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OZET

Glinlimiizde Diinya niifusunun %10 kadarinda herhangi bir seviyede bdbrek
hastaligina bagli problemler gozlenmektedir. Kronik bobrek hastaliginin (KBH)
osteoblast/osteoklast dengesinin bozulmast ve mineralizasyonun azalmasi gibi
mekanizmalar ile kemik yapisin1 bozdugu bilinmektedir. Bu ¢aligmada, kronik bobrek
hastalig1 olan siganlarda yag hiicresi kokenli kok hiicreden zengin stromal vaskiiler
fraksiyonun (SVF) ve trombositten zengin plazmanin (TZP) kemik iyilesmesi tizerine

etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Calismada kullanilan 62 adet Sprague- Dawley cinsi erkek sigcan, Grup I (n:12),
Grup 1l (n:12), Grup HI (n:12) ve Grup IV (n:16) olmak iizere dort gruba ayrildi. 10
sican SVF ve TZP eldesi i¢in kullanildi. Saglikli kontrol grubu olarak kullanilan Grup I
hari¢ diger gruplara KBH olusturmak igin cerrahi olarak 5/6 nefrektomi modeli
uygulandi. Gruplardaki tiim siganlarin sol femurlarina tur motoru ile Kkirik
olusturulmasini takiben intramediiller kemik fiksasyonu uygulandi. Grup II sicanlar
KBH kontrol grubu olarak takip edildi. Grup III siganlarin kemik kirigi boélgesine
kalsiyum ile jellestirilmis TZP verildi. Grup IV sicanlarinin kemik kirig1 bolgesine TZP
ve SVF tedavisi uygulandi.

Sicanlarin KBH tanis1 ve takibine yonelik, 3 haftalik aralik ile agirlik 6l¢iimii
yapildi ve 0. giin, 3, 6 ve 12. haftada sicanlarin kan hemoglobin, iire ve kreatinin
seviyeleri 0Olglildii. Kandan kemik iyilesmesi parametreleri olan parathormon, D
vitamini ve kalsiyum alinarak kemik kirigi olusturulmast Oncesi ve sonrasi olarak
karsilastirildi. Kemik iyilesmesi ve kallus olusumu; biyomekanik olarak {i¢ nokta
biikkme testi, radyolojik olarak bilgisayarli tomografi ve direkt grafi, histopatolojik
olarak ve immun boya olan osteokalsin ile degerlendirildi. Kok hiicrelerin osteoblastik

doniistimii immunfloresan mikroskopunda Dil boyamasi ile gosterilmesi amaglandi.

Grup II, Il ve IV de bulunan KBH’li siganlarin agirlik degisimi istatistiksel
olarak anlamli olarak bulundu. Morfolojik olarak kallus dokusu miktar1 ve kemigin
diizglin iyilesme bulgulart sirasi ile: Grup IV> Gruplll> Grup I> Grup II olarak
gbzlendi. Kemiklerin mekanik dayanikliliklart sirast ile: Grup 1V> Gruplll> Grup 1>

Grup Il olarak olgiildii. Kemik iyilesmesinin radyolojik degerlendirilmesi rakamsal



degeri arttik¢a iyilesmeyi gosteren modifiye Lane ve Sandru skorlama sistemine gore
yapildi. Skorlama sonuglari: 3.91 £0.64 (Grup 1), 3.5 £0.64 (Grup II), 5.08 +1.44 (Grup
), 5.43 £0.99 (Grup 1V) olarak bulundu. Kortikal kemik iyilesme bdlgesinden,
kallusun en dis noktasina olan kalinliklarinin Olgiilmesi sonucu ortalama kallus
kalinliklart; 2.16 +£0.51 (Grup 1), 1.75 £0.50 (Grup 1I), 2.90 £0.26 (Grup III), 3.23 +041
(Grup 1V) olarak olgiildii. Kemik iyilesmesi skorlama sistemi sonuglari ile olgiilen
kallus kalinhiklarinin karsilastirilmasinda; skorlama sistemi ile kallus kalinliklar
arasinda anlamli korelasyon gozlendi. 0. giin, 3. hafta, 6. hafta ve 12. haftada alinan kan
orneklerinde BUN, kreatinin seviyelerinde yiikselme ve hemoglobin seviyelerindeki
diisme anlamli bulundu. Tiim denek gruplarinda kan kalsiyum, PTH ve D vitamini
sonuclarinda diisiis gozlendi. KBH’I1 gruplardaki sicanlarda kirik oncesi benzer kemik
lyilesmesi parametreleri goziikmekte iken uygulanan TZP ve SVF tedavileri sonrasi
vitamin ve minerallerdeki azalma daha az oldu. Histopatolojik degerlendirmede kemik
dokunun iyilesme skorlamasi (Allen skorlamasi) sonuglari 4.71+£0.99 (Grup I), 4.17
+0.62 (Grup II), 5.17 £0.90 (Grup III), 5.38 +0.88 (Grup IV) olarak bulundu. Kemik
dokunun mineralizasyon miktarlar1 1.43 +£0.49 (Grup I), 1.33 £0.47 (Grup II), 1.50
+0.50 (Grup III), 1.68 =+0.49 (Grup 1V) olarak bulundu. Kemik dokunun
immunohistokimyasal incelenmesinde osteokalsin ile boyanma yogunluklarma gore
1.43 £0.49 (Grup 1), 1.33 £0.47 (Grup 1II), 2.17 £0.37 (Grup I1I), 2.38 £0.49 (Grup 1V)
olarak bulundu. Kemik hiicrelerine 6zel immiinolojik boya olan osteokalsin ile boyali
preparatlar aynmi kesitlerin Dil boyamas: ile karsilastirildi. Adipoz kaynakli kok

hiicrelerin kemik hiicresine doniisiim gosterildi.

Calismamizda kronik bobrek hastaliginin kemik iyilesmesine olan olumsuz
etkilerinin TZP ve SVF tedavileri ile mekanik, histolojik, radyolojik ve biyokimyasal
olarak daha olumlu parametreler elde edilebilecegi gosterildi. Kemik kirigi sonrasi
olusan kallus dokusunun kalinligi kemik dokunun iyilesme siirecini uzatsa da geg
donemde daha saglam kemik olusumuna onciil olacagi gosterildi. KBH hastalarinda
kemik iyilesmesinin hizlandirilmasi ve regiile edilmesi amaci ile mezenkimal kok hiicre
uygulanmasi1 sonrasi hayvan calismalarinda elde edilen olumlu sonuglarin klinik

uygulamada benzer etkileri gosterebilecegi diisiincesindeyiz.

Anahtar kelimeler: Adipoz Kokenli Stromal Vaskiiler Fraksiyon, Kronik Bobrek Hastaligi,

Trombositten Zengin Plazma, Kemik Iyilesmesi
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ABSTRACT

Present studies show that %10 of the world population have problems related
to kidney disease at any level. It is known that chronic kidney disease (CKD) impairs
osteoblast/ osteoclast balance and damages bone structure with mechanisms such as
diminished mineralization. In this study; we aim to investigate the effects of adipose
derived stromal vascular fraction (SVF) and platelet-rich plasma (PRP) on bone healing

model in rats with chronic renal failure.

In this study; 62 male Sprague- Dawley rats were used and seperated into four
groups as, Group | (n:12), Group Il (n:12), Group Il (n:12), Group IV (n:16). 10 rats
were used for harvesting SVF and PRP. All groups except Group I, which was used as
healthy control group, had CKD surgery using 5/6 nephrectomy operation. Both groups
had intramedullary pin fixation after receiving bone fracture on their left femur with the
help of drilling tools. Group Il rats were used as control group for CKD. Group Il rats
received PRP treatment on fracture site. Group IV rats received PRP and SVF treatment

on fracture site.

Rats were diagnosed and followed as CKD with weight loss parameters and
hemoglobin, urea and creatinine measurements are made at the beginning, 3rd, 6th and
12th weeks. Parathormone, vitamin D and calcium levels are measured before and after
bone fracture for bone healing parameters. Bone healing and amount of callus formation
is compared; biomechanically with three point bending test, radiologically with
computed  tomography and  X-ray  graphy, histopathologically  and
immunohistochemically with osteocalcine staining. Osteoblastic transformation of stem

cells were assessed with Dil staining under immunoflorescent microscope.

Group I, 1 ve IV rats with CKD had statistically significant weight loss.
Morphological examination of callus formation and bone healing finding were as
GrouplV> Group 11> Group 1> Group Il. Biomechanical properties and resistance of
bone tissue was measured as Group V> Group 111> Group I> Group Il. Radiological
findings are evaluated using modified Lane and Sandru scoring system which is a

numerical scoring system that shows improvement as the score increases were resulted
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as; 3.91 £0.64 (Group 1), 3.5 +0.64 (Group Il), 5.08 +1.44 (Group IlI), 5.43 +0.99
(Group 1V). The distance between cortical bone healing zone and outer margin of callus
formation is measured as; 2.16 £0.51 (Group I), 1.75 £0.50 (Group II), 2.90 +0.26
(Group 1), 3.23 +041 (Group IV). There was a correlation between results of bone

healing scoring system and thickness of callus formation.

