anlamli sonug elde edilemedigini gorduk.
(67).

Konsolidasyon periyodu, traksiyon kuvvetlerinin durdurulmasi sonrasi
rejeneratin mattrasyon ve kortikalizasyonuna izin verilen dénem olarak bilinir.
Distraksiyon tamamlandiktan sonra fibr6z ara zon dereceli olarak kemiklesir ve
belirgin bir 6rgu kemik zonu, boslugu tamamlar. Distraksiyon rejenerati predominant
olarak intramembrantz kemiklesme ile form alir. Rejeneratin bulundugu alanda
kikirdak adaciklarina da rastlanabilir. Rejenerat olgunlastikgca primer osteonlara ait
zonlar belirgin bicimde azalir ve sonunda tamamen rezorbe olur. ilerleyen aylarda,
baglangicta olusan kemik iskeleti paralel fibriller ve lamellar kemik gelisimi ile
kuvvetlendirilir. Hem kortikal kemik hem de ilik kavitesi restore edilir. Kortikal
rekonstruksiyonun son asamasi olarak kemik yapisi havers sisteminin remodelingi
ile normal haline gelir. Distrakte edilen kemigin matlrasyonu yani yeni olusan
kemigin eskiden mevcut olan kemik ile ayni yapiya kavugmasi yaklagik 1 yil veya

daha fazla surer.’”80129

Her ¢ grubun histolojik 6rnekleri (H&E, Masson Trikrom ve deney gruplarinda
immunfloresan) bu bilgiler 1siginda ayri  ayri  degerlendirildi. Distraksiyon
osteogeneze ait histolojik calismalarda; distraksiyon sirasinda gelisen kallus
dokusunun yavag aksiyel distraksiyon ile buyume plagina benzedigi, longitudinal
fibrillerin diziliminin kuvvet vektoriine paralel oldugu bildirilmistir. Calismamizdaki
histopatolojik incelemeler sonucunda, kemik trabekuillerinin buyldk oranda
distraksiyon yoniune paralel uzanmis oldugu goéruldd. Olusan trabekdillerin icerisinde
osteositler ve trabekil cevresinde osteoblastlar gorildu. Grup | ve II'de lamellar

yapinin Grup lll'e gbére daha az ve dizensiz oldugu gorulda.
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Osteotomilerin dugik devirli motor ile yapilmasi, cerrahi ardindan osteotomi
alanin steril serum fizyolojik ile yikanmasina bagh olarak histolojik preperatlarda
osteotomi nedeniyle kirik alaninda kalan serbest fragmanlara rastlanmadi. Ayrica
osteotomiler sirasinda alan sdrekli sogutuldugu igin yiksek 1s1 nedeniyle
olusabilecek nekrotik alanlara da rastlanmadi.

Havers kanallarinin icinde kapiller yapilarin mevcut oldugu goruldu. Ayrica bu
materyallerin buyutk boliminde az sayida irili ufakli damarlarin mevcut oldugu tespit
edildi. Yapilan Masson Trikrom boyasinda bu dokularin genel gorinim olarak
diizensiz bag doku fibrilleri icerdigi ve bu bolgelerde yogun kollajen birikimi oldugu,

kollajen fibrilleri arasinda osteositlerin mevcut oldugu goruldu.

H&E ile yapilan boyamada 0Ozellikle Grup IIl'te osteoid yapi miktarinin diger
gruplara gore daha fazla oldugu goruldu. Lameller yapinin azligi, osteon yapisinin
tam olugsmamasi, kollajen fibrillerin tam homojen dagilmamasi gibi 6zellikler
calismamizdaki o6rneklerde intramembrantz tipte kemiklesmenin daha baskin

oldugunu gostermektedir. Bu durum literatdr ile uyumludur.

