T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
BEYIN VE SINIR CERRAHISI ANABILIM DALI

SERVIKAL INTERVERTEBRAL DiSK DEJENERASYONU OLUSTURULMUS
RATLARDA, MEZENKIMAL KOK HUCRENIN DiSK REJENERASYONU
UZERINDE ETKIiSI VE BUNUN HiSTOPATOLOJIK OLARAK
INCELENMESI

UZMANLIK TEZi
Dr. Eyiip GENC

SAMSUN 2012



T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
BEYIN VE SIiNIR CERRAHISI ANABILIM DALI

SERVIKAL INTERVERTEBRAL DISK DEJENERASYONU OLUSTURULMUS
RATLARDA, MEZENKIMAL KOK HUCRENIN DiISK REJENERASYONU
UZERINDE ETKISI VE BUNUN HISTOPATOLOJIK OLARAK
INCELENMESI

UZMANLIK TEZi
DR. Eyiip GENC

TEZ DANISMANI
Dog¢. Dr. Kerameddin AYDIN

SAMSUN 2012



TESEKKUR

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim
Dali’nda bulundugum 2006-2012 yillar1 arasinda uzmanlik egitimime mesleki bilgi ve

deneyimleriyle katkilar1 olan degerli hocalarima;
Egitim stirecinde birlikte ¢alistigim tiim hemsire ve personel arkadaslara;

Uzmanlik egitimim boyunca birlikte hep yanimda ve yardimci olan Dr. Ercan

YARAR, Dr. Adnan ALTUN ve diger asistan arkadaslarima,;

PYO.TIP.1904.11.037 no’lu proje basvurumu onaylayarak projeme destekte

bulunan Ondokuz Mayis Universitesi Proje Yonetim Ofisine;

Ve hayatim boyunca desteklerini esirgemeyen, her zaman yanimda ve destek olan

aileme sonsuz tesekkiirler ediyorum...

Dr. Eyiip GENC



iCINDEKILER
TESEKKUR
KISALTMALAR
TABLO LISTESI
SEKIL LISTESI

OZET

ABSTRACT
1. GIRIS VE AMAC
2. GENEL BILGILER

2.1. Servikal disk

2.1.1. Servikal vertebra eklemlerinin anotomisi
2.1.1.1. intervertebral diskler
2.1.1.1.1.  Anulus fibrosus
2.1.1.1.2. Niikleus pulpozus
2.1.1.2. Baglan
2.1.1.3. Faset eklemleri
2.1.2. Histolojisi
2.1.2.1. Anulus fibrosus
2.1.2.2. Niikleus pulpozus
2.1.2.3. Fibroz kikirdak
2.1.3. Embriyolojisi
2.1.4. Patolojisi
2.2, Mezenkimal kok hiicre
2.2.1. Tanimlama
2.2.2. Kaynaklan
2.2.3. immiinofenotipik 6zellikler
2.2.4. Sekretuar 6zellikler ve immiinmodiilatuar etki
2.2.5. Farkhlagma potansiyeli
2.2.6. Hasarli doku tamirine katki
2.2.7. Klinikte kullanim agisindan avantajlari
2.2.8. Klinikte kullanim agisindan dezavantajlari veya kullaniminda zorluklar

2.3. Deney hayvani

2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.

Cerrahi aragtirmalarda hayvan kullanimi
Deney hayvani olarak sigan kullanimi
Deney hayvani sigcanlarda anatomi

3. GEREC YONTEM

3.1. Mezenkimal kok hiicre

3.1.1.
3.1.2.

Mezenkimal kok hiicre elde edilmesi
Akim sitometri ile mezenkimal kék hiicrelerin tanimlanmasi

SAYFA NO

IV

VI

VIII
IX

N

O N O OO0 0O b b W WWNN

11
11
11
12
13
13
13
14
15

16
16
16
17

19

19
19
20



3.2,

3.3.

3
4
5.
6
7

3.3.1.
3.3.2.
3.3.3.
3.3.4.

4.

Deney hayvanlarinin hazirlanmasi

Deneyin uygulanmasi

Cerrahi islem dncesi hazirlik
Cerrahiislem

Cerrahi islem sonrasi bakim ve gézlem
Deneyin sonlandiriimasi

Histopatolojik islemler

BULGULAR
TARTISMA
SONUC
KAYNAKLAR

21

21
21
22
25
25

26
29
31
35
36



KISALTMALAR

i.m. . Intramiiskiiler

i.p. . Intraperitoneal

Lig. . Ligament

Ant. . Anterior

Long. . Longitudinal

MKH : Mezenkimal Kok Hiicre

a. . Arteria

n. - Nervus

m. : Muskulus

DMEM-LG : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Low Glucose
FBS . Fetal Bovine Serum

HKH : Hematopoetik K6k Hiicre
SDF-1 . Stromal Derived Factor-1
MCP-1 : Monosit Kemoatraktan Protein-1



TABLO LIiSTESI

Sayfa No
Tablo 1 . Deney sonrasinda ratlardan alinan spesmenlerin 27
histopatolojik degerlendirme tablosu
Tablo 2 . Anterior longutidinal ligament de rejenerasyonun 29
degerlendirmesi
Tablo 3 :  Kartilaj son plakda rejenerasyonun degerlendirilmesi 29
Tablo 4 :  Anulus fibrozus da rejenerasyonun degerlendirilmesi 30
Tablo 5 : Niikleus pulpozus da rejenerasyonun degerlendirilmesi 30



Sekil 1
Sekil 2
Sekil 3
Sekil 4

Sekil 5

Sekil 6

Sekil 7

Sekil 8
Sekil 9
Sekil 10

Sekil 11

Sekil 12

Sekil 13

Sekil 14
Sekil 15

Sekil 16

SEKIL LISTESI

Servikal vertebra eklemleri
Intervertebral disk anatomisi
Intervertebral disk innervesyonu
Somit’in gelisimi

Gelisimin degisik evrelerinde vertebral kolonun
sematik ¢izimi

Ratlarda boyun yiizeyel ve derin kaslar1

a. Yizeyel yagl dokular kaldirildiktan sonraki
gorinim

b. Trakea 6niindeki yapilar uzaklastirildiktan sonraki
gorinim

c. Trakea ve 6zofagus uzaklastirildiktan sonraki
gorunim

IIk ii¢ omur kemigi

Cerrahi alan temizligi ve cerrahi alan antisepsisi

Cilt insizyonu ve cilt-cilt alt1 dokunun ekartasyonu

Yiizeyel yagli dokunun uzaklastirilmasi ve yiizeyel kas
yapilari

Adele diseksiyonu sonrasi derin kas yapilari

a. Servikal anterior intervertebral disk mesafesi
b. Diskektomi uygulanmasi

Diskektomi yapilan sahaya spongostan konulmasi
2/0 ipek siitiir ile cilt siitiirasyonu

Dekalsifikasyon sonrasinda longitudinal kesi ile elde
edilen spesmen

VI

Sayfa No

16

17

17
20
21

21

22

22

23
23

25



Sekil 17

Sekil 18

Sekil 19

Sekil 20

Sekil 21

Sekil 22

Normal intervertebral diskin histolojik incelenmesi,
x40 hematoksilen eozin

Normal intervertebral diskin histopatolojik
incelenmesi, x40 hematoksilen eozin

Deney grubunda intervertebral diskin incelenmesi x40
hematoksilen eozin

Son plakda Kartilajindz ossifikasyon, anterior
longitudinal ligaman diizensiz bag doku olarak
izlenmekte, x100 hematoksilen eozin

Son plakta ossedz ossifikasyon, niikleus pulpozusda
kondrosit benzeri hiicrelerde artma, anulus fibrozusda
fibrotik degisiklikler ve anterior longitudinal
ligamentde diizensiz bag dokusu yapisi izlenmekte,
x40 hematoksilen eozin

Son plakda hyalen kikirdak yapisi korunmus, niikleus
pulpozusda kondrosit benzeri hiicrelerde artma, anulus
fibrozuda diizenli lameller yapinin korundugu
izlenmekte, x40 hematoksilen eozin

VII

25

28

28

28

28

28



OZET

SERVIKAL INTERVERTEBRAL DiSK DEJENERASYONU
OLUSTURULMUS RATLARDA, MEZENKIMAL KOK HUCRENIN DiSK
REJENERASYONU UZERINDE ETKIiSi VE BUNUN HISTOPATOLOJIK
OLARAK INCELENMESI

Dr. Eyiip GENC, Beyin ve Sinir Cerrahisi Uzmanhk Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi, Samsun, 2012

Servikal dejeneratif disk hastaliklar1 gliniimiizde sik karsilastigimiz bir klinik tablo
olup cerrahi tedavisinde enstriimanli ya da enstriimansiz flizyon teknikleri
kullanilmaktadir. Bu ¢alismamizda dejenere olmaya baslamis disk tespit edildiginde
kok hiicre uygulanmasiyla birlikte disk dejenerasyonun ne derecede dnlenebilecegi veya
ne kadar geri dondiiriilebilir oldugunu, servikal disk dejenerasyon modelini kullanarak
gostermeyi amagladik.

Calismamizda 24 adet, disi, Spraque Dawley 1rki rat iki esit gruba ayrildi. Birinci
Grupta mikrocerrahi teknik ile servikal anterior intervertebral diskektomi uygulanarak
disk dejenerasyonu olusturuldu. Ikinci Grupta ise servikal anterior intervertebral
diskektomi ile disk dejenerasyonu olusturulmasini takiben, disk mesafesine mezenkimal
kok hiicre uygulandi. Cerrahi iglemi izleyen sekizinci haftanin sonunda dekapitasyon ile
ratlarin yagamlar1 sonlandirildi. Servikal intervertebral disk mesafesi, komsu vertebra
korpuslariyla bilikte ¢ikarilarak histopatolojik olarak incelendi. Servikal intervertebral
disk rejenerasyonu degerlendirmesinde elde edilen bulgular ki kare testi
degerlendirilerek, gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark olup olmadigi
arastirildi

Servikal intervertebral disk dejenerasyonu sonrasinda kok hiicre uygulanan ve
uygulanmayan gruplar arasinda disk rejenerasyonu degerlendirildi. Anulus fibrozus ve
kartilaj son plak rejenerasyonunun; kok hiicre uygulanan grupta, kok hiicre
uygulanmayan gruba gore istatiksel (p<0,05) olarak daha anlamli oldugu gézlendi.
Niikleus  pulpozus ve anterior longitudinal ligament  rejenerasyonunun
degerlendirmesinde ise kok hiicre uygulanan grup ile kok hiicre uygulanmayan grup
arasinda istatiksel olarak anlamli fark olmadig1 goriildii (p>0,05).