Blood samples that were taken on first day, 3rd, 6th and 12th weeks show
significant increase in plasma urea level and creatine and decrease in hemoglobin levels.
All groups had decrease in calcium, parathormone and vitamin D levels. Rats with CKD
had similar bone healing parameters comparing before bone fracture and after SVF and
PRP treatment; decrease in vitamin and mineral levels had lower rate of decrease.
Histopathologic evaluation was made using Allens scoring system which was resulted
as; 4.71+£0.99 (Group 1), 4.17 £0.62 (Group 1II), 5.17 +£0.90 (Group III), 5.38 +0.88
(Group 1V). Amount of bone mineralization was found as; 1.43 +0.49 (Group 1), 1.33
+0.47 (Group 11), 1.50 £0.50 (Group III), 1.68 +0.49 (Group V). Immunuhistochemical
evaluation of bone tissue with osteocalcin staining resulted as; 1.43 +£0.49 (Group I),
1.33 £0.47 (Group 1II), 2.17 £0.37 (Group III), 2.38 +0.49 (Group V). Bone cells which
are stained with osteocalcin were compared with slides with Dil staining.

Transformation of adipose derived stem cells to bone cells were noted.

In this study; We proved that negative effects of chronic renal disease on bone
healing can be reduced by increasing mechanical, histological, radiological and
biochemically with SVF and PRP treatments. Although thickness of callus tissue delays
bone healing process, it also enhances biomechanical and organisation of bone tissue in
long term. We conclude that stem cell therapies were effective for bone healing in

animal models which can be promising for clinical trials.

Anahtar kelimeler: Adipose Derived Stromal Vascular Fraction, Bone Healing, Chronic Renal

Disease, Platelet Rich Plasma
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1. GIRIS ve AMAC

Giliniimiizde her on kisiden birinde herhangi bir seviyede bobrek hastaligi ve
buna bagli problemler gozlenmektedir [1]. Kronik bobrek hastaligi (KBH) tablosunda
bobrek fonksiyonlari bozulmasina bagli olarak kalsiyum, parathormon ve D vitamini
gibi kemik yapisinin saglamligini saglayan vitamin ve minerallerin dengesi
bozulmaktadir. Plastik cerrahi pratiginde KBH’ye ek olarak kemik ile ilgili
deformiteleri olan hastalara rekonstruksiyon uygulanmaktadir. Bu ve benzeri hastalara
basit kemik cerrahisi yapilabildigi gibi kemik igeren serbest doku nakli gibi teknigi ve
uygulamasi glic ameliyatlar da yapilmaktadir. Yapilan uygulamalarda kemigin
kaynamamasi, yanlis kaynamasi veya kaybedilmesi goriilebilmektedir. Bu hasta
gruplarinda cerrahi basar1 oranini arttiracak biiyiime faktor uygulamalari, ilag tedavileri,
genetik tedaviler ve hiicresel diizeyde birgok g¢alisma yapilmaktadir. Kok hiicre ve
benzer prensipte olan stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) galismalar1 bu konuda en ¢ok

ilgi ¢eken konulardan birisidir.

Dogum ve dogum oOncesi donemde canlinin viicudunda bulunan ve her tiir
dokuya doniisebilme yetenegine sahip olan farklilagmamis hiicrelere kok hiicre adi
verilir. Kok hiicreler genler ve dis uyaranlardan aldiklar sinyallere gore farkli hiicre
tiplerine doniisebilme 6zelligi vardir. Kok hiicreler mezenkimal ve embriyonel olarak 2
temel gruba ayrilirlar. Embriyonel donemin bitmesini takiben mezenkimal kok hiicre
(MKH) erigkin form kok hiicre formunda tiim dokularinda latent evrede beklerler.

Genler ve dis uyaranlardan aldiklar1 sinyallere gore farkli hiicre tiplerine doniisebilirler
[2,3].

MKH’ler tiim dokularda bulunmasina ragmen en fazla kemik iligi ve adip6z
dokularda bulunmaktadir. Yapilan calismalarda kemik iligi ve adipdoz kokenli kok
hiicrelerin farklilasma kapasiteleri arasinda fark olmadigi gosterilmistir [4,5]. Adipdz
kokenli kok hiicreler alinma ve isleme kolayligr nedeni ile giiniimiizde kok hiicre
tedavilerinde kullanimi daha 6n plana ¢ikmaktadir [6]. Yiiksek sayida kok hiicrenin
bulundugu ve biiyiime faktorleri ile makrofaj, trombosit vb. hiicrelerin yogun oldugu
doku kokteyline stromal vaskiiler fraksiyon adi verilir. Kok hiicre tedavisiyle benzer
Ozellik tasiyan SVF, doku yenilenmesi ve hasar onariminda 6nemli bir yontem olarak

kullanilmaktadir [7,8].



Trombositten zengin plazma plastik, rekonstriiktif ve estetik cerrahi pratiginin
her basamaginda hiicre yenilenmesinin attirlmasinda ve hizlandirilmasinda
kullanilmaktadir. Trombositlerin igerdigi biiylime faktorlerinin doku rejenerasyonuna
katkis1 nedeni ile alopesi tedavisinden eklem Kkapsiilii yenilenmesine kadar genis
uygulama alani bulmaktadir. Ayrica viskdz olmasi ve otojen yapisi nedeniyle yabanci
cisim reaksiyonu yaratmadan in-vivo g¢alismalarda iyi bir tasiyict olarak
kullanilmaktadir [9]. Hiicre yenilenme kapasitesi ve kok hiicre igeren SVF ye tasiyici

olarak ideal bir yontem olarak uygulanilmaktadir.

Literatiirde kok hiicrenin kemik iyilesmesinde olumlu etkileri oldugu yoniinde
bildiriler bulunmaktadir [10]. Kronik bobrek hastaliginin da osteoblast/ osteoklast
dengesini, mineralizasyon azalmasi vb. mekanizmalar ile kemik yapisin1i bozdugu
bilinmektedir [11]. Ancak ciddi bir hasta grubunu olusturan kronik bobrek hastalikli
hastalarda olusabilecek kemikte iyilesme problemlerine karsi kok hiicrelerin ve TZP'nin

etkileri hakkinda deneysel ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calismada; kronik bobrek yetmezligi olan siganlarda yag hiicresi kdkenli kok
hiicreden zengin stromal vaskiiler fraksiyonun ve trombositten zengin plazmanin

kemikte yara iyilesmesi iizerine etkisinin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1 KEMIiK DOKUSU

2.1.1 Kemik dokunun gorevleri

Kemik: %70’i inorganik, %22’si organik matriks ve %8’i su molekiillerden
olusan viicudun en sert dokularindan birisidir. Yapisinda hidroksiapatit kristalleri
(Ca10(PO4)s(OH)2), osteositler, osteoklastlar, osteoblastlar, hematopoetik hiicreler,
kollajen lifler, kan damarlar1 ve sinirler bulunan kemik doku, insan viicudunun
lokomotor sistemin en onemli destek dokusudur [12]. Kemik doku yapisal olarak
hiicrelerden, liflerden ve temel maddeden olusan bag dokularina benzemektedir ancak
kemik dokunun dis matriksi kalsifiye olmustur [13]. Kemik, kendini yenileme ve

onarma yetenegine sahip bir dokudur.

Kemik dokusunun organizmada c¢esitli fonksiyonlar1 vardir:
1) Organizmaya mekanik destek ve dayaniklilik saglar.

2) Yumusak dokulara destek ve motor hareket kazandirir.

3) Beyin ve spinal kord gibi 6nemli yapilari korur.

4) Kalsiyum-fostat dengesinde ve depolanmasinda rol oynar.

5) Hematopoez igin uygun ortam saglar.

2.1.2 Kemiklerin simiflandirmasi
Insan iskeleti aksial ve appendikiiler iskelet olmak iizere iki kisimda
incelenebilir. Yasa gore degisiklik gosterebilmekle birlikte toplam insan viicudunda

toplam 206 adet kemik bulunmaktadir [14].

Bu kemikler sekillerine gore siniflandirilabilir (Sekil 2.1).
1) Uzun kemikler (ossa longa)

2) Kisa kemikler (ossa brevia)

3) Yassi kemikler (ossa plana)

4) Diizensiz kemikler (ossa appendiculare)

5) Sesamoid kemikler (ossa sesamoidea)
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Sekil 2.1: Kemiklerin sekillerine gore simiflandiriimasi

Uzun kemikler (ossa longa)

Uzunluklar1 genisliklerine gore fazla olan kemiklerdir. Ekstremitelerde
bulunurlar. Ulna, femur, tibia, metatarsal ve metacarpal kemikler bu gruba dahildir. Ince
uzun bir gévde ve ¢cogunlukla eklem yiizii bulunan iki uctan olugsmustur. Gévde kismina
diafiz, u¢ kismina epifiz denir. Gelismekte olan bir kemigin epifizleri tamamen kikirdak
yapidadir. Discus epifizialis adi verilen bir yap1 ile kemigin diafiz kismi epifizinden
ayrilmaktadir. Diafizin epifiz diski ile komsu olan kismi1 diger kisimlardan daha genistir.
Bu genis kenar gelisme ¢izgisi ve yeni olusan kemigi icermektedir ve bu alan metafiz

olarak isimlendirilmektedir.

Uzun bir kemigin diafizi, cavitas medullaris olarak adlandirilan kompakt bir
tiipten olugmaktadir. Bu boslugu kemik iligi doldurur. Kemigin spongioz kismu epifiz ve
metafizlerin aralarinda diizensiz anastomoz yapan kemik ¢ubuklari ve trabekulalardan
olusmaktadir. Yiizeyleri ise ince bir tabaka kompakt kemik ile kaplidir. Kemiklerin
eklem yiizeyleri siirtiinmeyi engellemek maksadi ile hiyalin kikirdak ile kaplanmistir.