Floresan mikroskop ile deney gruplari (Grup Il ve Ill) incelendiginde enjekte
edilen kok hucrelerin 1sima yaptigi gorilerek, distraksiyon alanina verilen bu
hicrelerin canliliklar kanitlandi. Grup III'de ayni mikroskop alaninin floresan ve 1g1k
mikroskop incelemelerinde, 1gima yapan hicrelerin gogunlukla osteosit ve bir miktar
da osteoblast hicreleri oldugu gdsterildi. Diferansiye olmamig kok hicrelerin verildigi
Grup II'de ise 1s1ima yapan hucrelerin 1s1k mikroskobu incelemesinde, bu hicrelerin
hemen hemen distraksiyon alanindaki tim hicre tiplerini icerdigi (osteosit,
osteoblast, kondrosit, fibroblast, progenitor hicreler) gozlendi. Bu 6nemli bulgu
neticesinde defekt alanina sadece koOk hicre verilmesi yerine kok htcrelerin
osteojenik diferansiasyonunun ardindan kirik alanina verilmesinin kemik iyilesmesine

dogrudan ¢ok onemli katki saglayabilecegi sonucu ¢ikarilabilir.

Grup I'de milimetrekaredeki osteosit sayisi ortalama 35,0, Grup II'de 43,4 ve
Grup llI'de 55,0 idi. Grup | ile Grup 1l ve Grup Il istatistiksel olarak
karsilastirildiginda anlamli artis saptandi. Bu artis kemiklesme oraninin istatistiksel
veriler ile paralel oranda artigini gostermektedir. Ozellikle Grup IlI'teki osteosit
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sayilarindaki anlamli ytkseklik hem enjekte edilen osteoblast benzeri hicrelerin
direkt kemik iyilesmesine katilmasi hem de bu enjekte edilen hicrelerin salgiladiklari

sitokinler ile kemik yapimini ayrica uyarmasi ile agiklanabilir.

Literatirde, konsolidasyon suresini kisaltmak icin tavsanda distrakte kallus
icerisine periost dokusundan elde edilen osteoblast benzeri hiicreler ile enjeksiyon
yapiimis olan calismada olusan yeni kemik hacmi ve kemik mineral miktarinin
osteoblast benzeri hiicre transfer edilen grupta daha iyi oldugu gésterilmistir.®” Bu
etkinin iki sekilde olabilecegi dusunilmustir: distrakte kallustaki osteojenik hticrelerin
sayisinin dogrudan artigi ve membranoz-kartilagin0z osteogenezi sitokinler, kollajen

gibi ajanlarla stimule ederek.

Osteoblast sayilarinin ortalamasi karsilastirildiginda Grup I'de 37,0, Grup II'de
36,5 ve Grup llI'de 40,25 olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak
karsilastiriidiginda Grup | ile Grup Il arasinda anlamli fark bulunmazken Grup | ile
Grup Il karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu go6zlendi.
Preperatlarin sekiz haftalik konsolidasyon periyodu sonucunda deg@erlendirilmesi
nedeniyle osteoblast sayisinin gorece olarak digsuk olmasi normal olarak

degerlendirilebilir.

Kondrosit hucrelerinin ortalamalari kargilastirildiginda Grup I'de 22,7, Grup
II'de 37,5 ve Grup ll'de 42,5 olarak bulunmustur. Istatistiksel olarak Grup I ile Grup Il
ve Grup | ile Grup Il karsilagtirildiginda, kondrosit sayisindaki artigin istatistiksel
olarak anlamli oldugu gorildi. Deney gruplarindaki yiksek kondrosit miktarlari
endokondral kemiklesmede olusan kikirdak taslagin yerini kemik dokuya biraktigini
gOstermektedir.