Servikal intervertebral disk dejenerasyonu olusturulmus ratlarda mezenkimal kok
hiicre uygulamasinin, servikal intervertebral disk rejenerasyonuna olumlu etkide
bulundugu goézlenmistir.

Anahtar sozciikler: Mezenkimal kok hiicre, servikal intervertebral disk, disk
rejenerasyonu, disk dejenerasyonu.

VI



ABSTRACT

Efficiency of mesenchymal stem cell on disc regeneration at rats with
experimental servical intervertebral disc degeneration and histopathological
evaluation of mesenchymal stem cell.

Dr. Eyiip GENC, Thesis in Neurosurgery
Ondokuz Mayis University, Samsun, 2012

Cervical degenerative disc disease is a frequently observed clinical problem. For
cervical degenerative disc diseases fusion with or without instrumentation techniques
can be used. In our study our aim was to observe if servical degeneration can be

reversible or can be prevented after stem cell application.

We used 24 female, Spraque Dawley rats. We seperated them to two equal groups.
In First Group , we applied cervical anterior intervertebral discectomy by microsurgical
techniques and we formed disc degeneration. In Second Group, we used cervical
anterior intervertebral discectomy technique again and formed disc degeneration and
then we applied mesenchymal stem cell to degenerated disc space. After eight weeks
from surgical procedure, we decapitated all rats and rats’ cervical intevertebral disc
space and adjacent vertebral bodies excised for histopathological researches. Chi square

test method was used for evaluating findings for cervical disc regeneration ratio.

We evaluated cervical disc regeneration quantities between groups; group with
mesenchymal stem cell therapy and without mesenchymal stem cell therapy. Annulus
fibrosis and cartilage end plate regeneration were compared between two groups. P
value was <0,05 and regeneration was significantly higher in mesenchymal stem cell
group. But there was not a significant difference between two groups for nucleus

pulposus and anterior longitudinal ligament regeneration (p>0,05).

In conclusion; we observed that mesenchymal stem cell usage on rats with
experimental cervical intervertebral disc degeneration has an increasing effect on

cervical intervertebral disc regeneration.

Key words: Mesenchymal stem cell, cervical intervertebral disc, disc regeneration, disc

degeneration.



1. GIRIS VE AMAC

Omurga; tzerine etki eden Kkuvvetlere karsi koymanin yaninda, hareket
fonksiyonunu da yiiritmek zorundadir. Bu yiizden kat1 olmak ve hareketli olmak gibi
catigan iki Ozellige sahip olmalidir. Bu ikili 6zellik omurganin boliimli yapisi ve

vertebralar arasindaki diskler tarafindan saglanir.

Diskler dikey yonde, yana egilme ve donme sirasinda uygulanan kuvvetleri emerler.

Zamanla diskler az ya da ¢ok yipranarak yiik emme yetenekleri ve dayanikliliklar1 azalir

(1).

Disk dejenerasyonu sonrasinda ortaya ¢ikan disk hernileri eski zamanlardan beri
giinliik yasamui etkileyen agrili bir hastalik olarak medikal ve cerrahi birgok yontemle
tedavi edilmeye cgalisilmistir.

Son birkag yilda intervertebral disk rejenerasyonunda kék hiicre kullanimiyla ilgili
onemli yol katedilmistir. Otojenik mezenkimal kok hiicreler hayvan modellerinde
intervertebral disk dejenerasyonunu durdurabilir ya da kismen rejenerasyonunu
saglayabilir. Bu rejenerasyon orani dejenerasyonun derecesi ile iliskilidir. Bu konudaki
olumlu bulgular daha ileri ve kapsamli calismalar yapilabilmesi igin cesaret
vermektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin  kullaniminin  6nemli bir avantaji da,
immiinsupresyona gerek kalmadan rahatlikla kullanilabilmesidir (2). Ciinkii
mezenkimal kok hiicreler allo-antijen olarak tanimlanmazlar ve mezenkimal kok
hiicreleri hedef dokularda hasarlanmis bolgeye giderek o dokunun destek stromasina

doniistir (3).

Rejeneratif tipda mezenkimal kok hiicre uygulamalar1 potansiyel terapotik opsiyon
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Burada amag diskte tam rejenerasyonu saglamak degil,

belli oranda iyilesme saglamaktir.

Bu calismada, disk dejenerasyonu olusturulmus ratlarda mezenkimal kok hiicre
uygulamasini takiben disk rejenerasyonu histopatolojik olarak incelenerek mezenkimal

kok hiicre uygulanmayan ratlarda elde edilen histopatolojik bulgularla karsilastirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Servikal disk

Servikal disk hastaligi; omurilik ve sinir koklerini etkileyen, en sik hayatin ti¢iincii
ve dordiinci on yilinda rastlanilan hastalik grubudur. Eski zamanlardan beri
insanoglunun giinlik yasamini etkileyen agrili bir hastalik olarak medikal ve cerrahi
birgok yontem ile tedavi edilmeye ¢alisilmistir. Bu tedavi yontemleri, her gegen giin
kazanilan yeni bilgiler, edinilen tecriibeler ve ilerleyen teknolojik imkanlar ile geliserek

daha iyi sonuglar elde edilmesi saglanmustir.
2.1.1. Servikal vertebra eklemlerinin anotomisi

Omurga, dikey yonde etki yapan viicut agirligi ve dis kuvvetlere kars1 koymanin
yaninda hareket fonksiyonunu da yiiriitmek durumundadir. Bu, sabit ve hareketli olma
birlikteligi iki tiir ekleme sahip olmasiyla miimkiin olmaktadir; faset eklemler ve
intervertebral diskler. Faset eklemler diartrodial eklemlerdir. Sinovyal membranla kaph
olduklar1 i¢in minimal direngle harekete izin verirler. Buna karsimn intervertebral diskler
ise amfiartrodial eklemlerdir ve sinovyal membranlar1 yoktur. Yine sahip olduklar1 6zel
yap1 sayesinde hem dikey durustaki yiikii tasirlarken, hem de vertebra korpuslari
arasindaki harekete izin verirler (4). Sekil 1’de servikal vertebra eklemleri sematik

olarak gosterilmistir.

proc. articularis superior proc. articularis inferior

art. zygapophysialis (synoviyal)

symphysis intervertebralis

Sekil 1: Servikal vertebra eklemleri (Klinik Anatomi besinci baski s. 829’dan alinmustir.)



2.1.1.1. intervertebral diskler

Intervertebral diskler vertebral kolonun daha hareketli oldugu servikal ve lumbal
bolgelerde daha kalindirlar. Onlara komsu vertebralarin sert govdeleri arasinda bulunan
yar1 elastik diskler olarak bakilabilir. Her bir diskin anulus fibrozus denilen periferik
pargasi Ve niikleus pulpozus denilen santral pargasi vardir (Sekil 2) (5).

|Proc. anticularis superior

Uncus corporis /Foramen intervertebrale

/
/ Articulatio zygapophysialis.

Facies intervertebralis s / , Capsula articularis

~

Apophysis anularis © ~ - ,Lig. flavum

Corpus vertebrae — &8 !

Lig. longitudinale anterius  ~ ‘

Facies intervertebralis

" Anulus —

fibrosus
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intervertebralis ' -
Nucleus

| pulposus

Foramen venae
basivertebralis

|
Proc. articularis

|
|
I
|
: inferior

Proc. spinosus ;

|
|
|
|
|
|
|
|
| Lamina arcus vertebrae
|

|
|
|
|
|
I Pediculus arcus vertebrae
|

Apophysis anularis * Lig. longitudinale posterius

Sekil 2: Intervertebral disk anatomisi (Sobotta Insan Anatomisi Atlast Il. cilt, s. 25°den
alinmustir.)

2.1.1.1.1. Anulus fibrosus

Anulus fibrozus, fibrokartilajinoz bir yapiya sahiptir. Anulus fibrozusun kollajen
lifleri konsantrik lameller veya kilif seklinde dizilmislerdir. Kollagen bantlar komsu
vertebralarin gévdeleri arasinda oblik olarak uzanirlar. Komsu lamellerde liflerin egimi
birbirine zittir. En distaki ¢cogu lifler columna vertebralis’in 6n ve arka longitudinal

baglarma sikica tutunurlar (5).

2.1.1.1.2. Niikleus pulpozus

Adolesan ve ¢ocukta biiyiik miktarda su, az sayida kollajen lif, birka¢ kikirdak
hiicresi igeren ovoid jelatindz bir Kitledir. Normalde basing altindadir ve diskin 6n

kenarindan daha c¢ok arka kenarma hafifce yakin yerlesmistir. Komsu vertebralarin



korpuslarinin disk ile temas eden st ve alt yiizleri ince bir hyalin kikirdak tabakasi ile
kaplidir. Niikleus pulpozusun yar1 akici yapist vertebral kolonun fleksiyon ve

ekstansiyonunda vertebralarin 6ne veya arkaya biikiilebilmesine olanak tanir (5).
2.1.1.2. Baglan

Anterior ve Posterior Longitudinal Ligamentler kafatasindan sakruma kadar
vertebral kolonun 6n ve arka yiizleri boyunca, devamli bir bant seklinde uzanirlar (Sekil
2). On ligament genistir ve korpus vertebralarm &n yiiziine ve yan kenarlarna sikica
tutunurlar. Arka ligament zayif ve dardir. Bu baglar vertebralarin sikica bir arada
durmalarma yardim ederler ve onlarin aralarinda olusacak kii¢iik hareketlere olanak
tanirlar (5).

2.1.1.3. Faset eklemleri

Iki arkus vertebra’nm birlesmesi komsu vertebralarm procesus articularis superior
ve inferiorlar1 arasindaki eklemler araciligiyla olur (Sekil 2). Eklem yiizeyleri hyalen

kikirdakla ortiiliidiir ve eklem kapsiiler bir ligament ile ¢evrilmistir.
Baglar1:

e Ligamentum supraspinale komsu spinéz ¢ikintilarin uglar1 arasinda uzanir.

e Ligamentum interspinale komsu spin6z ¢ikmtilar1 birbirine baglar

e Ligamentum intertransversarium komsu transvers ¢ikintilar arasinda
uzanir.

e Ligamentum flavum komsu vertebralarin laminalarmni baglar

Servikal bolgede ligamentum supraspinale ve ligamentum interspinale’ler oldukca
kalinlagarak ligamentum nuchae’yi olustururlar. Ligamentum nuchae, kafatasindaki
protuberentia occipitalis ekstena ile yedinci servikal vertebra procesus spinosus’u
arasinda uzanir (Sekil 2) (5).