Kemigin yiizeyini periost denilen dis1 fibroz i¢i hiicreli bag dokusu zar1 orter. Periost



kemigin beslenmesi ve korunmasimi saglarlar. Kemigin u¢ kisimlart ve eklem

yiizlerinde periost bulunmaz. Kemik kirilmasi durumunda osteojenik tabaka yeniden

kemik yapimina yardimei olur. Ayrica periost kas ve tendonlarin kemige tutunmasini

saglar. Tendonun kollajen lifleri periost i¢ine yelpaze seklinde dagilmastir.
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Sekil 2.2: Uzun kemiklerin yapist

Kisa kemikler (ossa brevia)
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Kisa kemikler; kalinlik, uzunluk ve genislikleri birbirine yakin kemiklerdir. El

ve ayak falanks kemikleri bu gruba dahildir. Esas olarak spongioz kemik ve bunu

cevreleyen ince bir kompakt kemik dokusundan ibarettir. Kemik iligi icerirler. Eklem

yiizleri diginda periost ile kaplidir.

Yass1 kemikler (ossa plana)

Genellikle ince ve kivrik bir tabaka seklindedirler. Kostalar, sternum, skapula ve

kranial kemikler bu gruba dahildir. Dis ve i¢ olmak {izere iki kompakt tabaka arasindaki

spongioz kemikten olusmaktadir. Kemik iligi igerirler. Kranial kemiklerdeki spongioz

tabakaya dipole denir. Diploe i¢inde bircok vaskiiler yap1 bulunmaktadir. Baz1 yassi

kemikler (lakrimal kemik) yalniz bir kompakt kemik yapragindan meydana gelir. EKlem

yiizleri kikirdak veya fibroz doku ile kaplidir.



Diizensiz kemikler (ossa appendiculare)

Siniflandirmalarin hi¢birine uymayan kendine has sekli olan kemiklerdir. Bazi
kranial kemikler, vertebralar ve os koksa bu gruba dahildir. Cogunlukla kompakt tabaka
ile ¢evrilmis spongioz kemik yapidadirlar. Diizensiz kemikler grubuna i¢i hava dolu

olan pnomatik kemiklerde dahildir. Temporal, frontal, maxilla buna 6rnektir.

Sesamoid kemikler (ossa sesamoidea)
El ve ayaklarda tendon veya eklem kapsiilii icinde bulunan kisa kemiklere
sesamoid kemikler denir. Patella sesamoid kemiklerin en biiyiigiidiir. Tendon ¢ekme

acisini degistirerek ve ¢evre dokulara destek vererek etki gosterirler.

2.1.3 Kemik dokunun yapisal ézellikleri

Iskelet yapisinda %80 oraninda kortikal (kompakt), %20 oraninda trabekiiler
(spongioz) kemik bulunur. Kortikal kemik uzun kemiklerin diafizinde ve yassi
kemiklerin yiizeyinde bulunur. Dista periostal tabaka, icte trabekiiler kemige ve kemik
iligine komsu endosteal yiizeyden olusur. Gozenekli yapidaki trabekiiler kemik ise
baslica vertebra ve uzun kemiklerin u¢ kisimlarinda bulunur. Kemik iligi ve iginde

birbiriyle baglantili trabekiiler lamellerden olusur [15] (Sekil 2.2).

Kemik trabekiilleri, kompresif ve torsiyonel giiclere karsi direnci arttiracak
sekilde dizilmis olup distaki kortikal tabakaya dayaniklilik saglar. Kortikal kemik esas
olarak mekanik ve koruyucu fonksiyon iistlenir. Trabekiiler kemik ise metabolik
fonksiyondan sorumludur. Kemik dongilisii ylizeye bagimli oldugundan erigkinde

trabekiiler kemikte remodeling kortikal kemige oranla 5-10 kat fazla olmaktadir [16].

2.1.4 Kemik Hiicreleri

Kemik dokuda 4 tip hiicre bulunmaktadir:
1) Osteojenik (Osteoprogenitdr) hiicreler
2) Osteoblastlar

3) Osteositler

4) Osteoklastlar
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Sekil 2.3: Kemik doku hiicreleri

2.1.4.1 Osteojenik (Osteoprogenitor) hiicreler

Osteojenik hiicreler kemik dokusuna doniisme yolunda sartlanmis mezenkim
kaynakl1 hiicreleridir. Sekil olarak fibroblastlara benzer ve mitoz boliinme ile ¢ogalirlar.
Cogalan hiicrelerin bir kismi osteoblastlara doniisiirler. Sekonder (ikincil) kemigin
periosteum ve endosteum adi verilen zarlarinda ve ayirca havers ve volkman

kanallindaki damarlar ¢evresinde dinlenme halinde osteprogenitor hiicreler bulunur.

Kemik yapimi (ostogenezis) ve kemik kiriklar1 tamiri sirasinda osteoprogenitor
hiicreler hizla boliinlip osteoblastlara doniismektedir. Bu hiicreler pluripotent
Ozelliklerinden otiirii ihtiya¢ halinde fibroblast, adiposit, kondrosit ve kas hiicrelerine de

dontisebilir [17].

2.1.4.2 Osteoblastlar

Osteoblastlar total kemik hiicrelerinin  %4-6"lik  kismint igeren, kemik
olusumunda gorevli olan kiiboid yapida hiicrelerdir [18]. Osteoblastlar MKH den kdken
almaktadir. Bu doniisiim i¢in osteoprogenitor hiicrelerden spesifik gen ekspresyonu ile
birlikte BMP ve Wnt yolaklarina ihtiya¢ duyarlar [19]. Osteoblast diferansiyasyonu i¢in
Runx2, DIxX5 ve osterix ekspresyonu sarttir [20]. Ayrica Runx2 geni, osteoblast
doniisiim asamasindaki CollAl, ALP, BSP, BGLAP ve OCN gibi genlerin
upregiilasyonunda gorevlidir [21].



Osteoblast diferansiyasyonu sirasinda Runx2 va CollAl salgilayan osteoblast
onciilleri miktar1 yeterli sayiya ulasinca proliferatif faz baglar [18]. Bu fazda yiiksek
bulunan ALP aktivitesi ile preosteoblastlarin sayisinin arttigini - gostermektedir.
Preosteoblastlarin olgun osteoblastlara doniisiimii osterix ekspresyonu ve kemik matriks
proteinlerinden olan osteokalsin, BSP I/Il ve tip 1 kollajen miktarindaki artis ile
goriilmektedir. Ayrica preosteoblastlarin osteoblastlara doniisiimii morfolojik olarak
hiicre boyutunun artmasi ve kiiboidal hiicrelere doniisiim ile karakterizedir [22].
Osteoblast diferansiyasyonundaki diger onemli faktérler FGF, mikroRNAlar ve

connexin43 tiir [23].

Osteoblastlar tarafindan yapilan kemik matriksi sentezi iki basamakta
incelenebilir. Birinci asamada osteoblastlar tarafinca organik matriks olusturulur. Basta
tip 1 kollajen olmak iizere kollajenler sentezlenir. Ayrica osteokalsin, osteonektin, BSP
11 ve osteopontin gibi kollajen olmayan proteinler ve proteoglikanlar sentezlenir. ikinci
asama mineralizasyon asamasidir. Bu asama vezikiiler ve fibriler olmak {izere iki fazda
gerceklesmektedir [24]. Vezikiiler fazda osteoblast etkisiyle kemik matriksinden 30 ile
200 nm boyutunda proteoglikan ve diger organik komponentlere bagli matriks
vezikiilleri olusur. Vezikil i¢ine salinan ALP enzimleri sayesinde fosfat ve kalsiyum
iyonlari agiga ¢ikarak hidroksiapatit kristalleri olustururlar. Fibriler fazda matriks
vezikiilleri i¢inde bulunan kalsiyum ve fosfat iyonlarinin siipersatiire olmasina bagh
olarak vezikiiller patlar ve gevre dokuya hidroksiapatit kristalleri sagilir [25]. Bu yapilar

islenerek kemik doku olusumu diizenlenir.

Osteoblastlar olgunlastiktan sonra apoptozise ugrayabilirler veya kemik matriksi
olusumuna yonelik sitoplazmik degisiklikler sonrasi osteosit hiicrelerine doniismektedir.
Olgun osteoblastlarin bir kismi ise remodelinge ugramayan inaktif kemik astar
hiicrelerine doniiserek kemik matriksi ile osteoklastlar arasinda anatomik bir yapi

olustururlar [26].



Sekil 2.4: Osteoblast hiicresinin elektron mikroskopu goriintiisii [27]
2.1.4.3 Osteositler
Osteositler tim kemik hiicresinin  %90-95’lik kismin1 olusturmaktadir.
Osteositler yasam dongiisiinde 25 yila kadar yasayabilmektedir [28]. Morfolojik olarak
dendritik yapida olan osteositler mineralize kemik matriksi ile c¢evrili lakiinalar

igerisinde bulunurlar.

Osteositler MKH soyundan osteoblast farklilasmasi ile olusmaktadir. Bu
doniisiim siras1 ile osteoid-osteosit, preosteosit, geng osteosit ve olgun osteosit olarak
gerceklesmektedir [28]. Kemik olusumu dongiisiinde kemik matriksi ile temas halindeki
osteositler c¢esitli morfolojik ve ultrastriiktiirel degisikliklere ugrarlar bu nedenle
endoplazmik retikulum ve golgi aparati gibi organellerinde azalma gozlenir. Sonug

olarak protein sentezi ve salgilamasi yeteneklerinde azalma goriiliir [29].

Osteoblast/osteosit doniistimii sirasinda E11/gp38 proteininin yiiksek miktarda
eksprese oldugu tespit edilmistir [30]. E11/gp38 proteini GTPase aktivitesi ile hiicre
motilitesinde etkili olan sitoiskelet komponentleri ve molekiillerini regiile ederek aktin

sitoiskelet dinamiklerini etkiledigi diistintilmektedir [31].