Fibroblast hicreleri karsilastinidiginda Grup I'de 48,5, Grup IlI'de 32,2 ve
Grup Ill'de 17,5 olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda
Grup I'e oranla Grup Il ve Grup llI'te anlamli derecede azalma saptandi. Bu azalma
ilk olusan bag doku taslaginin yerini kikirdak ve kemik dokusuna birakmasindan
kaynaklanmakta olup Grup llI'teki ¢cok dusik degerler hizli kemiklesmenin ¢ok 6nemli

bir gostergesidir.
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Osteoklast hucrelerinin degerlendirmesinde Grup | 2,1, Grup 1l 1,1 ve Grup Il
1,5 olarak saptand. Istatistiksel olarak kargilastirildiginda Grup 1l ve Grup Ill Grup I'e
oranla anlamli derecede azalma saptandi. Konsolidasyon evresinin bu safhasinda
osteoklastlardaki bu degerler literatr ile uyumludur. Erken evrede kemik fragmalarin
fagositozu icin yuksek sayilarda olan osteoklastlar bu agsamada artik remodelingi

saglama iglevi gormeye baglamaktadirlar.

Kemik alan oranlari incelendiginde, Grup I'de %42, Grup II'de %46 ve Grup
lI'de %61 olarak bulundu. Grup | ile Grup Il ve Grup Il karsilastinldiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu. Grup Il ile Grup Il kargilastirildiginda
istatistiksel olarak yine anlaml fark oldugu goruldd. Trabekuler alanlarin image tool
programi kullanilarak ol¢ulmesiyle elde edilen bu degerler ¢alismanin sonuglari ile
uyumludur. Diferansiye kok hucrelerin verildigi Grup IlI'de yeni olusan kemiklesmeyi
goOsteren trabekuler alanlarin yogunlugu diger gruplara oranla oldukga fazlaydi.
Kemiklegsme agisindan oldukga degerli olan bu parametrede Grup lll igin elde edilen
yuksek kemiklesme oranlari diferansiye kok htcrelerin kemik olugsuma pozitif
etkilerini destekler niteliktedir. Grup II'deki artis Grup Il kadar yuksek oranda olmasa
da kontrol grubu ile kargilastirildiginda yine istatiksel olarak anlamli degerler elde

edilebilmistir.

Kikirdak alanlar incelendiginde ise, Grup | %13, Grup Il %23 ve Grup Il %30
olarak bulundu. Grup | ile Grup Il ve Grup lll karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli sonug elde edildi. Grup Il ile Grup Il kargilastirildidinda istatistiksel olarak
yine anlamh bir fark bulundu. Kemik alanlari ile ayni bolgelerden elde edilen bu
kikirdak alan yuzdeleri bize endokondral kemiklesmeye bagh kikirdak alanlarinin
kargilagtirlmasini  vermektedir. Kemik ve kikirdak alan ylzdeleri birlikte
incelendiginde Grup IIl'de %91 oraninda kemik ve kikirdak hiicrelerinden olustugu
sadece %9 gibi diuguk bir alanin fibroblast ve diger bag doku hticrelerinden olustugu
goraldi. Bu oran Grup II'de %69 Grup I'de ise %55'dir.

Kemik yapim hicrelerinin sayisal olarak karsilastirilmasinin yaninda kemik
yapiminda ¢ok onemli olan ekstraselliler matriks proteinlerinin de sayisal olarak
kargilagtirilmasini uygun gordik. Konsolidasyon sidresinin uzunlugu goz oninde

bulundurularak, osteoblastlarin adezyonunu uyaran ve ekstraselliler matriks
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remodelinginde dnemli rol oynayan'®® osteopontin ile sadece matiir osteoblast ve
kondrositlerden salinan ve kalsiyum baglayan matriks proteini olan osteokalsinin

milimetrekaredeki sayilarinin immuanohistokimyasal incelemesi yapildi.

Elde edilen dokularda vyapilan immuinohistokimyasal boyamalarda
kemiklesme icin spesifik sayilabilecek osteokalsin pozitif boyanan hucreler
saylldiginda Grup I'de 24,4, Grup II'de 31,0 ve Grup lll'te 37,0 olarak bulundu.
Istatistiksel olarak karsilagtirnldiginda Grup I'e gére Grup Il ve Grup Il anlaml
oranda arttig1 gozlendi.