2.1.1.4. Vertebral eklemlerin innervasyonu

Vertebra korpuslar1 arasindaki eklemler her bir spinal sinirin kii¢iilk meningeal

dallar1 ile innerve edilirler (Sekil 3). Sinir foramen intervertebrale’den ¢ikan spinal



sinirlerden ayrilir; foramen intervertebrale’den tekrar vertebral kanal’a girer ve

meninksleri, ligamentleri ve intervertebral diskleri innerve eder (5).

proc. spinosus  r_articularis

n.spinalis ¥
/

r.posterior }
v

r.anterior

r.posterior

ramus griseus r.anterior

r.albus

truncus sympatheticus

r.meningeus

Sekil 3: Intervertebral disk innervesyonu (Klinik Anatomi s. 830’dan alinmustir.)



2.1.2. Histolojisi
2.1.2.1. Anulus fibrosus

Bag dokusundan yapilmis bir dis tabakaya sahiptir, ancak bu tabaka, fibroz
kikirdagin birbiri tizerine oturmus katlanmalarindan olugmustur. Birbiri ile komsu olan
bu tabakalarda kollajen lif demetleri ortogonal diizenlenim gosterirler. Komsu tabakalar
ile 90° ag¢1 yapan Tip | kollajen liflerden olusan ¢ok sayidaki lamel; diske, vertebralar

arasinda meydana gelen basinca karsi koyabilmesi icin, gereken esnekligi saglar (6).

2.1.2.2. Niikleus pulpozus

Anulus fibrozusun merkezinde yer alir. Kékenini notokorddan alir. Hyaluronik asid
ve Tip Il kollajen liflerden zengin, sekilsiz kivamli bir madde i¢ine gomiilmiis, birkag
yuvarlagims: hiicreden ibarettir. Cocuklarda niikleus pulpozus biiyiiktiir, ancak yas
ilerledikge giderek kiigiiliir ve kismen yerini fibr6z kikirdaga birakir (6).

2.1.2.3. Fibroz kikirdak

Yapisal olarak fibroz kikirdak, yogun bag dokusu ile hyalin kikirdak dokusu
arasinda bir yapiya sahiptir. Fibroz kikirdak, intervertebral disklerde bazi ligamanlarin,
kikirdakla kapli kemik yiizeylerine baglandiklar1 yerlerde bulunur. Fibréz kikirdak her
zaman tikiz bag dokusu ile iliskidedir ve bu iki dokunun birbirlerine degismesi nedeni

ile aralarindaki smir kesin degildir.

Fibroz kikirdagin hiicreleri; ¢ogunlukla uzun siralar halinde, tek tek ya da izojen
gruplar halinde olup hyalin kikirdak hiicrelerine benzerler. Fibréz kikirdak asidofiliktir,
clinkii matriksinde rahatlikla goriilebilen ¢ok sayida kalin Tip | kollajen lifleri igerir.
Amorf matriks, bu tip kikirdakta daha az miktardadir.

Fibroz kikirdakta bulunan ¢ok sayida kollajen liflerin diizenlenimin sekli, fibroz
kikirdaga etki eden kuvvetlerin yoniine baghdir. Ciinkii kollajen demetleri, etki altinda
bulunduklar1 Kkuvvetin yoniine baglh olarak olarak yerlesirler. Fibroz kikirdagin
perikondriyumu yoktur (6).



2.1.3. Embriyolojisi

Gelisimin dordiincii haftasinda, sklerotom hiicreleri spinal kord ve notokordu
cevrelemek tizere pozisyon degistirirler (Sekil 4). Bu pozisyon degisimi, sklerotom
hiicrelerinin aktif migrasyonu ile degil, ¢cevre yapilarin degisik yonlere biiylimesiyle
gerceklesir. Vertebral kolon, kaynagini aldigi yapi gibi segmental 6zellikler gosterir ve
bu sklerotomik bloklar, iglerinde intersegmental arterlerin yer aldigi, daha az
yogunluktaki bolgelerle birbirlerinden ayrilirlar (Sekil 5 A) (7).

Néral tip

Dermomyotom

Néral oluk Skierotom

Intra embryonik = ;;
s, kélom
A ‘Lxux‘ﬁ,
Ventral somit e
duvar Notokord

Dorsal aorta

Sekil 4: Somit’in gelisimi A. Paraksiyal mezoderm hiicreleri kiiciik bir bosluk g¢evresinde
siralanmiglardir. B. Farklanmanin daha sonraki evrelerinde, ventromedial duvardaki hiicreler
epitelial diizenlerini kaybeder ve mezenkimal hale gelirler. Topluca sklerotom olarak
degerlendirilirler. Somitin dorsolateral duvarindaki hiicreler dermomyotomu olusturur. (Medikal
Embriyoloji s. 141°den alinmustir.)

Gelisimin daha ileri evrelerinde, her bir sklerotom segmentinin kaudal bolgesi asir1
proliferasyon gostererek yogunlasir (Sekil 5 B). Bu proliferasyon komsu intersegmental
dokuya dek uzanir ve her bir sklerotom segmentinin kaudal ucu, komsu sklerotomun
sefalik yaris1 ile birlesir (Sekil 5 A ve B). Daha sonra intersegmental dokunun
prekartilajinz vertebral cisim yapisma katilmasiyla, (Sekil 5 B) vertebranin cismi

orijinal sekildeki gibi intersegmental hale gelir (7).
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Sekil 5: Gelisimin degisik evrelerinde vertebral kolonun sematik ¢izimi. A. 4. Haftada,
sklerotomik segmentler yogunlugu daha az olan bir intersegmental dokuyla ayrilmistir. B. Bir
sklerotomun kaudal yarisimin, intersegmental mezensim igine ve yamndaki sklerotomun
kraniyal yarisina dogru yogunlasmasi ve ¢ogalmasi. C. Kikirdak vertebral cisimcikler, birbirini
takip eden iki sklerotomun st ve alt yarilarindan ve intersegmental doku tarafindan
olusturulurlar. (Medikal Embriyoloji s. 154’den alinmistir.)

Sklerotom segmentinin sefalik ve kaudal boliimleri arasinda yer alan mezenkimal
hiicreler, prolifere olmayarak, iki prekartilajin6z vertebra cismi arasindaki boslugu
doldururlar. Boylelikle intervertebral disklerin yapisma katilmis olurlar (Sekil 5 B).
Notokord, vertebral cisimlerin oldugu boélgede tam bir regresyona ugrasa da,
intervertebral disk bolgesinde varligini devam ettirir ve genisler. Bu bolgede mukoid
dejenerasyona ugrayip niikleus pulpozusu olusturur ve daha sonra gevresi anulus
fibrozusun sirkiiler lifleri ile sarmalanir. Her iki yap1 bir arada intervertebral diskleri

olusturur (Sekil 5 C) (7).

Sklerotomlarin kalic1 vertebra halinde diizenlenmeleri, myotomlarin intervertebral
diskler iizerinde koprii yapmalarma neden olur. Bu degisiklik, bunlara omurgay1 hareket
ettirme yetenegini verir (Sekil 5 C). Ayni nedenle baslangigta sklerotomlar arasinda
yerlesmis olan intersegmental arterler, artik vertebral cisimlerin ortasindan gegerler.
Spinal sinirler ise intervertebral disklere dogru yaklasarak vertebral kolonu

intervertebral foramenler araciligi ile terkeder (7).



2.1.4. Patolojisi

Eklemler yaslanma ile birlikte yipratici degisikliklere maruz kalirlar. Yipratic
olaylar ¢ok yonli islemlerdir ve eklemlerle beraber hareket eden tiim bilesenleri
ilgilendirir. Bu bilesenler disk mesafesini, faset eklemleri ve omurga igerisindeki ve
cevresindeki dokularin yanisira vertebra korpuslarini ve artikiiler progesleri igerir. Bu

yipranma sonucunda spondiloz, osteofit olusumu ve disk fitiklasmasi goriiliir (8).

Diskteki yipratici iglemler erken ¢ocukluk doneminde baslar. Bebeklerin disklerinde
kan damarlar1 vardir. Yasamin ikinci yilindan itibaren bu damarlar gerilemeye baslar.
Nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte bebegin yiiriimeye baslama zamanina denk
geldigi i¢in dik durusla alakali olabilecegi konusunda sdylemler yapilmaktadir. Dik
konuma gecilmesiyle disk {izerine yiikk binmeye baglamasi, kan damarlarmin
gerilemesine neden olabilir. Dort yasma gelindiginde ise artik kondrositlerin tim
beslenmesi diflizyon yoluyla gelen maddeler sayesinde olmaktadir. Bunun yanisira
lamina kribrozadaki porlarin ¢aplar1 da giderek kiigiiliir. Kiigtilmiis por ¢ap1 ile yipratici
disk degisiklikleri arasinda iliski oldugu gosterilmistir. Yetersiz beslenme tigilincii
dekattan itibaren niikleus pulpozusun igerigini degistirir. Ortaya ¢ikan gegisimsel
degisiklikler ve bunun sonucu diskin su kaybi, diskin hacmini ve yiiksekligini distiriir
(4, 8).

Disk, ana maddesinin protein igeriginde hem nitel hemde nicel degisiklikler
olmaktadir. Glikoproteinlerin molekiiler agirliklar1 diiser. Ek olarak kondrotin siilfata
oranla keratin siilfat miktarinda artis olur. Keratin siilfatin negatif yiki bir iken,
kondrotin siilfatin negatif yiikii ikidir. Bunun sonucunda da diskin ozmotik
ozelliklerinde degisiklikler ortaya ¢ikar. Daha az protein, daha az negatif yiik sonucu
disk igerisine s1v1 akisinda azalma ortaya ¢ikar. Diskin su igerigi %90’dan %70’¢ iner.

Boylece disk yiikseklik kaybina ugrar ve siskinlesme yeteneginin bir kisminida yitirir.

Yiiksekligin azalmasi, anulusun bombelesmesine neden olur, bu da komsu vertebra
periostunu kemikten aymrir. Kemikle periost arasinda olusmus bu bosluk yeni kemik
olusumuyla dolar, boylelikle osteofitler meydana gelir. Kikirdak son plaklar incelir ve
catlaklar olusur. Yaslanmakla ayrica anulusun tabakali yapisida bozulur, ozellikle

arkada posterior longitudinal ligamanla olan baglantilar gevser. Bu da arka-yanda



anulusta zayiflamis bir alan ortaya ¢ikarir ki, burasida disk fitiklagmasmin en ¢ok

goriildiigii yerdir. Boylece dis giicler ile yipranmus bir disk fitiklasir.