Mineralize kemik matriksi icinde matlir osteositin hapis olmasi sonrasi
osteoblast markerlarinda olan osteokalsin, BSPII, tip 1 kollajen ve ALP down-
regiilasyonu goriiliir. Bunu takiben osteosit markerlarinda DMP1 ve sklerostin

ekspresyonunda artig gozlenir [32].



Osteosit hiicresinin govde kismi kemik dokunun lakuna kisminda bulunur.
Hiicrenin sitoplazmik uzantilart ile lakiinokanalikuler sistem adi verilen tiineller ile
birbirine baglanirlar [33]. Osteositlerin sitoplazmik uzantilarinin komsu osteosit ile siki
baglantilar bulunmaktadir (Sekil 2.5). Ayrica osteoblast ve kemik yiizeyindeki diger
hiicreler ile hiicreler aras1 materyeller, prostoglandinler gibi sinyal molekiilleri ve nitrit
oksit gibi maddelerin tasinmasinda gorevlidirler [35]. Lakiinokanalikuler sistemin
vaskiiler yapilara yakin olmasi nedeni ile oksijen ve besin maddeleri osteositlere direkt
olarak ulasabilmektedir [36].
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Sekil 2.5: Osteosit hiicreler arasi sik1 baglantilarin elektron mikroskopu goriintiisii [34]

Osteositler aralarinda bulunan siki ag sayesinde mekanosensor olarak kemige
yapilan baski ve yiikiin miktarini tespit edebilmektedir. Boylece osteositler mekanik
stres sonrast kemige adaptasyon yetenegi saglamakta katkida bulunurlar [37]. Kemik
remodelinginde osteoblast ve osteoklast aktivitelerini diizenleyerek kemotaktik ajanlarla

kemik rezopsiyonunu diizenlerler [38].

2.1.4.4 Osteoklastlar

Osteoklastlar kemik yikimindan sorumlu, biiyiik, hareketli ve ¢ok ¢ekirdekli
hiicrelerdir (Sekil 2.6). Osteoklastlar, hematopoetik kok hiicre (HKH) kaynakli
mononiikleer hiicrelerin farklilasmasi ile olusan ve bu serinin en son basamagi olan ¢ok
cekirdekli hiicrelerdir. Osteoprogenitor mezenkimal hiicreler ve osteoblastlardan
salgilanan M-CSF ve osteoblast, osteosit ve stromal hiicrelerden salinan RANK

ligandlari ile osteoklast dontisiimii gergeklesir [40].
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Sekil 2.6: Osteklast hiicresinin elektron mikroskopu goriintiisii [39]

Kemik remodelingi sirasinda osteoklastlarin polarize olmasi olmasini takiben 4
tip osteoklast membran alani ortaya g¢ikar. Bunlar miihiirleme alani (sealing zone),
kemik matriksi ile iliskili dalgali sinirlar (ruffled border), bazolateral ve fonksiyonel
salgi alanlaridir [41]. Kemik rezopsiyonu sirasindaki osteoklast polarizasyonu hiicrenin
aktin iskeletini tekrar organize edereck podozom olusumunu saglar. Bu podozomlar
sayesinde osteoklast kemik yiizeyine tutunur [42]. Ultrastriiktiirel olarak dalgali sinirlar
mikrovilliislerden olusan membran alanidir ve ¢evre dokular arasinda miihiirleme alani
ad1 verilen izole bir alan meydana getirirler. Mihiirleme alani aktin halka g¢evresine
dizilmis talin, vinculin, paxillin, tensin ve aktin ile iliskili a-actinin, fimbrin, gelsolin ve

dynamin proteinlerinden olusur [43].

Osteoklast aktivitesinde 6nemli olan diger alan olan dalgali smir bolgesinde
lizozomal ve endozomal komponentlerin yogun trafigi olmaktadir. H™-ATPase
sayesinde lakuna igerisi ortami asitlestirilerek hidroksiapatit kristallerinin ¢6ziilmesi
saglanir [44]. Coziinme sonrasi alandaki protonlar ve TRAP, catepsin K ve MMP-9 gibi
enzimler howship lakunasina tasmnarak fonksiyonel salgi alaninda kemik yikimini

gergeklestiriler [45].
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2.1.5 Ekstraseliiler kemik matriksi

Kemik doku yapisal olarak inorganik tuzlar ve organik matriksten olusmaktadir.
Organik matriksin %90’likk kismi tip 1 Kkollajenden, geri kalan kismi osteokalsin,
osteonektin, osteopontin, fibronektin, kemik sialoprotein 1I, BMP ve biiyiime faktorleri
gibi kollajen olmayan proteinlerden meydana gelir [46]. Ayrica kemik yapisinda
decorin, biglycan, lumican, osteoaderin ve seric proteinler gibi 1dsinden zengin

proteoglikanlar bulunmaktadir [47].

Kemik dokunun inorganik kisminin biiyiikk bolimi kalsiyum ve fosfat
iyonlarindan olusmaktadir ancak yapisal olarak bikarbonat, sodyum, potasyum, sitrat,
karbonat, florit, ¢inko, baryum ve stronsiyumda bulunmaktadir [48]. Kalsiyum ve fosfat
iyonlarinin birlesmesi ile kemige dayaniklilik ve esneklik kazandiran hidroksiapatit
kristalleri (Caio(PO4)s(OH)2) ortaya ¢ikar [49]. Kemik matriksi kompleks yapidadir.
Organize bir ¢ergeve seklinde mekanik destek ve kemik hemostazinda kritik rol oynar.

Kemik kiitlesinde azalma olmas1 durumunda kemik kiriklar1 ortaya ¢ikmaktadir.

2.1.6 Kemik tipleri
Kemik dokunun mikroskobik yapisina gore 2 farkli tipi oldugu gosterilmistir.
(Sekil 2.7)

1- Primer, olgunlasmamis veya siingerimsi, kemik

2- Sekonder, olgun veya lamellar, kemik

Iy T * WA, r [ ]

Sekil 2.7: (a)Siingerimsi ve (b) lameller kemigin mikroskobik gériintiisii [50]
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Primer kemik dokusu

Stingerimsi kemik dokusu osteoblastlardan hizli salinan osteoid ile olusmaktadir.
Embriyonal gelisim siiresindeki kemikler ve yeni olusmus kiriklarda ortaya rastgele ve
degisik yonlere dagilmis ince kollajen lifler seklinde ¢ikarlar. Bu yapilar kemigin

olgunlagmasi ile tekrar konfigiire olarak yerini sekonder kemik dokusuna birakir [51].

Sekonder kemik dokusu

Sekonder kemik dokusu 3-7 nm kalinligindaki kollajen liflerin birbirine paralel
veya vaskiiler bir kanal ¢evresinde dairesel olarak dizilmesi sonucu lameller sekilde
diizenlemistir [52]. Norovaskiiler yapilar1 ve bag dokusunu iceren bir kanalin etrafini
saran dairesel lamellerin meydana getirdigi yapiya havers sistemi (osteon) denir. (Sekil
2.2) Havers sisteminin ana fonksiyonu besin maddelerini sert kemik dokusuna
tagimaktir. Bu tasima sistemi kemik diafizi boyunca 4-20 dairsel lamel seklinde uzanir
Havers kanallar1 arasinda yatay ya da oblik planda seyreden kanallara volkman kanallar1

sayesinde kemik iligi bosluklari, periosteum arasinda baglanti saglanir [53].

Kompakt kemik sisteminde 4 tip lamellar organizasyon mevcuttur:

1- Dis dairesel lamella: Lamella periostun hemen altinda bulunur ve diyafiz
bolgesinin en dis kismini olusturur.

2- Ig dairesel lamella: Kemik iligi boslugunu gevreler.

3- Osteon lamelleri: Osteonik kanallar etrafinda bulunmaktadir.
4

Interstisyal lamella: Ucgen veya diizensiz gruplar halinde birbirine paralel

bulunan havers sisteminin yikintilaridir.
2.1.7 Kemik gelisimi
Kemik doku gelisimi 2 farkli yoldan olmaktadir.

1- Intramembrandz kemiklesme

2- Endokondral kemiklesme
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2.1.7.1 intramembrano6z kemiklesme

Mezenkimal doku yogunlasmasi ila olusan kemiklesme seklidir. Frontal,
parietal, maksilla ve mandibula gibi yass1 kemiklerde gelisime Ornek gosterilebilir.
Mezenkimal hiicrelerin osteoblastlara doniiserek yogunlasmasi ile primer kemiklesme
merkezi olusur [54]. Osteoblastlar kemik matriksi olusturduktan sonra kalsifikasyon

baslar. Etrafi ¢evrilen osteoblastlar osteosit hiicrelerine dontistirler.

Spikiil ad1 verilen kemik adaciklar1 etrafina kollajen fiberler toplanarak primer
kemik dokusunu olustururlar. Kemik spikiilleri arasina invaze olan vaskiiler yapilar ve
bolgeye gbo¢ eden mezenkimal hiicreler ile kemik iligi olusur. Bag dokusunun
intramembrandz kemik doku dis kisminda kalan boliimii periosteum ve endosteumu
olusur. Trabekiiler kemik tizerinde kompakt kemik olusarak artan vaskiilerite ile kemik

iligi gelisimine katkida bulunur (Sekil 2.7).
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./ ——Newbone
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Sekil 2.8: (a) Mezenkimal hiicrelerin kiimelenerek kemiklesme merkezini olusturmasi (b) Osteoid
salgis1 sonrasi osteoblastlarin hapis olarak osteosite doniigiimii (¢) Trabekiiler matriks ve periost

olusumu (d) Trabekiiler kemik tizerinde kompakt kemigin olusumu ve zengin damar agi [55]
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2.1.7.2 Endokondral kemiklesme

Endokondral kemiklesme hiyalin kikirdaktan olugsmus bir modelinin
kemiklesmesi ile gerceklesir. Uzun ve kisa tipteki kemikler bu yol ile olusurlar.
Kemiklesme sirasinda kondrositlerin hipertrofisi sonrast kikirdak yikimi olur ve

osteojenik hiicrelerin bolgeye gogii ile kalsifikasyon baslar [56].