Osteopontin pozitif hiicreler karsilastinidiginda Grup | 20,0, Grup 1l 25,4 ve
Grup 11l 34,3 olarak bulundu. Degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda Grup I'e
goOre Grup Il ve Grup lII'tin anlamli oranda arttig1 gozlendi.

Yapilan tim histopatolojik incelemeler 1s1ginda, kdk hicre verilen grupta da
osteoblastik yonde aktivite artigi oldugu ancak verilen kdk hicrelerin birgok hicre
tipine dondsmesi nedeniyle bu artisin sinirh oldugu goérulda. Grup llI'de ise direkt
kalsiyum depolayan, sitokin salgilayan osteoblast benzeri hicreler verildigi i¢in kirik
iyilesmesi yonundeki tum histopatolojik incelme ve alan dlgiimlerinde bu grupta en
yuksek degerler elde edildi. Bu sonuclar 1siginda kirik iyilesmesinde, defektli alanlara
kok hicre verilmesi yerine osteojenik diferansiasyonunu tamamlamis kok hicrelerin

verilmesinin ¢ok daha etkili olacagi sdylenebilir.

Calismamizda elde edilen kok hicrelerin distraksiyon alanina verilmesi
protokoliyle ilgili yaptigimiz literatir arastirmasinda, enjeksiyon yontemi kullanilarak
perkutan olarak hucrelerin distrakie alana veriimesiyle basanli sonuglar elde
edildigini gordiik.}%671#3131 Enjeksiyon protokolii icin literatiirde 6zellikle tizerinde
durulan konu enjeksiyonun yavas yapilmasi ve geri akmasinin dnlenmesi igin
enjektorin mutlaka en az bir dakika daha kallus icinde tutulmasi gerekliligiydi.
Calismamizda tim bu gereklere enjeksiyonlar sirasinda uyuldu ve digariya tasma
gibi bir komplikasyonla kargilagiimadi. Deney grubundaki kallus alanina bes milyon
hiicre verilmesinin nedeni bu miktardaki hiicre sayisina alinan yag doku miktari ile 2-
3 pasajda rahatlikla ulasilabilmesiydi. Enjeksiyonlar sirasinda enjektoriin ignesinin
ve verilen 0,25 ml sivinin kallus dokusuna bir miktar harabiyet verecegi gercektir. Bu
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calismanin bir eksikligi olarak kontrol grubunda distraksiyon alanina enjektor
sokulmamis olmasi ya da salin enjeksiyonu yapilmamasi gdosterilebilir. Calismanin
sonunda elde ettigimiz veriler Grup IIl'in kontrol grubuyla kargilastirildiginda
iyilesme yoninde anlamli derecede daha iyi olmasina ragmen Grup | ve Grup II'deki
bazi yakin degerlerin, Grup I'in kallusunun enjektér ve sivi ile hi¢ hasarlanmamis
olmasina baglanabilir. Ancak su da bir gergek ki literaturdeki ¢alismalarin ¢cogunda

kontrol gruplarinda enjeksiyon yapilmamistir.®’

Calismamizda adipoz doku kaynagi olarak kullanacagimiz yag dokusunun
alinmasi i¢in inguinal bolgenin secilmesinin nedeni, tavsanda bu bolgelerde bol
miktarda yag yastikciklari olmasi, cerrahi olarak kolay ulagilabilir olmasi ve mortal
komplikasyon riskinin ¢ok dusik olmasidir. Ancak caligsmamizdaki bir denekte
oldugu gibi yag doku alinirken sinir hasarn ve paralizi riski mevcuttur. Ondort
denekten sadece bir tanesinde paralizi olmasi bu ihtimalin distuk oldugunu
gostermektedir. Alt ekstremite paralizisi gelisen bu denek calisma disi birakilarak
yerine yeni bir denek konuldu.