Spondiloz, yipranmis disk hastaligina ikincil osteofitozis olarak tarif edilebilir.
Spondilozda goriilen osteofitler intervertebral diskin yipranmasi ile birliktedir. Bu

yiizden spondilozun varligi, noninflamatuar disk yipranmasmin varligiyla tanimlanir (4,
9).
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2.2. Mezenkimal kok hiicre

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), eriskin kok hiicre tipidir. Stromal kokenli
olmalar1 nedeniyle genel anlamda “destek hiicresi” 6zelligi tasimalari, MKH’lerin

bircok alanda kullanim potansiyeli tasimasinin temelini olusturmaktadir.
2.2.1. Tammlama

Mezenkimal kok hiicreler, bag (konnektif) dokunun ana hiicreleridir. Yag, kemik,
kikirdak, kas, tendon, ligament gibi hiicrelere farklilasabilir. Bunun yani sira tiim
dokularda destek hiicreleri olan stromal hiicrelerin de kdkenini teskil etmektedirler. Bu
hiicreler ilk kez 1976 yilinda Fridenstein tarafindan tanimlanmiglardir. Fridenstein FCS
(fotal buzagr serumu) kullanilarak yapilan kemik iligi kiltiirlerinde adezyon yetenegi
gosteren, morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen hiicre kolonilerinin bulundugu ve
bunlarin kemik ve yag hiicrelerine farklilasma yetenegine sahip olduklarini géstermistir.
Yillar sonra yapilan ¢alismalarda, bu hiicrelerin hematopoetik 6zellikte olmayan (non-
hematopoetik) puliripotent kok hiicreler oldugu, her ii¢ germ yapragindan koken alan
hiicrelere farklilasma yetenegi bulundugu ortaya konmustur. Onceleri CFU-F (Colony
forming unit fibroblast) ve “Kemik iligi stromal fibroblast”lar1 denilen bu hiicreler daha

sonra mezenkimal kok/stromal hiicre olarak tanimlanmislardir (10).

MKH tanimlanmasinda yaygimn olarak kullanilan baslica 6zellikler; plastik yiizeye
yapismasi (plastik adherans), stromal karakterde yiizey antijenlerinin ekspresyonu ve

multipotent farklilasma potansiyelidir (10).
2.2.2. Kaynaklan

Organizmanin en zengin kok hiicre kaynaklarindan biri olan kemik iligi, MKH’ler
icin ana kaynak sayilmaktadir. Kemik iliginde, mezodermden koken alan hematopoetik,
endotel ve mezenkimal kok/projenitoér hiicreler bulunmaktadir. Farkli ¢aligmalarda
kemik iligi aspirasyonunda 1x10° mononiikleer hiicreye karsi ortalama 2 ile 100

arasinda degisen sayida MKH oldugu gosterilmistir (10).

Kemik iligi disinda bircok dokudan da MKH izole edilebilmektedir. Solid
dokulardan hiicre izolasyonunda enzimatik yontemler kullanilmaktadir. Kemik/periost,

kas dokusu, dis pulpast ve maksillofasyal dokular, karaciger, lipoaspirasyon
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materyalleri, kordon kani, kordon stromasi, plasenta, amniyon sivisi, sinovyal sivi, hatta
periferik kandanda adezyon o&zellikleri nedeniyle ayristirilarak ¢ogaltilabilmeleri
miimkiindiir. Mezenkimal kok hiicrelerin, elde edildikleri dokudan bagimsiz olarak
plastik doku kiiltiir kaplarma yapisabilme, fibroblastoid morfoloji gosterme, ¢ok yonli
farklilasabilme ve bazi yiizey isaretleri tasimalar1 gibi bir¢ok 6zellikleri vardir. Bu
ozellikler biiyiik olciide benzerlik gosterir. Ancak farklilagma kapasitesi ve fonksiyonel
ozelliklerinde, koken alman doku tipine gore bazi degisiklikler olabildigi de

gosterilmistir (10).

Periferik kanda MKH varlig1 ise tartismalidir. Periferik kanda osteojenik farklilasma
yetenegi olan non-hematopoetik ve MKH karakterinde hiicreler oldugu gosterilmistir.
Ozellikle agir hasar olan durumlarda, kemik kirigi, multiorgan yetmezligi hallerinde

periferik kandan MKH izole edildigi gosterilmistir (10).
2.2.3. Immiinofenotipik ozellikler

Heterojen hiicre toplulugu ile baglanilan kiiltiirlerde MKH popiilasyonunu diger
hiicre popiilasyonlarindan ayirt etmek icin hematopoetik kok hiicreler veya hiicrelerin
izole edildigi dokuya 6zgii antijenlerin negatif olmasi gerekmektedir. Bu hiicrelerin
hematopoetik antijenleri (veya dokuya 6zgii antijenleri) tasimadiklari, buna karsin
adezyon, hiicre-hiicre, hiicre-hiicre dis1 matriks iligkilerinde rol oynayan ve stromaya
Ozgii antijenleri, yiiksek oranda eksprese ettikleri bilinmektedir. Sadece MKH’leri

tanimlayan spesifik bir antijen heniiz tanimlanmamistir (2).

Kemik iliginden elde edilmis ve kiiltiirde ¢ogaltilmis MKH’lerin akim sitometri ile
immiinofenotipik  o6zellikleri detayli olarak incelenmistir. Buna gore hiicre
popiilasyonunda CD45, CD34, CD14 veya CDI11b, HLA smf II CD79a veya CD19
gibi hematopoetik antijenlerdeki pozitiflik oranmnm %2’yi gegmemesi gerekmektedir.
Buna karsin MKH’ler stroma ile ilgili antijenlerden tipik kabul edilenlerden SH2
(CD10°), SH3-SH4 (CD73), CD90, CD29, CD44 pozitiftir (2).
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2.2.4. Sekretuar ozellikler ve immiinmodiilatuar etki

Cesitli dokularda destek hiicresi olarak bulunmakta olan MKH’ler, bu 6zellikleri ile
iligkili olarak cok sayida biyoaktif molekiil, sitokin, kemokin, enzim ve ekstraseliiler

matriks proteinleri sentezlenmektedir (2).

Mezenkimal hiicrelerin in vivo uygulamalar i¢in belki en avantajli 6zelliklerinden
birisi, bu hiicrelerin immiinojenitesinin diisiik olmast ve immiin baskilayici
(immiinstipresif) olmalaridir. Bu immiinmodulatuar 6zellik yaninda antienflamatuar etki
de gosterdikleri bildirilmistir. Diger bircok 6zellikleri gibi MKH’lerin bu etkilerinin de

bulunduklar1 ortam ve mikrogerceve ile yakindan iligkili oldugu gésterilmistir (2).

Mezenkimal kok hiicrelerin sekretuar fonksiyonunda immiinmodulatuar etkili
faktorler yaninda antiapopitotik, anjiojenik, antifibrotik 6zellikleri de bulunmaktadir. Bu

ozellikler de bu hiicrelerin hasar onariminda rollerini agiklamaktadir (2).

2.2.5. Farkhlasma potansiyeli

Mezenkimal kok hiicrelerin, 6zellikle rejeneratif tip uygulamalari i¢in en ¢ok ilgi
ceken Ozelligi, bu hiicrelerin uygun mikrocerceve kosullarinda basta konnektif doku
olmak iizere ¢ok cesitli hiicre tiplerine farklilagabilme potansiyeli varliginin gosterilmis
olmasidir. Caplan ve arkadaslarinin ardindan c¢esitli arastiricilar in vitro kosullarda
uygun sitimiilanlarla mezenkimal k6k hiicrelerin; osteojenik (kemik yapici), adipojenik
(yag vyapici), kondrojenik (kikirdak yapici), myojenik (kas yapici) farklilasma
kapasitelerini ve hematopoetik stroma olusturabildiklerini gdstermistir. ilerleyen
zamanda MKH’lerden pankreas beta hiicreleri, hepatosit, endotel ve epiteloid hiicrelere
doniisiim oldugu, yine uygun kosullar saglandiginda ndronal hiicreler gelistigi de

gosterilmistir (2).

2.2.6. Hasarh doku tamirine katka

Hasarin 1iyilestirilmesinde etkili mekanizmalar; MKH’lerin farklilagarak olgun
fonksiyonel hiicrelere doniismesi, hasarli hiicre-MKH flizyonu sonucu hiicre
fonksiyonunun yeniden kazanilmasi, MKH nin hasarli dokuda hiicre-hiicre, hiicre dis1

matriks iliskileri ve solubl faktorlerin (bliylime faktori, sitokin, kemokin vs.) parakrin
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faktorlerin, enzimlerin salinimi veya immiinmodiilator, antienflamatuar, antiapopitotik,
anjiojenik etki gostermek yoluyla hasarin giderilmesine katkilar1 olarak sayilabilir.
Burada en 6nemli mekanizmanin solubl faktorler ve hiicreler/matriks ile adeziv iliskiler

ile de oldugu diistiniilmektedir (2).

Mezenkimal kok hiicrelerin bulunduklar1 bdlgelerdeki “niche” lerin (yuva), hasarl
dokuya dogru mobilizasyonu, migrasyonu gerekmektedir. Bunu saglayan uyarmnin da
hasarli dokunun degisken mikro ¢evresinden geldigi gosterilmistir. Hasarli bolgede
salinan solubl faktorlerden SDF (stromal derived factor-1), Monosit kemoatraktan
protein-1 (MCP-1) ve kompleman C3 fraksiyonunun onemli rolii oldugu ileri
striilmektedir. Burada yiiksek konsantrasyon gelismesi sonucu olusan gradyen diger
bolgelerdeki kok hiicrelerin  hasarli  bdlgeye mobilizasyonu i¢in bir uyari
olusturmaktadir. Ayrica , hiicrelerin hasarli bolgeye hareketini saglayan bu uyarilarin

biiyiik 6l¢tide MKH’ler tarafindan saglandigi da diisiiniilmektedir (2).

2.2.7. Klinikte kullanim ag¢isindan avantajlar

e Konnektif doku kokenli olmalar1 nedeniyle stromal destek saglayarak ilgili
doku hiicrelerinin gelisimine ve fonksiyonuna katki saglamalari,

e Farklilasma yeteneklerinin fazla olmasi;

o Kendi koken aldigi konnektif doku hiicreleri olan kas, yag, kemik,
kikirdak, stromal hiicreler, tendon, ligament gibi,

o Diger doku hiicrelerine farklilasma 6zelligi (transdiferansiasyon):
Noron, hepatik, pankreatik hiicre gibi,

e Hasarli hiicre ile flizyon yetenegi olmasi,

e Biyoaktif maddeler, ¢oziiniir faktorler (biiyiime faktorleri, —sitokin,
kemokinler gibi) salgilayarak hiicre/doku tamirine katki saglamasi,

e Migrasyon Ozellikleri sayesinde hasarli dokuya ulagabilmeleri,

e Immiinsiipresif/non-immiinojenik  6zellikte olmalar1 (¢ogunlukla): bu
ozellikleri nedeniyle MKH klinik kullanimi i¢in HLA doku uyumunun sart
olmadigi, haplo-idantik, hatta tamamen HLA uyumsuz bireylerden bile
MKH tedavilerinin miimkiin oldugu,

e Anjiojenik, antiapopitotik, anti-enflamatuar 6zellikleri nedeniyle doku

onarmmina katkilari, gen transferi kolaylig1 ve dayanikli olmalar1 nedeniyle
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2.2.8.

gen tedavisi i¢in uygun olmalar1; bu nedenle kalitsal hastaliklarda ve kanser
tedavisinde kullanim potansiyeli bulunmasi, enzimler (6rn. Lizozomal
enzim) salgilayarak kalitsal hastaliklardaki enzim defektlerinin yerine
konulabilme potansiyeli bulunmasi, hiicresel tedaviler iginde MKH’lerin 6ne
¢ctkmasini saglamaktadir (3).