Endokondral kemiklesme intramembrandz kemiklesmeye goére daha uzun
sirmektedir. Kemiklesme siirecinde mezenkimal hiicreler kondrositlere doniiserek
kemige doniisecek olan kikirdak iskeleti olustururlar. Bu kikirdak dokusunu ¢evreleyen
bir perikondrium mevcuttur. Kikirdak dokusu igindeki matriks miktar1 arttikga
merkezdeki kondrositler biiyiimekte ve besin ihtiyaglari artmaktadir. Kikirdak matriksi
kalsifiye olduk¢a kondrositlere giden besin miktar1 azalmakta ve hiicre Oliimi
gozlenmektedir. Kikirdak dokudaki yikimi takiben bolgeye kan damarlar1 beraberinde

osteojenik hiicreleri getirerek dokuya invaze olurlar [57].

Vaskiileritenin artmasi ile osteoprogenitor hiicreler osteblastlara doniisiirler.
Osteoblastlar kalsifiye kikirdak matriksi tlizerinde kemik matriksi sentezlemeye
baglarlar. Boylece primer kemik sentezi baslamis olur. Kemik matriksi gelistikge

kikirdak artiklar1 osteoklastlar tarafindan bolgeden uzaklastirilirlar [58].

Primer kemiklesme alaninda medulla olusumu tamamlayan osteoklastlar
kemigin epifiz bolgesine dogru go¢ ederler ve sekonder kemiklesme merkezlerini
olustururlar. Sekonder kemiklesme merkezinin olusturdugu kemik dokusu epifizleri
isgal ettigi zaman kikirdak doku kemik epifiz u¢ kisminda hapis olarak kalic1 olan

eklem kikirdaklarini olustururlar [59].
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Sekil 2.9: Endokondral kemiklesme 5 asamada gergeklesir. (a) Mezenkimal hiicrelerin kondrositlere
doniisimii  (b) Kemigi olusturacak olan kikirdak modelin olusumu (c) Kapiller olusumu ve
perikondriumun periosta doniigiimii (d) Kikirdak ve kondrositlerin kemik uglarina ilerleyisi (e) Sekonder
kemiklesme merkezleri olusumu (f) Kikirdak dokunun epifiz (biiyiime) plaginda ve eklem yiizlerinde

kalmasi [55]

2.1.8 Kemik kirig: ve siniflandirilmasi

2.1.8.1 Kemik kirigi tanimi

Organizmay etkileyen i¢ ve dis kuvvetlerin etkisinde kemik dokunun anatomik
biitiinliigliniin ve devamliliginin bozulmasina “’Kirik’” denir. Kemikteki kirilma bu
etkenlerin derecesine ve kemigin bu soku absorbe edebilme yetenegine gore ufak bir
catlaktan (fissiir), bir veya bir¢cok kemigin kirilmasina ve hatta komsu eklemlerde ¢ikik
olusturabilmesine (kirikli-gikik) kadar genis bir yelpazede goriilebilir [60]. Kirigi

olusturan kuvvetin siddetine gore hasar sadece kemigin biitiinliigliniin bozulmas: ile
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kalmaz ¢evresindeki deri, kaslar, tendonlar, bag dokular, damar ve sinirler basta olmak
tizere yumusak dokular1 da etkileyebilir.

Kirig1 olusturan etkenler yaslara ve kingin bolgesine gore farklilik
gostermektedir. Dogum travmalari, diisme, kavga, trafik kazalari, spor yaralanmasi
cocukluk doneminde sik goriilmektedir. Orta yasta is kazalar ve trafik kazalari, ileri
yasta kanser ve yasliliga bagl diismeler ile karsilagilmaktadir. Yeni dogan doneminde
dogum travmasina bagli olarak en c¢ok klavikula, humerus ve femur cismi kirigi sik
goriliir. Cocuklarda humerus suprakondiler kiriklar, dirsek, 6n kol ve femur cismi
kirtlir. Geng ve orta yasta tibia, femur ve radius cismi en ¢ok hasarlanan bolgedir. Ileri
yas bireylerde femur boynu, trokanterik bolge, humerus proksimali ve radius distali en

cok kirilan alanlardir [61].

2.1.8.2 Kemik kirig1 siniflandirilmasi
Kemik kiriklar1 7 farkli kategori olarak siniflandirilabilir;
1-Kir1g1 olusturan kuvvetlere gore:

e Direkt mekanizma ile gerceklesen kiriklar

e Indirekt mekanizma ile gerceklesen kiriklar

e Direkt ve indirekt mekanizma kombinasyonu ile ger¢eklesen kiriklar
2- Kemik dokunun yapisal 6zelligine gore:

e Normal kemikte (travmatik) kirik

e Hastalikli kemikte (patolojik) kirik

e Stres (yorgunluk) kirigi
3- Kirik hattinin dis ortamla olan iliskisine gore:

o Acik kirik

e Kapali kirik
4- Kemikteki kirik sayisina gore:

e Tek kirik hatti

e Coklu kirik hatt1
5- Kirigin derecesine ve kirik hattina gore:

a) Ayrilmis (deplase) kirik
e Transvers kirtk

e Oblik kirik

17



Spiral kirik
Kopma kirigi
Parcal1 kirik

b) Ayrilmamis (non-deplase) kirik

Catlak (fissiir, linear kirik)
Yesil agag (green stick) kirig
Torus (buckle) kirig1

Cokme kirigi

Kompresyon (sikisma) kiriklar
Dislenmis (impakte) kiriklar

Epifizin ayrilmamis kiriklari

6- Kirigin kemikteki anatomik yerine gore:

e Proksimal boélge kiriklart (Proksimal epifizer ve metafizer bolge;

trokanterik bolge, femur boynu, tibia kondili vb.)

e Cisim (saft) kiriklar1 (Diafiz bolgesi; 1/3 tist, 1/3 orta, 1/3 alt bolge olarak

isimlendirilir)

e Distal bolge kiriklar1 (Distal epifizer ve metafizer bolge; suprakondiler,

malleolar, pilon, colles, vb.)

e Epifiz bolgesi kiriklar1 (Cocuklarda fizisler kapanmadan 6nceki donemde

fizis hattini etkileyen epifiz ve metafiz kiriklari)

e Kirikli- ¢ikiklar (kiriklar birlikte kirigin oldugu kemigin katildig

eklemde de ¢ikik varlig)

7- Kirilan kemigin histolojik yapisina gore:

e Kortikal bolge kiriklar

e Spongioz bolge kiriklar

o Kortikal ve spongioz bolgeyi birlikte igeren kiriklar

2.1.8.3 Kemik kirig1 nedenleri ve olusum mekanizmasi

Saglikli bireylerde travmatik yolla olusan kiriklarin baslica sebepleri arasinda

ara¢ ici veya ara¢ disi trafik kazalari, carpma, diisme, ev i¢i kazalar, is kazalari, spor

yaralanmalari, deprem ve maden kazilar1 sirasinda gogiik altinda kalma gibi dogal

felaketler, kisinin iizerine bir cismin diismesi, kesici delici alet yaralanmasi, atesli silah
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yaralanmasi, darp ve dogum sirasindaki travmalara bagli kiriklar gézlenmektedir [62].
Patolojik kiriklarda; kemik kirigi ¢ogu zaman basit travma etkisi ile veya travma
olmaksizin kendiliginden olusur. Patolojik kirik nedenleri arasinda primer veya
sekonder neoplaziler, osteoporoz, osteomalazi veya enfeksiyon gibi nedenler
bulunmaktadir. Stres kiriklar1 ise zorlamalar sonrasi olusan yorgunluk sonucunda
belirgin bir travma olmaksizin kemikte tam kirik ya da catlak olusmasi seklinde
gerceklesir. Normal anatomi ve fizyolojiye sahip olan bir kemikte distan etki eden
kuvvetler ve viicut agirliginin taginmasi adaptasyon siirecinde dengelenebilmektedir.
Ancak akut donemde ligamentlerin ¢ekmesi, organizmanin kendi i¢inden etki eden

kuvvetlerin siddeti, hizi, dogrultusu ve etkilenme siiresine gore kirtklar meydana gelir

[63].
HRe*

NORMAL BUKULME

}

{

GERILME SIKISMA (BENDING)
(CTENSION) (KOMPRESYON)
MAKASLAMA BURKULMA - - KOMBINE KOMPRESYON VE
(SHEAR) C(TORSIYON) TORSIYON YUKLENMEST

Sekil 2.10: Kirik olusturan kuvvetler ve yonleri [64]