Hayvan modellerinin insan fizyolojisine ne kadar uyumlu oldugu
arastirildiginda, insan ve hayvanin kraniofasiyal ve ekstremite karakteristiklerinde
belirgin farkliliklar varken, molekuler spesifikasyon ve embriyolojik kraniyal yapilarda
muthis bir benzerlik oldugu Shneider ve arkadaslarinin yaptigi calismada
gosterilmistir.™®! Yaptigimiz calismada elde ettigimiz basarili sonuclar neticesinde
adipoz kokenli kok htcrelerin klinik kullanim igin uygun olup olmadigi sorusuna
cevap aradik. Literattrde bu konuda yapilan calismalara baktigimizda insandan elde
edilen AKKH ile farelerden elde edilen AKKH’lerin immunofenotip, diferansiyasyon
potansiyeli, hiicre blytumesi karakteristikleri, yagslanma, nikleer morfoloji agisindan
karsilastiriimis ve immiinofenotip yonden oldukca benzer bulunmustur'** ancak ayni
calismada farelerden elde edilen AKKH’lerde proliferasyon hizi daha yiksek ve bu
hiicreler insan kdkenli olan hicreler gore daha anstabil bulunmuglardir. Bu sonuglar
uzun sure kok hicre pasajlamanin en korkulan yonu olan kanserlesme riskinin insan
kaynakli kok hucrelerde daha disuk olabilecegini dustndurmektedir ki bu sonug

klinik kullanim agisindan olduk¢a ytz guldirucudur.
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Kemik uzatimasinin erken doneminde osteoblast benzeri hicre
transplantasyonu ile distrakte kallus icerisinde yeni kemik hacmi ve kemik mineral
miktarinda artisg olur. Bu prosedurin iki farkh etkisi oldugu dusunulmektedir. Hem
distrakte kallus icerisindeki osteojenik hiicreler sayica artar hem de transplante
edilen bu hucrelerden kaynaklanan sitokinler kollajen ve diger ajanlar vasitasiyla
membrandz ve Kartilaginbz osteogenez stimule edilir. Osteoblast benzeri bu
hicrelerin transplantasyon sonrasinda bu 6zel etki mekanizmalarini nasil sagladigi
ve hicrelerin transplantasyonu igin ideal gartlarin neler oldugunun anlasilabilmesi
icin daha fazla ayrinti deneysel galisma yapilmasinin gerekliligi agikardir. Bizim
yaptigimiz calisma gostermistir ki tavsanda osteojenik diferansiyasyona ugramis
adipoz kokenli osteoblast benzeri kok hicrelerin transplantasyonu distrakte kallus
matirasyonunu uyarmis ve hizlandirmigtir. Klinik ¢calismalarda da benzer basarinin
elde edilebilmesi kallus distraksiyonunda konsolidasyon periyodunu ve eksternal

fiksasyonun toplam siiresini kisaltabilir.®’

ADKK hcrelerinin  osteojenik medya ile indiksiyonu osteogenezin
gerceklestigini destekleyen birgok olayin meydana gelmesiyle sonuglanir. Ozellikle
Alkalen fosfataz (AP) aktivitesi ve mineralizasyon kapasitesinin zaman icerisinde
artmasi bunun gostergeleridir. AP aktivitesi bifazik bir patern gdsterir dolayisiyla
kinetikleri stabil degildir, ortam mineralizasyonun gosterilmesiyle diferansiyasyonun
dogrulanmasi gerekir.*® Calismamizda kullanilan alkalen fosfataz enzim kitleri ile
diferansiye hucrelerin alkalen fosfataz salgilamasi gosterilemedi ancak ayni hicreler
kalsiyum depozitlerini boyayan alizarin red boyasi ile ¢ok belirgin boyandi. Bunun
nedeni olarak, alkalen fosfataz saliniminin bifazik ve gittikge azalan nitelikte olmasi
oldugu dusunuldd. Bu nedenle calismamizda osteogenezi gostermek icin rutin olarak
kalsiyum hidroksiapatit depolanmasini gosteren alizarin red boyasi kullandik. AP
aktivitesi ve matriks kalsifikasyonu haricinde osteojenik diferansiyasyonun
dogrulanmasi RT-PCR ile multipl gen ekspresyonu gosterilerek de dogrulanabilir ( c-
fos, RXRalfa,VDR,PTHR,OP,ON,AP,CBFA-1 ve CNI). Ayrica Osteonektin,
Osteopontin veya Osteokalsin ekspresyonu ile immunohistokimyasal olarak da