Klinikte kullamim agisindan dezavantajlar1 veya kullaniminda zorluklar
En 6nemli dezavantaji, sayilarmin ¢ok az olmasi nedeniyle in vitro kiiltiir
ortaminda haftalarca siiren kiiltiirlerde ¢ogaltilmasi geregidir.

Cogaltilan bu hiicrelerin, hastalarda kullanilabilmesi i¢in ileri teknolojik
yatirimlar gereklidir.

Hiicre hazirhiginda gerekli tiim in vitro islemlerin uluslararasi kabul edilmis
standartlarda GMP (Good Manufacturing Practice=Iyi Uretim Uygulamalari)
yapilmasi gerekmektedir.

Hiicrelerin kalite kontrolleri yapilmis olarak haftalar siiren kiiltiir ortaminda
cogaltilabilmeleri i¢in, en basta, dis ortamdan gelebilecek enfeksiyonlarin
Onlenmesi, ayrica islemlerden gecirilirken hiicrelerde stres olusmasina bagl
gelisebilecek istenmeyen etkilerin (6rn. Kanser gelistirme potansiyeli,

hedeflenenden baska hiicre gelismesi gibi) onlenmesi gerekmektedir (3).
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2.3. Deney hayvam

2.3.1. Cerrahi arastirmalarda hayvan kullanimi

Tibbi arastirmalarin kagmilmaz bir basamagi hayvanlarin deneysel amaglarla
kullanimidir. Bu basamak, goniillii bile olsalar insanlarda kullanilmasi miimkiin
olmayan kontrollii, ileriye doniik (prospektif) hastalik ya da ameliyat modelleri iizerinde
aragtrmalar yapmak, klinikteki sorunlar1 deneysel ortamda hazirlanan senaryolar
cergevesinde ele alip ¢ozliimler iiretmeye ¢alismak igin gereklidir. Modern tibbin bir¢ok
ilerlemeyi hayvanlar iizerinde yapilmis deneylere borglu oldugu gergegi inkar edilemez.
Ancak hayvanlar iizerinde tibbi amagh arastirma yapmak hayvanlara eziyet anlamina
gelmez (11).

Russell ve Brunch 1959 yilinda hayvanlar {izerinde yapilacak deneylerde
gozetilmesi gereken etik ilkeleri basitce “3R” ile formiile etmislerdir. ilk “R”
“replacement” ilkesini ifade eder. Bunun anlami, miimkiin olan her kosulda canli
hayvan yerine “cansiz model” kullanarak ¢oziim aramaktir. Cansiz modeller ¢ogu
zaman cerrahi arastirmalarda gerekli olan karmasik fizyolojik siiregleri arastirmak igin
yetersiz kalmalarma ragmen egitim amagl bazi ¢alismalarda miimkiin olabilir. Ikinci
“R” “reduction” karsiligidir. Reduction ya da “sayica azaltma” arastirmacinin tutarl bir
istatistiksel sonug alabilecegi ya da en fazla bilgiyi saglayabilecegi en az sayida hayvan
kullanmas1 geregine isaret eder. Ugiincii ve belkide en énemli “R” ise “refinement” ya
da “nezaket” olarak belirlenir. Bu terim hayvana verilecek agri1 ve eziyeti en aza
indirecek yontemleri kullanmak gerektiginin ifadesidir (11).

2.3.2. Deney hayvam olarak si¢an kullanimi

Literatiirde yapilacak istiinkoérii bir tarama bile deneysel mikrocerrahide en sik
kullanilan hayvanin sigan oldugunu ortaya koyar. Bunda sasirtici bir yan yoktur.
Labaratuvar siganlar1 kolay ve hizli iireyebilen hayvanlar olduklari i¢in deneysel amagla
edinilmeleri zor degildir. Siganlar kiigiik ve dayanikli hayvanlardir ve bu sayede ¢ok
sayida hayvana uygun bakim ve beslenme kosullar1 daha kolay ve diisiik maliyetle
hazirlanabilir. Ayrica deneysel amagl kullanimlarinin rahat olmasi ve cerrahi
arastirmalari nispeten basit kosullarda yiiriitiilebilmesi en 6nemli ustiinliikleridir.
Bakim kolayliklar1 sayesinde temel sartlara sahip herhangi bir labaratuvarda, bu
hayvanla ¢aligmak i¢in uygun ortam kolayca bulunur. Bu nedenlerle sigan, ¢ok sayida
hayvan kullanilmasi gereken c¢alismalarda hem en pratik hem de en ekonomik
segenektir (11).
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2.3.3. Deney hayvam sicanlarda anatomi

Deneysel arastirmaya baslamadan oOnce elbette cerrahi saha hakkinda detayl
anatomik bilgiye sahip olmak gereklidir. Bu cerrahi islem esnasinda dokular1 tantyarak
en kisa siirede ve dokuya mimkiinse hasar vermeden cerrahi islemi

tamamlayabilmemize olanak saglar.

Asagidaki resimde sematik ve resim olarak ratlarda, boyun yiizeyel ve derin kaslari
goriilmektedir (Sekil 6).

Sekil 6: Ratlarda, boyun yiizeyel ve derin kaslar1 1. M. Masseter derin boliim kaudal parga, 2.
M. Masseter derin bolim kraniyal parga, 3. Digastrik kasi 6n karni, 4. Milohyoid kas, 5. M.
Masseter yiizeyel bolim yiizeyel parca, 6. M. Masseter yiizeyel boliim derin parga, 7. Temporal
kas, 8. Kleidomastoid kas, 9. Sternomastoid kasin derin pargasi, 10. Omohyoid kas, 11.
Sternohyoid kas, 12. M. Romboideus kapitis, 13. M. Sternomastoideus, 14. Digastrik kasin
arkakarmi, 15. Trapez kasin klavikiiler pargasi, 16. Deltoid kasin klavikiiler pargasi, 17. Yiizeyel
pektoral kas, 18. Derin pektoral kas, 19. Rektus abdominuskasinin kraniyalde, manubrium sterni
seviyesinde yapisma noktasi, 20. Latissimus dorsi ve kutaneus trunki kaslarmin
muskulotendinoz giidiikleri, 21. m. Serratus anterior, 22. Biseps brakii kasinin uzun basi, 23. M.
Tensor fasya antebrakii (Deneysel Mikrocerrahi Temel Arastirma, Doku ve Organ Nakli
Modelleri kitab1 s. 128’den alinmustir.)
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Yiizeyel yagh doku uzaklastirildiktan sonra boyun yiizeyel ve derin kas yapilarinin,
trakea ve damar yapilarimin gortiniisii (Sekil 7).

Sekil 7: a. Yiizeyel yagh dokular kaldirildiktan sonraki goriiniim, b. Trakea oniindeki yapilar
uzaklastirildiktan sonraki goriiniim, c. Trakea ve 6zofagus uzaklastirildiktan sonraki gériiniim. d
(a): digastrik kas (6n karm), d (p): digastrik kas (arka karin), del: deltoid kas, ejv: eksternal
juguler ven, m: masseter kas, pejv: eksternal juguler venin posterior dali, pek: pektoralis major
kasi, sh: sternohyoid kas, sm: sternomastoid kas, sv: sefalik ven, tra: trapez kas, om: omohyoid
kas, rk: rektus kapitis kasi, Ik: longus kapitis kasi, sk: m. Skalenyus, k: A. Karotis kommunis
Ve n. vagus, tr: trakea, 6: 6zofagus. (Deneysel Mikrocerrahi Temel Arastirma, Doku ve Organ
Nakli Modelleri kitab1 s. 134-135’den alinmustir.)

Ratlarda servikal vertebralarin goriiniisii (Sekil 8).

Sekil 8: ilk iic omur kemigi a. Atlas, b. Epistrofeus, c. 3. Servikal vertebra (Deneysel
Mikrocerrahi Temel Arastirma, Doku ve Organ Nakli Modelleri kitab1 s. 124’den alinmustir.)
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3. GEREC YONTEM

Bu arastirmaya, Ondokuz Mayis Universitesi etik kurulu onayr almarak
baslanmistir. Ondokuz Mayis Univeristesi Proje Yonetim Ofisinin, Bilimsel Arastirma
Projesi (BAP) kapsanminda calismada kullanilan denekler Ondokuz Mayis Universitesi
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastrma Merkezinden temin edilmistir. Cerrahi
islemler Ondokuz Mayis Univeristesi Deney hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezinde Kok Hiicre elde edilmesi Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi
Genetik Anabilim Dali ve Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg1 ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali Cocuk Hematoloji labaratuvarlarinda, Histopatolojik
islemler Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda

yapilmistir.
3.1. Mezenkimal koék hiicre

Calismamizda, Ondokuz Mayis Universitesi T1ip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali ve Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar:
Anabilim Dali Cocuk Hematoloji labaratuvarlarinda elde edilen Mezenkimal kok

hiicreler kullanildi.
3.1.1. Mezenkimal kok hiicre elde edilmesi

Mezenkimal kok hiicre elde etmek amaciyla kemik iligi vericisi olarak 5 adet erkek
Sprague-Dawley si¢an kullanildi. Bu siganlardan eter inhalasyonu ile anestezi altinda
her birinden 8-10 ml olmak tizere eksternal intrakardiyak yol ile kan alindi. Alinan
kanlar 4000 devir/dakika (rpm)’da 10 dakika santrifiij edilerek otolog serum elde edildi.
Eter inhalasyonuna devam edilerek oldiiriilen deney hayvanlarmm femur, tibia ve
humeruslarmin mediiller kavitelerinden yikama yontemi kullanilarak kemik iligi alindi.
Bu islem sirasinda 6nceden heparinle yikanmis dulbecco’s modified eagle’s medium-
low glucose (DMEM-LG) ¢ekilmis insiilin enjektorleri kullanildi. Her kemik i¢in 1cc
toplamda ise hayvan basma 8-12cc DMEM-LG kullanildi. Hiicreler esit hacimdeki
Ficoll soliisyonu (1.077 g/mL) iizerine tiip icerisinde yayildi. Elde edilen soliisyondan
mononiikleer hiicreleri ayirmak amaciyla dansite gradiyent yontemi kullanilarak 900