2.1.8.4 Kemik kirig1 belirti ve bulgulari

Kiriklart  dogru tespit edebilmek icin diizgiin ve sistematik anamnez
degerlendirmede onemli yer tutmaktadir. Kisinin bilinci agik ise kendisinden, bilinci
yerinde degil ise yakinlar1 ya da gorgii sahitlerinden detayli bilgi alinmalidir. Hasta ek
patolojileri de g6z Onilinde bulundurularak sistemik ve lokal fizik muayene
uygulanmalidir. Kiriklara kas, tendon, damar ve sinir yaralanmalar eslik edebilecegi
unutulmamalidir. Radyolojik tetkikler de degerlendirmede onemli yer tutmaktadir.
Yaralanmalardaki klinik bulgular travmaya ait bulgular ve kiriga 6zgii bulgular olarak 2

sinifta incelenebilir.
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1-Travmaya ait bulgular

a) Agr ve duyarlilik: Agr1 duyusu her ¢esit travmalarda olabilmektedir ancak
kiriklarda daha siddetli goriilmektedir. Agr1 spontan, direkt ve indirekt olmak
tizere 3 farkli sekilde goriilmektedir. Spontan agr1 (hastanin travma
bolgesinde var oldugunu ifade ettigi agr1), direkt agri (travma bolgesine
bask1 uygulandiginda artan ya da aciga ¢ikan agri), indirekt agr1 (uzaktan
zorlama uygulandiginda travma alaninda ortaya ¢ikan agri) ayni bolgede

goriilmesi kirik lehine bir bulgudur.

b) Hematom: Kiriga neden olan darbenin damarlar1 yaralamasi, kirik kemik
uclarinin diger damarlar1 yaralamasi ve kirik hattindan kaynaklanan kanama
sonucu goriliir. Hematom hizla biiyliyorsa biiyiilk damar yaralanmasi

intimali atlanmamalidir.

c) Ekimoz: Doku arasina ve cilt altinda yayilan kanin cilde verdigi morluk
gorlintiisiidiir. Erken donemde travma bolgesinde goriilmesi kirik habercisi
olabilmektedir. Ekimozun rengi zaman gectikce yesilden sariya donerek
yaklastk 3 haftada gecer. Ekimoz yergekimi kuvveti etkisi ile yer
degistirmektedir. Ekimozun rengi ve alami kirigin bolgesi hakkinda fikir

verebilmektedir.

d) Fonksiyon kisithligi: Hareket sistemi elemanlari yaralandigi zaman agri
olusmasi nedeni ile eklemin hareketlerinde sinirlanma gergeklesir. Mekanik
olarak kaldirag kolu gorevi goren kemiklerde olusan hasardan dolayr hareket

bozulur.

2-Kiriga 6zgii bulgular
a) Hastanin postiirii: Hastanin durusu bazi kiriklar igin tipiktir. Ornegin alt
ekstremitelerde bir tarafta addiiksiyon, dis rotasyon ve kisalik goriiliiyorsa,

kollum femoris kirig1 veya trokanterik bolge kiriklar: diigtiniilmelidir.
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b) Krepitasyon: Kirtk uglarinin birbirine siirtinmesi sonucu palpasyon ile

hissedilen bir bulgudur. Kirik bolgesinden ¢itirt sesi alinir.

c) Deformite: Kirtk uglarmin yer degistirmesi ile olur. Kirik uglarinin
birbirinden ayrilmasina deplasman, kemik uclart birbirininin {izerine
binmigse overriding, fragmanlar birbirinden uzaklagsmigsa distraksiyon, kirik
uclariin kendi ekseni etrafinda donmesine rotasyon, 6ne, arkaya veya yan

diizeyde agilamasina angulasyon denir.

d) Anormal hareket: Bir kemikte anatomi ve fizyolojiye aykirt gdzlenen

harekettir. Kirik oldugunu gosteren dnemli bir bulgudur.

e) Palpasyon belirtlileri ve kisalik: Kemikler cilde yakin kisimlarda palpe
edilirler. Kemik kirik wuglar1i arasinda bozulan kemik devamlilig
hissedilebilir. Kemikte dlctimler yapilarak karsi taraf kemigi ile karsilastirma

yapilabilir.

2.1.8.5 Kemik kirig1 radyolojik incelemesi

Kemik kiriklarinin tanisinda konvansiyonel radyolojinin degeri fazladir. Kirigin
derecesi, sayist, kirik uclarmin durumu, kirigin yeri, yabanci cisim varligi, eklem ¢ikigi,
kirik tedavisi sirasinda uygulanan rediiksiyonu ve stabilizasyonun basarisi, kaynama
kontrolii gibi konularda iyi bir radyolojik inceleme sarttir [65]. Kirik oldugu diisiiniilen
kemigin proksimal ve distal pargalart ayni film kasedi iizerinde goriilmelidir.
Cocuklarda karsilagtirma amaci ile radyolojik incelemeler bilateral yapilmalidir. Kirik
oldugu diigiiniilen her kemigin standart olarak en az 2 yonlii (6n-arka ve yan) gerekirse

oblik ve 6zel pozisyonda ¢ekilmis direkt grafileri istenmelidir.

Cekilecek olan radyogramlari isterken anatomik pozisyon ve lokalizasyon
belirtilmelidir. Degerlendirme sirasinda radyogramlarin dogru pozisyonda ve
lokalizasyonda ¢ekildigi, kalitesi ve dozunun dogrulugu kontrol edilmelidir. Gereginde
tekrar1 istenmelidir. Filmde kirik hemen goriilse de normal goriinen diger kemikler de

dikkatle taranmali, eslik eden bir hastaligin varlig1 da kontrol edilmelidir ve sonrasinda
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kirik bolge ayrintili olarak incelenmelidir. Grafide goze carpan kirik yoksa fizik

muayenede direkt ve indirekt agri bolgesi kapsamli olarak incelenmelidir.

Eklem ici kiriklarda, pelvis kiriklarinda, vertebra kiriklarinda ve siipheli
durumlarda BT daha ayrintili ve kesin inceleme olanagi saglamaktadir. Yaralanmada
yumusak doku degerlendimesi i¢in MR ¢ekilmesi eklem i¢i kiriklar ve patolojilerde,
norolojik defisit bulunan vertebra kiriklarinda, patolojik kiriklarda ve silipheli

durumlarda yararli bilgiler saglamaktadir [66].

2.1.9 Kirik iyilesmesi

2.1.9.1 Kirik iyilesmesinin evreleri

Kemik dokuda ortaya c¢ikan hasar tamir mekanizmalari bozulan kemik
biitiinliiglinlin tekrar kazanilmasi yoniinde olmaktadir. Kemik kiriklarinda skar (nedbe)
dokusu olusmamakta, olusan hasar kirik olustugu andan itibaren baslayarak diizenli
kemik dokusu olusana kadar devam etmektedir. Kemik iyilesmesi biyolojik olarak

primer ve sekonder iyilesme olarak 2 grupta incelenebilir:

1-Primer veya direkt kemik iyilesmesi (internal remodelizasyon)

Genellikle ayrilmamis kemik pargalarinin rijit osteosentez uygulanmasi sonrasi
dis kallus olusmadan i¢ kallus dokusunun birbirine temas eden kisimlar1 arasinda olan
lyilesme olarak tariflenebilir. Radyolojik incelemede kallus goriintiisii gézlenmez.
Kikirdak model kemiklesmesi gézlenmez bu nedenle intramembrandz kemiklesmeye

benzetilebilir [67].

2-Sekonder ya da indirekt kemik iyilesmesi (kallus olusumu)
Goreceli stabilite ile gerceklesen kallus gelisimi ile karakterize iyilesme seklidir.
Radyolojik ve histolojik olarak inflamatuar donem, tamir déonemi ve remodelizasyon

donemi olarak ii¢ donemde incelenebilir (Sekil 2.11).
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INFLAMATUVAR TAMIR REMODELIZASYON
DONEM DONEMI DONEMI

FAZIN
GELiSIMI

= 10%- 10%

40%
ZAMAN

Sekil 2.11: Kirik iyilesmesi donemleri [68]

a) Inflamatuar (yangi, hematom) donem (1-4 giin)

Travmaya ugrayan herhangi bir dokuda ilk olusan yanit yangidir. fyilesmenin ilk
4 giinliik sliresinde azalarak yerini tamire birakir. Kemik travmaya ugrayip kirildiginda
kirik uglart arasinda lenf sivisi ve kan gollenerek kirik hematomunu olusturur. Artan
basing etkisi ile periostu eleve eder. Kanama regiilasyonu icin bolgeye trombositler go¢
eder ve trombotik faktorler salgilarlar. Hematomun basinci kirik uglarmi bir arada
tutmaya yardimci olarak kemik iyilesmesi i¢in uygun ortami saglar [69]. Kirik
hematomunun disar1 bosalmasi kirik iyilesmesinde gecikmelere yol acabilmektedir.
Kirik hematomu onarim hiicrelerinin aktivitelerini kolaylastiracak fibrinden yapilmis

iskelet rolii gormektedir [70].

Inflamasyon bélgesinde bulunan trombositler ve diger hiicreler tarafinca biiyiime
faktorleri, EGF, FGF, PDGF, TGF-B ve IL-1, IL-6 salinarak kirik iyilesmesinde énemli
olan hiicre go¢ii, periosteal hiicre gogalmasini saglar ve kemik matriksi sentezi uyarilir
[71]. Kirik olusumunu takiben vazokonstriiksiyon ger¢eklesir. Bunu takiben mast
hiicrelerinden histamin salinmasina sekonder arteriol ve veniillerde vazodilatasyon

gbzlenir. Bu nedenle plazma eksiidasyonu olusur ve kirik bolgesinde 6dem olusur.