diferansiyasyon gosterilebilir.

Adipoz kdkenli kok hucreler ile ilgili bir cok ¢alisma yapilmis olsa da bu
hiicrelerin nereden orijin aldiklar hala bilinmemektedir. Bu kdk hicrelerin kemik iligi
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kokenli olabilecekleri distuntlmis ve bunu gosterebilmek icin GFP isaretli calismalar
yapilmis ancak net bir sonug alinamamistir.** Zuk ve arkadaslarinin 2002 yilinda
yaptiklari calismada PLA hucreleri ile MKH’ler arasinda birgok benzerlikler
saptanmigtir. Bu benzerlikler neticesinde adipoz dokudaki bu kok htcreler periferik
kandan gelen kok hicreler mi sorusu gundeme gelmistir. Ancak periferik kanda kok
hicrelerin bulunup bulunmadigi tartismahdir. Ayrica zaten kemik iliginde oldukga az
olan kok hiicrelerin (1 MKH/10° stroma hiicresi) periferik kanda daha da az olmasi
gerekir. Ancak yapilan caligmalarda elde edilen yuksek orandaki diferansiye
hiicrelerin bu az sayida hiicreden elde edilmesi mimkiin gérilmemektedir.® Yiizey
belirtecleri ve eksprese edilen maddelere bakilarak PLA ve MKH'lerin benzer oldugu
ancak tamamen ayni olmadiklari gosterilmigtir (Lennon 1996). Ancak yine de PLA
hdcrelerinin dolasimdaki MKH’lerin klonal bir varyanti olabilecegi de g6z ardi

edilmemelidir.

Mezenkimal kok hicreler, hastalarda intravendz yolla (damardan), kateter
yolu ile veya direkt olarak hasar bulunan bdlgeye enjeksiyon veya cerrahi esnasinda
verilebilmektedir. Klinik uygulamalar sonucunda emboli geligimi, inflizyona bagh ciddi
sorunlar da bildiriimemis ancak MKH cogaltiimasinda kullanilan fétal calf (buzagr)

serumuna (FCS) bagli, orta derecede alerjik reaksiyon gelismigtir.

In vitro kdltdr ortaminda uzun suren (haftalarca) manipulasyonlarin hicre
tedavileri icin dezavantaj sagladigi bilinmektedir. Mikroorganizma kontaminasyonu
yaninda sitogenetik bozukluk gelisimi, kilttirde hiicre yaglanmasi, telomer kisalmasi,
onkojenik transformasyon riski gibi ciddi riskler s6z konusu olabilecegi dustnulmekle
beraber, gunimize kadar yapilan klinik caligmalarda 6nemli soruna yol actigi
goOsterilmemis, ancak az sayida bildirilen deneysel arastirmalarda Ozellikle kilttrde
ilerleyen pasajlarin muhtemel sakincalarina deginilmektedir. Bu hicrelerin kanser
gelistirme potansiyelinin embriyonik hicrelerle kiyaslandiginda c¢ok disuk oldugu
bilinmektedir.Hematopoetik kok hucrelerle kiyaslandiginda c¢ok yonlu farkhlasma
potansiyelinin daha yiksek oldugu kabul edilen MKH’lerin, laboratuar ortaminda
¢cogaltilma sonucu bazi riskler tasiyabilecegi kabul edilmekte, rejeneratif tipta bu
denli potansiyel vadeden hicrelerle ilgili en ideal hicre kaltir kosullarinin