devirde 30 dakika siire ile santrifiij edildi. Interfazdan toplanan mononiikleer

19



hiicrelerden 3ml’si akim sitometri ¢aligmasi i¢in Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali Cocuk Hematoloji Labaratuvarina gotiiriildii. Geride kalan kisim 3ml’lik daha
onceden 200 mL/L fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penisilin, 100 U/mL
streptomisin ve 20 mL/L L-glutamin eklenerek hazirlanmis olan DMEM-LG besiyeri
icinde 25 cm?lik (T25) hiicre kiiltiir kaplarina 10%/mL konsantrasyonunda yayilarak
ekildi. Hiicreler 37 °C ve 50 mL/L CO; iceren % 95 nem orammna sahip CO.
inkiibatoriinde inkiibe edildi. Besiyerleri, ilk ii¢ giin hergiin, sonrasinda ise miktar1 5
ml’ye cikarilarak 3 giinde bir degistirildi. Invert mikroskopta hiicrelerin kiiltiir kabmin
%75 ini kapladiginin gorilldigi 14. giinde hiicreler pasajlandi. Pasaj islemi igin kiiltiir
kaplarina igerisindeki besiyerini aldiktan sonra 1,5 ml Tripsin-EDTA-C konuldu. 2-3
dakikalik elle perkiisyon sonrasinda 37 °C’lik inkiibatorde 3-5 dakika arasi tutuldu ve
tekrar elle 2 dakika kadar perkiite edilen hiicrelerin mikroskopta yapistiklar: plastik
yiizeyden kalktiklar1 goriildi. Hiicreler bu sekilde toplam 5 kez pasajlandi. Pasajlanan
12 kiiltiir kabindan tripsin-EDTA-C ile kaldirilan hiicreler siispansiyon haline getirilip
akim sitometri ¢alismasi i¢cin Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Cocuk

Hematoloji Laboratuvarna gotiirtildii.

Pasajlanarak ¢ogaltilan diger hiicre kiilttirleri yine ayn1 yontem kullanilarak tripsin-
EDTA-C ile kaldirildi. % 10 Dimetil sulfoksit (DMSO) ve % 20 FBS igeren DMEM-
LG’den 1,5ml eklenerek 2ml’lik kriyotiiplerde daha sonra deneyde kullanilmak {izere
—80°C” ye kaldirildu.

3.1.2. Akim sitometri ile mezenkimal kék hiicrelerin tanimlanmasi

Interfazda toplanan mononiikleer hiicrelerden olusan ekim yapilmadan énce alinmis
3 ml’lik 6rnegin kullaniminda her hiicre dizini i¢in 6 tiip kullanildi. Tiiplerin tizerleri
sirastyla yiizey belirteclerinin adlar1 ve kontrol grubu olarak yazildi. Sonra her tiipe
hiicre konsantrasyonu 1x10° olacak sekilde getirilen hiicre siispansiyonundan 100’er pl
konuldu. Birden bese kadar olan tiiplere yiizey belirtegleri sirasi ile 10’ar ul eklendi.
Altincr tiipe belirteg konulmadi. Tiipler vortekslendi. 4 °C’de karanlik ortamda 15
dakika inkiibe edildikten sonra iizerine daha oOnceden hazirlanmig olan yikama
soliisyonundan 1 ml eklendi ve 1400 devir/dakikada 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Siipernatant atildiktan sonra kalan hiicre ¢okeltisine tekrar 0,5 ml yikama soliisyonu

eklenerek akim sitometri cihazinda tanimlandi. Bu islemde Hematopoetik Kok Hiicre
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(HKH) ve MKH hiicre belirtegleri (CD11lb/c, CD44, CD45, CD90, CD106) nin
kullanim1 sonucunda CD11b/c [%97 (+)], CD44 [%1 (-)], CD45 [%99 (+)], CD90 [%34
(+)] ve CD106 [%11 (-)] oldugu gosterildi.

Ayni islemler, pasajlanan kiiltiir kabindan tripsin-EDTA-C ile kaldirilarak toplanan
hiicrelerden olusan 6rnekle de tekrarlandi. Aynmi belirteglerin kullanimi sonucunda
CD11b/c [%5 (-)], CD44 [%97 (+)], CD45 [%1 (-)], CD90 [%97 (+)] ve CD106 [%30
(+)] olarak tanimlanda.

3.2. Deney hayvanlarinin hazirlanmasi

Bu c¢alismada arastirma i¢in kullanilacak olan Spraque-dawley irki, yaklasik 300-
350 gr agirhginda disi ratlar Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma
laboratuvari’ndan temin edildi. Yine ayni1 labaratuvarda cerrahi islem uygulanmasi ve

cerrahi islem sonrasi rat bakimi yapild.

3.3. Deneyin uygulanmasi
3.3.1. Cerrahi islem 6ncesi hazirhk

Deney hayvanlar1 12 kontrol ve 12 deney gurubu olarak ayrildi. Yapilacak olan
cerrahi islem oncesi antibiyotik proflaksisi amaciyla ratlara 10 mg/kg sefazolin sodyum
intramiiskiiler (i.m.) olarak uygulandi. Preoperatif anestezi amaciyla ratlara 50-150
mg/kg dozunda ketamin ve 5-10 mg/kg dozunda xylasine intraperitoneal (i.p.)
uyguland1 (12). Preoperatif anesteziyi takiben ratlar cerrahi masada supine pozisyon
verilerek her bir ekstremitesi ve iist ¢ene yapiskan bantlar kullanilarak uygun sekilde
tespit edildi. Cerrahi alan temizligini takiben povidin iyot (%10) soliisyonu kullanilarak

cilt antisepsisi saglandi (Sekil 9).

Sekil 9: Cerrahi alan da cilt temizligi ve cerrahi alan antisepsisi
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3.3.2. Cerrahi islem

Cerrahi masada tespit edilen ratlarda cilt antisepsisini takiben alt ¢eneden

manubrium’a uzanan orta hat insizyonu 15 no’lu bisturi yardimiyla cilt-cilt alt1

gegilerek yapildi. Cilt ve cilt alt1 doku 3/0 ipek siitiirler kullanilarak asildi ve cerrahi
alan ortaya kondu (Sekil 10).

Sekil 10: Cilt insizyonu ve cilt-cilt alti dokunun ekartasyonu

Hemostaz saglandiktan sonra yiizeyel yagli doku uzaklastirildi. Her iki digastrik kas
arasindan kiint diseksiyonla ilerlendi (Sekil 11).

Sekil 11: Yiizeyel yagl dokunun uzaklastirilmasi ve yiizeyel kas yapilart
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Sternomastoid kas ve sternohyoid kas arasindan kiint diseksiyonla ilerlenerek trakea

ortaya kondu. Trakea ve 6zofagus medialde, arteria (a.) karotis kommunis ve nervus (n.)

vagus lateralde kalacak sekilde ekarte edilerek musculus (m.) longus capitis’ler ortaya

kondu (Sekil 12).

=
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Sekil 12: Adele diseksiyonu sonrasi derin kas yapilari

Her iki m. Longus capitis’ler arasindan servikal vertebra korpus anterior’una ulasild1
(Sekil 13 a). Disk mesafesi tespit edildikten sonra bir {ist vertebra korpus anterior
inferioruna yapisan ligamentler ve anterior longitudinal ligament mikromakas
yardimiyla kesildi. 26 G igne keskin ucu yardimiyla mikroskop esliginde diskektomi
uygulanarak servikal anterior diskektomi yapildi (Sekil 13 b).

Sekil 13: a. Servikal anterior intervertebral disk mesafesi, b. Diskektomi uygulanmasi
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Kontrol grubunda intervertebral disk mesafesine spongostan birakildi (Sekil 14).
Cerrahi alan hemostazi saglandiktan sonra cilt 2/0 ipek siitiir ile siitiire edildi (Sekil 15).

Islem sonrasinda cerrahi alana neo caf antibakteriyel topikal sprey uyguland.

Sekil 14: Diskektomi yapilan sahaya spongostan konulmasi

Deney grubunda ise intervertebral disk mesafesine spongostan’a emdirilmis
3x10° adet MKH birakilip iizeri bone-wax ile kapatildi. Cerrahi alan hemostazi
saglandiktan sonra cilt 2/0 ipek siitiir ile siitiire edildi (Sekil 15). Islem sonrasinda
cerrahi alana neo caf antibakteriyel topikal sprey uygulandi. Ratlar anesteziden ¢ikana
kadar ayr1 kafeslerde takip edildi. Hareketleri normale donen ratlar 4’erli gruplar
halinde kafeslerde takibe alindi.

T
\ “ ;

Sekil 15: 2/0 ipek siitiir ile cilt siitiirasyonu
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3.3.3. Cerrahi islem sonrasi bakim ve gozlem

Cerrahi islem sonrasinda ratlar, kontrol ve deney gruplar1 farkli kafeslerde olacak
sekilde dort’lii gruplar halinde takip edildi. Cerrahi islem sonrasinda post-operatif
analjezi amacyla ratlara ti¢ giin boyunca igme suyunun her ml’sinde 2 mg parasetamol

olacak sekilde analjezi uygulandi.

Ratlar cerrahi islem sonrasi erken dénemde kanama, aspirasyon sonrasi solunum
yetmezligi, paralizi agisindan takip edildi. Cerrahi islem sonrasinda cerrahi alanda
kanama olmadi. Kontrol grubunda iki, deney grubunda bir ratda aspirasyon sonrasi
solunum sikintis1 gelisti. Derin trakeal aspirasyon sonrasi ratlarm solunumunun diizenli

oldugu goriildii.

Islem sonras: ratlar giinde bir defa davranis, aktivite ve postiir kontrolii, giinliik gida
ve su tiiketimi ve cerrahi islem yapilan bdlgede akimnti, kizariklik ve sigsme gibi
enfeksiyon veya enflamasyon belirtileri izlendi. Yapilan izlemde ratlarda davranis
degisikligi, aktivitede azalma, postiir degisikligi saptanmadi. Yara yeri enfeksiyonu

gelismedi.
3.3.4. Deneyin sonlandirilmasi

Cerrahi islem sonrasi sekiz hafta takip edilen 24 adet rat, eter ile derin anesteziyi
takiben dekapite edildi. Dekapite edilen ratlarin servikal vertebralari C2-T1 seviyesini
icerecek sekilde, mikrodiseksiyonla g¢evre yumusak dokulardan armndirilarak

histopatolojik inceleme i¢in %10°luk formolin soliisyonuna konuldu.
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3.4. Histopatolojik islemler

Histopatolojik inceleme i¢in patoloji boliimiine gotiirtilen servikal vertebralar kemik
yapiy1 dekalsifiye etmek amaciyla %10°luk nitrik asit i¢inde 21 giin bekletildi.
Dekalsifiye olan servikal vertebralar sagittal planda ve orta hattan gececek sekilde
longitudinal kesi ile iki es parcaya ayrildi (Sekil 16). Kesitler histopatolojik inceleme
icin parafin bloklandi. Bes mikron aralikla alinan Kesitler hematoksilen eozin ile
boyanarak incelendi (Sekil 17).