Kirik bolgesinde anastomozdan sorumlu olan havers sistemi bozulmakta ve
dolasim bozulmasina sekonder osteositlerde lizis gergeklesir. Boylece kirik uglar
arasinda 1-5 mmlik bolgede nekroz gelisir. Yumusak doku hasar1 ve trombositlerin
degraniile olmasi ile birlikte 6lii dokulardan aci§a c¢ikan sitokinler vazodilatasyon,

hiperemi, makrofaj ve notrofil kemotaksisi yaparak inflamatuar cevaba tetiklerler [72].
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b) Tamir donemi (2-40 giin)

Inflamatuar hiicreler nekrotik dokular1 rezorbe ederken fibroblastlar bdlgeye
gelerek onarim donemini baslatirlar. Ik basamak hematomun organize olmasidir.
Onarim doneminde ilk 48 saat igerisinde periosteumun kambium tabakasinda,
endosteum ve kiriga yakin bolgelerdeki havers kanallarinda bulunan osteoprogenitor
hiicrelerde hiicre proliferasyonu baslatilir. Proliferasyon sonucu kirik uglarindaki
bosluklar hiicrelerle dolarlar. Lokal aracili mekanizmalar ile oncii hiicreler, yeni damar,
fibroblast, hiicreler arasi madde, destek hiicreleri olusturmak {iizere farklilagmaya
baslarlar. Kirik hattindaki hiicresel aktivitenin baglamasi kimyasal, elektriksel ve

mekanik faktorler ile gergeklesmektedir [73].

Onarim sirasinda kirik bolgesindeki graniilasyon dokusu ve periosteumunda
osteojenik tabakasi ve az oranda endosteumda bulunan mezenkimal kokenli pluripotent
hiicreler degisime ugrayarak kemik iyilesmesini hizlandirirlar. Fibroblastlar kollajen
sentezlerken kondroblastlar kollajen ve GAG salgilarlar [67]. Kemik icerisinde kollajen
miktarr arttik¢a kemigin dayanikliligi artmaktadir.

Kirik bolgesinde mezenkimal hiicre niifusu 32. saatte en list diizeye ¢ikmaktadir
[74]. Bolgede yeni damar olusumu 2-3 giinde mikroskobik olarak goriilebilir hale
gelmektedir. Dolagimin iyi oldugu alanda osteojenik hiicreler cogalmakta ancak distal
kisimlara girildikge dolasimin azaldigi bolgede mezenkimal hiicreler kondroblast ve
kondrositlere farklilagarak kikirdak dokuyu olustururlar. Fibroblastlar ve kondroblastlar
tarafindan salgilanan matriks graniilasyon dokusuna doniisiir ve bu graniilasyon dokusu
(yumusak kallus) endokondral kemiklesmeye ugrayarak siingerimsi kemige doniisiir.
Kemik kallus gelisimi gerilimin en az oldugu kirik hattinda periferden baslar ve
merkeze dogru gelisimini siirdiriir. 2-6 haftalik stiregte kirik uglari arasinda ve
cevresinde osteoid doku gelisir. 6-12 haftada kemiklesme gerceklesir ve mekanik
zorlamalara dayanikli kemik meydana gelir. 12-26 haftada kallus dokusu olgunlasir ve

6-12 ayda kemik pargalar1 arasinda kortikal kaynama tamamlanir [75].
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(b)

Sekil 2.12: Kirik iyilesmesi tamir evreleri a)Hematom b)Yumusak kallus c)Sert kallus
d)Remodeling [76]

c) Remodeling donemi (4-16 hafta)

Iskelet sistemi ileri derecede 6zellesmis hiicreler ve kompleks yapida molekiiller
Icerem dinamik bir organdir. Dis etmenler ve biyomekanik stres disinda periyodik
olarak yeniden yapilmaktadir. Yeniden yapilma siirecinde bircok faktér mevcuttur
(Tablo 2.1). Kemik remodeling sathasi 1 yila kadar uzayabilse de ortalama 6 ayda
tamamlanmaktadir. Kemik yikim siireci yaklasik 1 ay, yapim siireci ise 5 ay civaridir
[77].

Tablo 2.1: Kemigin yeniden yapilandirilmasinda rol oynayan faktorler [78]

HORMONLAR
I. Polipeptid hormonlar Paratiroid hormon
Kalsitonin
Insiilin
Biiyiime hormonu
II. Steroid hormonlar 1,25-dihidroksivitaminD3
Glukokortikoid
Seks steroidleri
HI. Tiroid hormonlar
LOKAL FAKTORLER
I. Kemik hiicre kaynakli Insiilin benzeri biiyiime faktorii
B2-mikroglobulin
TGF-p.
II. Kartilaj kaynakh Insiilin benzeri bilyiime faktorii
Fibroblast biiyiime faktorii
III. Kan hiicre kaynakh Interlokin-1
TNF-a
IV. Diger RANKL
Osteoprotegerin
Prostoglandin
Nitrik oksit
Makrofaj koloni uyarici faktor
Mekanik yiiklenme
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Kemik dokunun remodelingi 5 temel fazda incelenebilir:

1- Aktivasyon: Preosteoklastlarin uyarilmasini takiben sitokin ve biiylime faktorleri
etkisinde olgun osteoklastlara doniismesi.

2- Rezorpsiyon: Osteoklastlarin eski kemik dokusunun mineral matriksini
sindirmesi

3- Geridoniis: Rezorpsiyonun sonlanmasti

4- Formasyon: Osteoblastlarin yeni kemik matriks salgilamasi

5- Istirahat: Osteoblastlarin yeni kemik iizerinde dinlenen BLCye doniismesi.

Eriskinde herhangi bir zamanda trabekiiler kemigin %80’i, kortikal kemiklerin

%95°1 istirahat halinde bulunmaktadir. Kemik doku remodeling dongiisii, istirahat
halinde bulunan ve BLC ile kapli kemik yiizeyinde sitokin ve bilyiime faktorleri
kontroliinde aktivasyon siireci ile baslar [79]. Aktivasyon baslangicinda RANKL ve M-
CSF’i de kapsayan osteoklastojenik faktorler etkisi ile HKH’ler ince mineralize
olmamis osteoid dokunun iizerine gelerek olgun osteoklastlara doniisiirler [80]. Olgun
osteoklastlar IGFs, TGF-B, BMPs, FGF ve PDGF vb. faktorler etkisinde kemik dokuya
yapisarak rezorpsiyon siirecini baslatirlar [81]. Kemik yapisma ylizeyinde bulunan
osteopontin, kemik sialoproteini ve osteonektin sayesinde osteoklastlarin yapigmasi
saglanir ve 2-4 hafta siirecek yikim siireci gerceklesir. Yikim siireci sirasinda yeni
kemik olusumunun engellenmesi i¢in osteoklastlar tarafinda semaforinler ailesinden
semaforin4D salgilanir. Osteoklastlar ile osteoblastlar arasindaki iletisim yolu olan
semaforindD osteoblast iizerindeki PlexinB-1 reseptoriine tutunarak osteoblast
farklilasmasini engeller. Boylelikle kemik yikimi yeni kemik yapimi olmadan devam
edebilmektedir [82].

Rezorpsiyon fazi tamamlanmasi sonrasinda 1-2 hafta siirecek olan geri doniis
faz1 baglar. Olgun osteoklastlarin membraninda bulunan EphrinB2/ephrinB4 baglayici
bolgelere ephrin2 ve ephrin4 baglanarak osteoklastogenezisi inhibe ederler. Ayrica ayni
molekiiller osteoblastlarin  farklilagmasini  tetiklemektedir [83]. Bu asamada
osteoblastlar i¢in reseptdr gorevi goren osteopontin birikir. Osteopontin daha sonra
kalsiyum hidroksiapatit kristalleri ile mineralize olur. Osteoblastlarin yeni kemik
matriksi salgilamasiyla kemik dongiinii tamamlanir ve kemik doku istirahat donemine

girer.

26



2.1.9.2 Kirik iyilesmesinin diizenlenmesi

Kemik iyilesmesinin diizgiin siirdiiriilebilmesi i¢in yerel ve sistemik

mekanizmalarin devreye girmesi gerekmektedir. Kemik dengesi prostoglandinler ve

kemik uyarict faktorleri gibi  kenetleyici  “‘coupling’  faktorler sayesinde

diizenlenmektedir.

1-

Prostoglandinler: Hiicre membraninda bulunun arasidonik asitten meydana
gelen yag asitleridir. Hiicre duvarinin ve kollajen yapmin zarar gérmesi
durumunda sentezlenir. Inflamatuar hiicrelerde kemotaksise neden olurlar.
Guglii  vazodilatator  etkili ve hiicre proliferasyonunu tetikleyici
niteliktedirler. Lenfositlerde antikor yapimini diizenlerler ve hiicre
membraninda  Ca*?  transportunu  kolaylastirirlar. Osteogenesis,

kondrogenezis ve kondroliziste etkilidirler [71].

Kemik uyarici faktorler: Farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin mitozunu

destekler ve osteogenezise yardimet olurlar (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: Kemigin uyarici faktorler ve kemik iyilesmesindeki rolleri [84].

Kemik Uyarici Faktor | Kirik iyilesmesindeki rolii

TGF-B: Enflamasyon ve doku onarimindan sorumludur. En 6nemli kaynagi kemik dist
matriks ve trombositlerdir. Hiicrenin integrin reseptdrlerini uyararak hiicre dist
matriks bilesenlerinden kollajen, fobronektin ve proteoglikan olusumunu
arttirir. Grantilasyon dokusu olusumunu arttirir.

BMP: Yaralanan kemik dokudan salgilanir. Mitojen ve doniistiiriiciidiir. Mezenkimal
hiicrelerin kikirdak ve kemik hiicrelerine doniistimiinii saglar.

FGF: Kikirdak ve fibroblast i¢in mitojendir. Kikirdak olusumu asamasinda kallusu
genisletir.

PDGF: Fibroblast ve kemik hiicreleri i¢in mitojendir. Bag dokusunda kollajen sentezini
arttirir. Fibroblast proliferasyonu, mezenkimal hiicre mitozu monosit ve
makrofajlarin kirik bolgesine gogiinii arttirir.