saglanmasi konusunda calismalar surdtrilmektedir.
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Mezenkimal kok hucrelerin klinik kullanim igin dezavantajlarindan biri,
hicrelerin kilturde gogaltiimasi, icin gerekli olan, basta FCS olmak Uzere, diger
drunlerin de Klinik kullanima uygun bulunmasinda yasanan zorluktur. Bu konuya
alternatif olarak insan serumu, plazmasi, trombositten zengin plazma kullanimi veya
klinik kullanim icin uygun kultir yontemleri ve trtnler geligtiriimeye calisiimaktadir.
Halen, optimal yontem ve drinler olmamasi, klinik calismalarin hiz kazanmasini

onlemektedir.

Mezenkimal kok hiicre tedavilerinde birbagka dnemli sorun ise, bu hicrelerin
verilen organizmada uzun sdreli canhliginin ve fonksiyonunun saglamasindaki
zorluklardir. Bu nedenle tekrarlayan infuzyonlar gerekmektedir. Bizim ¢alismamizda
ise tek inflzyonla distraksiyon alanina verilen ve dokuda takiplerinin yapilabilmesi
amaclyla GFP ile isaretlenen kok hicrelerin incelenen histolojik 6rneklerinde 1sima
yapan kok hicrelerin sayisinin olduk¢a fazla oldugu gorildi. Bu durum verilen

hiicrelerin blyuk oranda canliliklarini devam ettirdigini gosterir niteliktedir.

Hucrelerin lezyon bulunan alana direkt implantasyonu ile daha verimli
sonugclar elde edilebilecegi hayvan deneylerinde bildiriimigse de, sistemik veya lokal
verilisgte benzer sonucglarin oldugunu bildiren calismalar da vardir. Klinik
uygulamalarda ise daha ziyade sistemik yolla verilig tercih edilmektedir.

Yaptigimiz bu deneysel calismanin sonuglari degerlendirildiginde adipoz
kokenli osteojenik diferansiye kok hucrelerin distraksiyon sirecine uyum sagladigi,
distraksiyon alanina verilen hucrelerin biyik oranda canh kaldigi ve kemik yapimina
entegre oldugu kesin olarak gosterilebildi. Kirik iyilesmesine olan katki g6zdnine
alindiginda diferansiye olmayan kok hucrelerin (Grup II) invivo birgok htcre tipine
donigsmesi nedeniyle osteoblast benzeri hiicrelerin verildigi gruba (Grup Ill) kiyasla
kirik iyilesmesine olan katkilarinin daha duisik oldugu goruldi. Osteojenik kok
hacrelerin kirik iyilesmesine yaptigi bu katkilar neticesinde distraksiyon osteogenezin
konsolidasyon periyodunun bu hucreler kullanilarak kisaltilabilecegi ve kemik

iyilesmesinin hizlandirilabilecegdi sdylenebilir.
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8.SONUC VE ONERILER

Kok hicrelerin bircok organda (kas, kalp, karaciger) (Lucas 1992, Young
1995) ayrica deri (Toma 2001), plasenta ve yag (Zuk 2001) gibi dokularda
bulunabildigi gosterilmistir. Bu da gostermektedir ki ginimuazde kok hicrelerle ilgili
arastirma yapmak icin ulagilabilecek birgok kdk hiuicre kaynagi mevcuttur.