Sekil 16: Dekalsifikasyon sonrasinda Sekil 17: Normal intervertebral diskin
longitudinal kesi ile elde edilen histolojik incelenmesi, (x40
spesmen. Siyah ok diskektomi yapilan hematoksilen eozin).

disk mesafesini gosteriyor.

Spesmenlerin histolopatolojik incelemesinde kifoz, angulasyon ve fiizyon izlenmedi.
Intervertebral disk kesitleri hematoksilen eozin ile boyandiktan sonra sagittal planda
intervertebral diski olusturan niikleus pulpozus ve anulus fibrozus, kartilaj son plak ve
anterior longitudinal ligamenti igeren kesitler mikroskopla x40 ve x100 biiyiitmelerde
incelendi (Sekil 18-22).

Histopatolojik inceleme tamamladiktan sonra elde kalan spesmenlerden kok hiicre

uygulanan Gruba ait dokuz adet spesmen genetik arastirma igin ayrildi.
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Histopatolojik incelemede asagidaki degerlendirme skalasi kullanildi.

e Mezenkimal kok hiicre uygulandimi?

0.
1.

Uygulanmadi
Uyguland1

e Anterior longitudinal ligamentde rejenerasyonun degerlendirilmesi

0.
1.
2.
3.

Teknik nedenlerle degerlendirilemedi
Fibrotik bag doku
Diizensiz bag doku

Diizenli bag doku

e Anulus fibrozusda rejenerasyonun degerlendirilmesi

0.
1.
2.
3.

Teknik nedenlerle degerlendirilemedi
Diizensiz fibrokartilaj yap1 nedeniyle kollaps geligmis
Fibrokartilaj lamel yapist kismen bozulmus

Fibrokartilaj lamel yapisini1 korumus

e Niikleus pulpozusda rejenerasyonun degerlendirilmesi

0.
1.
2.
3.

Teknik nedenlerle degerlendirilemedi
Hiposeliiler fibrokartilajinéz yap1
Vakuoliize hiicrelerde azalma, kondrosit benzeri hiicrelerde artma

Vakuoliize hiicrelerde artma, kondrosit benzeri hiicrelerde azalma

e Kartilaj son plakda rejenerasyonun degerlendirilmesi

0.

1
2.
3

Teknik nedenlerle degerlendirilemedi
Enkondral ossifikasyon
Kartilajindz osteofit

Hyalen kikirdak yapis1 korunmus.
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Tablo 1: Deney sonrasinda ratlardan alinan spesmenlerin histopatolojik degerlendirme tablosu

Rat | Meznkimal Anterior Anulus fibrozus Niikleus Kartilaj son plak
no | Kok Hiicre longitudinal rejenerasyonun pulpozusda rejenerasyonun
uygulandi ligamentde degerlendirilmesi rejenerasyonun degerlendirilmesi
mi1? rejenerasyonun degerlendirilmesi
degerlendirilmesi

1 0 0 1 2 2

2 0 1 1 2 2

3 0 0 1 2 2

4 0 0 1 2 2

5 0 2 2 2 2

6 0 1 1 2 2

7 0 1 1 2 2

8 0 3 2 2 2

9 0 0 1 2 2

10 0 2 1 2 2

11 0 0 0 0 2

12 0 1 1 2 2

13 1 1 1 2 3

14 1 1 1 2 2

15 1 3 2 2 2

16 1 2 1 2 1

17 1 2 0 2 0

18 1 2 3 2 2

19 1 2 1 2 2

20 1 3 3 2 3

21 1 2 3 2 2

22 1 1 3 2 3

23 1 0 3 2 3

24 1 2 3 2 3
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Sekil 18: Normal
histopatolojik
hematoksilen eozin).

diskin
(x40

intervertebral
incelenmesi,

Sekil 19: Deney grubunda intervertebral diskin
incelenmesi; niikleus pulpozus da kondrosit
benzeri  hiicrelerde artma, son plakda
kartilajinéz ossifikasyon izlenmekte, (x40
hematoksilen eozin).

Sekil 20: Son plakda kartilajindz
ossifikasyon, anterior longitudinal ligaman
diizensiz bag doku olarak izlenmekte, (x100
hematoksilen eozin).

Sekil 21: Son plakta osse6z ossifikasyon,
niikleus pulpozusda kondrosit benzeri
hiicrelerde artma, anulus fibrozusda fibrotik
degisiklikler ve anterior longitudinal ligamentde
diizensiz bag dokusu yapisi izlenmekte, (x40
hematoksilen eozin).

Sekil 22: Son plakda hyalen kikidak yapis1
korunmus, niikleus pulpozusda kondrosit
benzeri hiicrelerde artma, anulus fibrozuda
diizenli lameller yapmm korundugu
izlenmekte, (x40 hematoksilen eozin).



4. BULGULAR

Arastirmadan elde edilen veriler (Tablo 1) SPSS 16.0 paket program kullanilarak,

bilgisayarda analiz edilmistir. Kok hiicre uygulanan ve kok hiicre uygulanmayan

gruplarda anterior longitudinal ligament, anulus fibrozus, niikleus pulpozus ve Kartilaj

son plak rejenerasyonu ki kare testi ile degerlendirildi. Kullanilan ki kare testi igin

anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.

Anterior longitudinal ligament rejenerasyonunun, kék hiicre uygulanan grup ile

kok hiicre uygulanmayan grup arasinda ki kare testi degerlendirmesinde p>0,05

hesaplandigindan, istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (Tablo 2).

Tablo 2: Anterior longutidinal ligament de rejenerasyonun degerlendirmesi”

Teknik nedenlerle | Fibrotik bag | Diizensiz bag Diizenli bag
degerlendirilemedi doku doku doku
Kok hiicre
5 4 2 1
uygulanmayan
Kok hiicre uygulanan 1 3 6 2

* Tablo 2 i¢in x*=5.14, sd=3, p=0.162 olarak hesaplanmustir.

Kartilaj son plakin degerlendirilmesinde kok hiicre uygulanan ratlarin 5’inde

hyalen kikirdak yapis1 korunmusken, kok hiicre uygulanmayan grupta hyalen kikirdak

yapist korunmamustir.

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) (Tablo 3).

Tablo 3: Kartilaj son plak rejenerasyonun degerlendirilmesi”

Iki grup arasmnda hyalan kikirdak yapismnm korunmasi,

Teknik nedenlerle | Enkondral Kartilajinoz |Hyalen kikirdak
degerlendirilemedi | ossifikasyon osteofitler korunmus
Kok hiicre uygulanmayan 0 0 12 0
Kok hiicre uygulanan 1 1 5 5

“Tablo 3 igin x?=9.882, sd=3, p=0.020 olarak hesaplanmustir.
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Anulus fibrozus rejenerasyonunun degerlendirmesinde; kok hiicre uygulanan
ratlarin 6’sinda fibrokartilaj lamel yapmin korunmasi, p<0,05 oldugundan kok hiicre
uygulanmayan gruba gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Fibrokartilaj lamel
yapinin  bozulmast ve  fibrokartilaj lamel yapisimin  kismen  bozulmasi

degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir. (Tablo 4).

Tablo 4: Anulus fibrozus da rejenerasyonun degerlendirilmesi”

Fibrokartilaj
Fibrokartilaj lamel yapis1 Fibrokartilaj
Teknik nedenlerle | lamel yapis1 kismen lamel yapis1
degerlendirilemedi [ bozulmusg bozulmus korunmus
Kok hiicre
1 9 2 0
uygulanmayan
Kok hiicre uygulanan 1 4 1 6

*Tablo 4 icin x*=8.26, sd=3, p=0.041 olarak hesaplanmustir.

Niikleus pulpozus rejenerasyonunun, kok hiicre uygulanan grup ile kok hiicre
uygulanmayan grup arasindaki Ki kare testi degerlendirmesinde p>0,05

hesaplandigindan, istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (Tablo 5).

Tablo 5: Niikleus pulpozus da rejenerasyonun degerlendirilmesi

Vakuoliize Vakuoliize
hiicrelerde hiicrelerde
Hiposeliiler azalma, artma,
Teknik nedenlerle |fibrokartilajindz | kondrositlerde | kondrositlerde
degerlendirilemedi yapi artma azalma
Kok hiicre uygulanmayan 1 0 11 0
Kok hiicre uygulanan 0 0 12 0

*Tablo 5 i¢in x*=1.04, sd=1, p=0.307 olarak hesaplanmustir.
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5. TARTISMA

Dejeneratif spinal hastaliklar sadece agri nedeni olmayip ayni zamanda iiretkenligi
ve buna bagli olarak ekonomiyi etkileyen mesleki hastaliklardir (13, 14). intervertebral
disk hastaliklar1 dejeneratif spinal hastaliklarin major nedeni olarak goriilse de yas,
travma, genetik yatkimlik ve yasam tarzi (obezite, sigara, is) gibi faktorler de
dejenerasyonda etkilidir (15-17).

Intervertebral disk dejenerasyonu’nun geri doniisiimsiiz ve progresif bir hastalik
oldugu distiniilse de ¢esitli giincel tedavilerle dejenere disklerin onarimi ve
rejenerasyonu saglanmaya calisilmaktadir. Deneysel intervertebral disk dejenerasyonu
modellerinde ¢alisilan rejeneratif tip teknikleri arasinda sitokin ve biiytime faktorlerinin
disk igine enjeksiyonu (18-22), intervertebral disk hiicrelerine gen transferi (23-25),
yapay intervertebral disk iiretimini igeren doku miihendisligi yontemleri (26) ve hiicre

transplantasyonu (27-30) bulunmaktadir.

Son dénemlerde molekiiler biyoloji ve rejeneratif tiptaki gelismeler mezenkimal kok
hiicrelere dikkati ¢ekmistir. Ciinkii bu immatiir hiicreler pluripotenttir; kemige,
kikirdaga veya kullanim amacma gore yag hiicrelerine farklilagabilme kapasitesine
sahiplerdir. Farklilasmamis mezenkimal kok hiicreler immiin sistem tarafindan
taninmadigmdan immiin yanita neden olmazlar. Bu nedenle otolog mezenkimal kok
hiicre transplantasyonlar1 ¢esitli hastaliklarda 6nemli tedavi yontemlerinden biri haline
gelmistir (31, 32).

Mezenkimal kok hiicreler, kolay elde edilebilmesi, ekstrakorporal izolasyonunun
olmas1 ve kolay kiiltiire edilebilmeleri nedeniyle klinik uygulamalarda tercih
edilmektedir. Intervertebral disk mesafesine mezenkimal kok hiicre transplantasyonunu
gosteren ¢ok sayida ¢alisma vardir. Bunlardan bir tanesi de Sakai ve arkadaslarmnin
tavsan intervertebral disk modelinde otolog mezenkimal kok hiicre transplantasyonu
yaptiklart ¢alismadir (27). Bu c¢alisgmada radyolojik, histopatolojik ve biyokimyasal
parametreler  kullanilarak, mezenkimal kok  hiicrenin  intervertebral  disk
dejenerasyonunu suprese ettigi gosterilmistir. Ayrica ayni ¢aligmada mezenkimal kok

hiicrelerin, niikleus pulpozus hiicrelerine farklilagtigi gosterilmistir.
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Yapilan hayvan c¢alismalarinda disk dejenerasyon derecesi, diskin restorasyonu
histolojik/immiinkimyasal olarak siklikla arastirilmistir. Bazi ¢aligmalarda intervertebral
disk mesafelerine mezenkimal kok hiicre uygulanmasinin ekstraseliiler anulus fibrozus
matriks sentezini artirdigir ve disk yiiksekligini artirdigi saptanmistir (29,33). Li ve
arkadaglar1 da mezenkimal kok hiicrelerin viicuttaki kok hiicreleri stimiile ederek hedef

dokuya doniisiimlerini sagladigini gézlemlemistir (34).

Literatiire bakildiginda disk dejenerasyonu ile ilgili olarak anulus fibrozus’un yapisi,
niikleus pulpozus’un yapist son plak dejenerasyonu gibi parametrelere bakilmistir
(35,36).

Masuda ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada ratlarda lomber intervertebral
disklerde, 16, 18 ve 21 Gauge (G) igne ile disk hasar1 olusturulmus. 16 G igne ile disk
hasar1 olusturulan grupta disk dejenerasyonunun daha agir oldugu goézlenmis. Bu
calisgmada olusturulan disk hasar1 ile disk dejenerasyonu arasinda korelasyon oldugu
saptanmis (35). Bu nedenle ¢alismamizda disk dejenerasyon modeli olarak daha fazla
disk hasar1 olusturabilmek amaciyla mikroskop esliginde 26 G igne kullanilarak anterior

diskektomi yapilarak intervertebral disk dejenerasyonu olusturmayi tercih ettik.

Calismamizda disk dejenerasyon modellemeleri ve kok hiicre uygulamalart ile ilgili
bahsedilen c¢alismalar baz alinarak ratlarda servikal disk dejenerasyon modeli
olusturuldu. Tim deneklerde 26 G igne yardimiyla anterior servikal diskektomi
uygulandi. Denekler iki gruba ayrildi; birinci grup kontrol grubu olarak takip edildi.
Ikinci grupta disk mesafesine mezenkimal kok hiicre uygulandi. Deneyden sekiz hafta
sonra tiim deneklerden alinan servikal vertebralar histopatolojik olarak incelendi.
Servikal vertebralarda kifoz, angulasyon ve fiizyon olusmadigindan degerlendirme
yapilmadi. Niikleus pulpozus, anulus fibrozus, kartilaj son plak ve anterior longitudinal

ligamentte rejenerasyon degerlendirildi.

Histopatolojik olarak degerlendirdigimiz ilk iki parametre anulus fibrozus ve
niikleus pulpozus idi. Histolojik gradeleme yapilirken Masuda ve arkadaglarinin
literatiirdeki disk dejenerasyon g¢alismalarin1 baz alarak olusturdugu gradeleme skalasi
kullanild1 (35). Anulus fibrozus yapisi 3 grupta degerlendirildi. Anulus fibrozus;

fibrokartilaj lamel yapismi korumus, fibrokartilaj lamel yapisi kismen bozulmus ve
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diizensiz fibrokartilaj yap1 nedeniyle kollaps gelismis olmak tizere {i¢ histopatolojik
tipte incelendi. Buna gore bizim ¢alismamizda kok hiicre uygulanan grupta deneklerin
%350’sinde (6 adet rat) anulus fibrozusun diizenli fibrokartilaj yapisinin korundugu, kok
hiicre uygulanmayan grupta ise bu etkinin gézlemlenmedigi goriildii. Bu degerler ki
kare testi ile degerlendirildiginde p<0.05 olarak hesaplandigindan anulus fibrozus

rejenerasyonunda mezenkimal kok hiicrenin olumlu katki yaptigi gézlemlendi.

Niikleus pulpozus dejenerasyonunun  degerlendirilmesinde  Sobajima  ve
arkadaglarinin literatiirdeki disk dejenerasyon c¢alismalarin1 baz alarak olusturdugu
gradeleme skalas1 kullanildi (37), Niikleus pulpozus; biiyiik vakuoliize hiicreler ve
kiigiik kondrosit benzeri hiicrelerin varhigi, vakuoliize hiicrelerde azalma ve kondrosit
benzeri hiicrelerde artma ve hiposeliiler fibrokartilajindz yapr1 olmak {izere iig
histopatolojik tipte incelendi. Buna gore bizim galismamizda koék hiicre uygulanan
grupta deneklerin %100’tiinde (12 adet rat), kok hiicre uygulanmayan grupta deneklerin
%91,7’sinde (1ladet rat) niikleus pulpozusun degerlendirilmesinde vakuoliize
hiicrelerde azalma, kondrosit benzeri hiicrelerde artma izlendi. Bu degerler ki kare testi
ile degerlendirildiginde p>0,05 olarak hesaplandigindan mezenkimal kok hiicre

uygulanmasmin niikleus pulpozus rejenerasyonunda anlamli katkis1 olmadigi gézlendi.

Kartilaj son plagin histopatolojik degerlendirilmesinde Sobajima ve arkadaslarinin
literatiirdeki disk dejenerasyon calismalarini baz alarak olusturdugu gradeleme skalasi
kullanild1 (37), Kartilaj son plak; hyalen kikirdak, kartilajinoz osteofit olusumu ve
enkondral ossifikasyon olusumu olmak iizere ii¢ histopatolojik tipte degerlendirildi.
Buna goére bizim ¢alismamizda kok hiicre uygulanan grupta deneklerin %41,7’sinde
kartilaj son plakta hyalen kikirdagin korunmus oldugu, kok hiicre uygulanmayan grupta
ise kartilaj son plakta hyalen kikirdagin korunmadigi, kok hiicre uygulanmayan grupta
deneklerin %100’tinde kartilajinoz osteofit olusumu izlenmistir. Bu degerler ki kare
testi ile degerlendirildiginde p<0,05 olarak hesaplandigindan mezenkimal kok hiicre

uygulanmasimin Kartilaj son plak rejenerasyonda anlamli katkisinin oldugu gézlendi.

Anterior longitudinal ligamentin degerlendirilmesi; diizenli bag doku, diizensiz bag
doku ve fibrotik bag doku olmak iizere ti¢ histopatolojik tipte degerlendirildi. Her iig
paremetrenin degerlendirmesinde gruplar arasinda anlamli fark yoktu. Kok hiicre

uygulanan Grupta deneklerin %50’sinde anterior longitudinal ligament diizensiz bag
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doku seklinde izlenirken kok hiicre uygulanmayan Grupta deneklerin %41,7’sinde
teknik nedenlerden dolayr anterior longitudinal ligamentin degerlendirilemedigi
goriildi. Elde edilen veriler ki kare testi ile degerlendirildiginde p>0,05 olarak
hesaplandigindan mezenkimal kdk hiicre uygulanmasmin anterior longitudinal ligament

rejenerasyonunda anlamli etkisinin olmadig: gozlendi.

Kok hiicrelerin terapotik etkinlikleri g¢esitli in vivo c¢alismalarda arastirilmistir.
Muhtemelen mezenkimal kok hiicrelerin rejeneratif potansiyelleri mezenkimal kok
hiicre ile niikleus pulpozus hiicrelerinin etkilesimi nedeniyle artan ekstraseliiler matriks
protein sentezine baglidir. Sobajima ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢aligmalarinda da
(38) mezenkimal kok hiicre ve niikleus pulpozus hiicrelerinin birlikte kullaniminda da
sinerjistik etkiden dolay1 proteoglikan sentezinde ve glukozaminoglikan igeriginde artis
oldugu saptanmis. Bizim ¢alismamizda da servikal disk dejenerasyon modelinde disk
icine uygulanan mezenkimal kok hiicrenin anulus fibrozus ve Kkartilaj son plakin
rejenerasyonuna anlamli katki yapmis oldugunun saptanmasi, kok hiicrenin terapotik

etkilerinin klinik kullanimina dnciiliik etmesi agisindan cesaret verici olacaktir.

Yapilan ¢alismalar incelendiginde disk rejenerasyonunun degerlendirilmesi ve disk
dejenerasyon modelleri arasinda olusturulmus bir standart yontem bulunmamaktadir.
Disk dejenerasyon modellerinde ¢ogunlukla lomber intervertebral disk dejenerasyonu
kullanilmistir.  Bizim yaptigimiz ¢alismada ratlarda servikal intervertebral disk
dejenerasyonu, anterior servikal diskektomi yapilarak olusturulmus olup bu konuda
literatiirde yeterince veri bulunmamaktadir. Sonuglar incelendiginde mezenkimal kok
hiicre kullanimmnin servikal intervertebral disk rejenerasyonunda da 6énemli katkilarinin
olabilecegi goriilmektedir. Ancak bu konuda daha kesin sonuglara ulasabilmek igin

yontem standardizasyonu ile birlikte ¢ok sayida deneysel caligmalara ihtiyag vardir.
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SONUC

Anterior servikal intervertebral diskektomi ile disk dejenerasyon modelinde
mezenkimal kok hiicre uygulanmasmin anulus fibrozus ve Kartilaj son plak
rejenerasyonunda anlamli olarak daha iyi oldugu goriilmiistiir.

Kesin sonuglar elde edebilmek i¢in daha fazla deneysel ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.
Ratlarda servikal intervertebral disk dejenerasyon modeli olarak literatiirde
yeterli calisma olmadigindan servikal intervertebral disk dejenerasyon modelinin
gelistirilmesi gerekmektedir.

Servikal intervertebral  disk  dejenerasyonunun  degerlendirilmesinde
Histopatolojik degerlendirme ile birlikte radyolojik yontemlerden de
faydalanilmasi ve izlem siiresinin daha uzun tutulmas: ile birlikte daha kesin

sonugclar elde edilebilir.
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