Hucre kiltur ortaminda ¢ogaltilan MKH’lerin, hastalarda kullanilabilmesi igin,
hicre hazirhginda gerekli tum in vitro iglemlerin uluslararasi kabul edilmis
standartlarda GMP (Good Manufacturing Practice = lyi Uretim Uygulamalar)
yapilmasi gerekmektedir. Hicrelerin kalite kontrolleri yapilmis olarak haftalar siren
kaltir ortaminda c¢ogaltilabilmeleri icin, en basta, dis ortamdan gelebilecek
enfeksiyonlarin  6nlenmesi, ayrica iglemlerden gecirilirken hicrelerde stres
olusmasina bagl gelisebilecek istenmeyen etkilerin (kanser gelistirme potansiyeli,
hedeflenen disinda baska hiicre gelismesi gibi) 6nlenmesi gerekmektedir. Bu
kosullari saglamak icin gerekli altyapiy! olusturmada zorluklar nedeniyle hastalarin

uzun sureli takibine ait sonuglar hentiz bilinmemektedir.

Mezenkimal kok hicrelerin en buyuk dezavantaji olarak bildirilen dusuk
miktarlarda elde edilebilme ve uzun pasaj suresi gerektirme gibi olumsuzluklari
barindirmayan adipoz doku ve uygulamalarinin 6zelliklerinin daha iyi anlasilabilmesi
icin in vivo calismalar gerekliligi literatiirde belirtilmistir.®®> Yaptigimiz calismanin cikis
kaynaklarindan biri de bu hucreler ile ilgili literattrdeki in vivo ¢aligma sayisinin az ve
yetersiz olmasidir. Caligmanin yapildig1 ve tamamlandigi sire¢ igerisinde literatirde
adipoz kaynakli kok htcre ile distraksiyon osteogenez calismasina rastlanmadi.

Calismamiz bu 0Ozelligiyle literatirde yapilan ilk calisma olmustur.

llizarov'un kemik onarimina getirdigi en yenilikci katki olarak degerlendirilen’®
interkalar kemik nakli, saglam kemikte osteotomi sonrasi bir kemik segmenti
olusturularak distraksiyon ile defektin kapatiimasidir. Bu c¢alismada o6zellikle
diferansiye kok hicrelerin verildigi Gglinct grupta elde ettigimiz basarili sonuclara
dayanarak bu hucrelerin, segmental kemik defekti olusturulmasinin ardindan
interkalar yontemle onarim yapilacak deneysel ¢aligmalarda kullaniimasinin uygun
olacagini dusiinmekteyiz.
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Kemik defekti onarimlarinin o6nemli bir elemani olan distraksiyon
osteogenez'de kullanilmak Uzere gelecekte daha kicuk, absorbe olabilen ve
otomatik distraktorlerin kullanilacagr dugunulmektedir. Bu apareyler ile birlikte
osteojenik kok htcrelerin kullanilmasinin, kemik onarimindaki doku muhendisligi

¢alismalarinin basarisini daha da arttiracagi ngorulebilir.

Yaptigimiz calisma neticesinde kazandigimiz tecriibe ile sunacagimiz
Onerilerin bagsinda, gelecekte yapilacak distraksiyon osteogenez caligmalarinda
sistemik ve lokal verilecek adipoz kokenli kdk hicre karsilastirlmasi gelmektedir.
Osteojenik kdk hucrelerin sistemik olarak verilmesinin, enjeksiyonun kallusta
olusturabilecegi hasari minimuma indirecegini ve daha homojen bir dagihm
saglayacagini  dusinmekteyiz. Calismamizda kok hucrelerin  enjeksiyonu
distraksiyon periyodunun sonunda yapildi, bdylece bu sire zarfinda olusan kallus
dokusu verilen hucreler icin bir nevi skafold vazifesi gordu. Ancak osteoblastlarin
mekanik stres ile kollajen ve sitokin salgilamasini arttirdigi diistiniildiigiinde,*** bu
durumun osteojenik diferansiyasyona ugramis kok hicreleri de etkileyip
etkilemediginin saptanmasi agisindan distraksiyon periyodunun basinda kok hucre

verilmesi ile ilgili calismalarin literattire katkisi olacagini digtinmekteyiz.
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