IL: Makrofaj ve monosit kokenlidir. IL-1 fibroblast ¢ogalmasi, kollajenaz ve PGE-
2 iiretimi ile ilgilidir. Osteoklastlar1 uyararaz kemik rezorpsiyonuna neden olur.

Plazma fibronektini: Anjiogeneziste mitojenik etkilidir.

Somatomedin C: Iskelet sistemi {izerinde biiyiime hormonu benzeri etkilidir. Kondroblastlarin
boliinme, doniigiimiinii ve kemik matriksi olusumunu hizlandirir.

EGF Kemik geri emilimini hizlandirir.
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CDGF

Iki tipi bulunmaktadir. Tip II kollajen ve hiyaliironik asit i¢in diizenleyicidir.

MDGF Sicanlarda osteoblast benzeri hiicreler ve kondrositler i¢in mitojendir.
ECGF Kikirdak ve kemik i¢in mitojendir.
ECDGF Yeni damar olusumu i¢in mitojendir.

2.1.9.3 Kirik iyilesmesini etkileyen faktorler

Kemikte yara iyilesmesini olumlu ya da olumsuz olarak etkileyen bir¢ok yerel

ve sistemik faktor bulunmaktadir [85].

1-
°

Kirik iyilesmesini olumlu etkileyen faktorler
BMPler

Prostoglandinler

Parathormon

Kalsitonin

D vitamini

Biiyiime hormonlar1 ve biiytime faktorleri

TZP uygulanmasi

Gen tedavisi

Ameliyat sirasinda uygulanan kemik grefti ve demineralize kemik matriksi
Kafa travmasi varmigi

Anabolik steroidler

Diisiik kuvvette lazer uygulamasi

Hiperbarik oksijen tedavisi

Ultrason

Manyetik alan

Elektrik akimlari

Kirik hematomunun varlig

Kirik iyilesmesini olumsuz etkileyen faktorler
Yiiksek enerjili travmalar ve genis yumusak doku hasari

Kirik uglarinin birbirinden ayrilmasi veya aralarina yumusak doku girmesi
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e Besleyici damarlarin hasar gérmesi

e Yapilan cerrahi rediiksiyon sirasinda asir1 diseksiyon yapilmasi sonucu yumusak
doku hasar1

e Kingin transvers, parcali veya segmenter olmasi (spiral ve oblik kiriklar daha
hizli iyilesir)

e Agcik kirik (hematomun bosalmasi, kontaminasyonu ve enfeksiyon olasilig)

e Rediiksiyonun basarisizlig1 veya yetersiz stabilizasyon

e Enfeksiyon

e lleri yas

e Eklem ici kiriklar (sinovyal sivinin kirik iyilesmesini bozucu etkisi)

e Kirik dncesi patolojik durum varlig

e Spongioz kemik igermeyen veya kortikal kemik icerigi yiiksek kiriklar

e Beslenme ve saglikli metabolizmay1 etkileyen her tiirlii sistemik hastalik
(diyabet, KBH, maligniteleri sistemik enfeksiyonlar, anemiler vb.)

e Kemoterapi

¢ Radyoterapi

e Sigara kullanim1 (nikotin)

e Kortikosteroidler

2.1.10 Kirik tedavileri

2.1.10.1 Hayati tehlikesi olan kirik hastasina yaklasim

Trafik kazasi, darp, yiiksekten diisme vb. travmalar sonrasi tiim viicutta kiriklar
goriilebilmektedir. Travma hastas1 hizli bir sekilde degerlendirilerek ilk yardim ABCD
kurallarina uygun olarak miidahale edilir. A (airway, hava yolu); hava yolu kontrol
edilerek aciklig1 engelleyebilecek olan takma dis, yabanci cisimler kontrol edilir.
Kontrol sirasinda dil posteriora diismiis ise ¢ene yukariya ve bas hafifce arkaya itilerek
hava yolu agilir. Liizum halinde endotrakeal tiip takilmalidir [86]. B (breathing,
solunum); solunum kontrol edilerek yetersiz olmas1 halinde oksijen tedavisi uygulanir.
Solunum yetersizliginde hizli sekilde entiibasyon planlanmalidir. C (Circulation,
dolasim) Kardiyovaskiiler sistem kontrolii periferik nabiz kontrolii ile birlikte

yapilmalidir. Kardiyak arrets olmasi durumunda vakit kaybetmeden giincel prensiplere
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uygun olarak kalp masajina baglanmalidir [87]. D (disability, sakatlik durumu) sistemik
norolojik muayene yapilarak pupil refleksi, agrili uyarana cevap ve motor aktivite gibi
parametrelere bakilir. Muhtemel sivi agigt damar yolu uygulanmasi sonrasi

diizeltilmeye c¢aligilir.

Hasta ile ilk karsilasmada servikal vertebra travmasi siiphesinde boyun iki
yanina ince yastik veya kum torbalar1 konulur. Imkanlar dahilinde servikal boyunluk
var ise dikkatlice takilir (Sekil 2.13). Hasta sert bir zemine yatirilir. Torakolomber
travma varliginda lomber lordoz ince yastiklar ile desteklenir ve gévdenin dénmesi
engellenir. Kurtarma sirasinda kirik stabilizasyonu saglanmaz ise hareket ile ek hasar

riski mevcuttur.

Sekil 2.13: Travmali hastanin taginmasi [88]

Ust ekstremite kirik ve ¢ikiklarinda iiggen bandaj, omuz askis1 gibi gecici tespit
materyelleri kullanilabilir. Alt ekstremitede kirik diisiiniildiigii durumlarda ektremite
gecici atellerle tespit edilmelidir. Tespit i¢in uygun malzeme olmamasi durumunda kirik

ekstemite saglam tarafa sargi ile tespit edilebilir.

2.1.10.2 Kirik tedavi yontemleri
Kirik tedavisinde ilk olarak konservatif tedavi yontemleri tercih edilmektedir.
Konservatif tedavi yontemleri; sirkiiler alci, atel, sargi ve bandaj uygulamalarim

icermektedir. Kaymamis (non-deplase) kiriklar dogrudan sirkiiler algilama yontemi ile
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tedavi edilebilirler. Kaymis (deplase) kiriklar ise rediiksiyon manevralari ile normal
anatomik pozisyonuna getirilerek atel veya sirkiiler alg1 ile tespit edilirler. Kapali
rediiksiyonun basarisizligi durumunda veya cerrahinin kesin endikasyonu olan bir

kirikta yine gegici tespit saglamak icin al¢1 veya atel yontemleri kullabilmektedir.

1- Algu, atel, sarg1 ve bandaj uygulamalari

Giintimiizde sik kullanilan kireg al¢1 ilk defa 1852 yilinda Antonius Mathijsen
tarafinca kullanilmistir [89]. Kimyasal olarak anhidroz kalsiyum siilfat (CaS0O4)2H20
yapisinda olan al¢1 tozunun gézenekli sargi bezine emdirilmesi ile elde edilir ve kuru
olarak 7.5-10-15 c¢m boyutlarinda rulolar halinde bulunur. Algt su ile temas ettiginde
yapisindali kalsiyum hidrate olur ve disari 1s1 yayarak sertlesir. Kurudukga sertlesen alg1

ektremitenin ¢evresini tamamen katediyorsa sirkiiler al¢1 adi verilir (Sekil 2.14).

Sekil 2.14: Sirkiiler alg1 goriintimii [90]

Ekstremitenin ¢evresini tam olarak sarmayan ve genellikle aksiyel olarak
yarisini saracak sekilde alg1 plakalara oluklu al¢1 ya da alg1 atel denir. Ateller genellikle
iste ekstremite i¢in 8-12 kat, alt ekstremite i¢in 15-20 kat acilmis al¢1 kat1 kullanilarak
yapilmaktadir. Ekstremitenin tasiyacagi ylik miktarina gore al¢1 katman seviyeleri

ayarlanmaktadir. Al¢ilama sirasinda dikkat edilmesi gereken hususlar sunlardir;

e Sirkiiler al¢1 dolasima miisade edecek kadar sikilmalidir.

e Alci sarilirken ekstremitenin etrafinda kendi agirligiyla dondiiriilmelidir.
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e Her zaman distalden proksimale dogru sartlmalidir.

e Eklem yerlerini 8 figiirii seklinde gegmelidir.

e Alg1 sarilirken bir once sarilan karin Y% si ile 2/3 {inii ortecek sekilde
sarilmalidir.

e Yeterli saglamlik i¢in en az 8§ kat sarilmalidir.

e Proksimale ulasinca tekrar distale dogru sarilip sonra proksimale
doniilmelidir.

e Bir alg1 rulosu sarilip digeri sarilmaya baslanmadan 6nce ekstremitenin

kivrimlarina oturtulmasi gerekmektedir.

Algilama islemi igin sentetik algilarda kullanilabilmektedir ancak daha ¢ok
tecriibe ister ve kalsiyum stilfat al¢1 gib rahat sekillendirme saglanamayabilir.
Sentetik alcilarin en O6nemli avantaji sudan etkilenmemesidir. Elastik bandaj
genellikle yumusak doku lezyonlarinda kismi bir tespit saglama ve 6demi
azaltmak amaci ile uygulanmaktadir. Ayrica pediatrik grup hastalarda klavikula
kiriklarinda elastik bandajla figiir 8 bandaji yapilabilir. Ekstermiteye elastik

bandaj sarilirken al¢gilamada oldugu gibi distalden baslanarak orta sertlikte sarilir
[85].

2- Traksiyon uygulamasi

Traksiyon uygulanmasi kiriklarin agik rediiksiyonu, gegici tespit ya da
kademeli rediiksiyon saglamak amaci ile kullanilabilir. Bazi durumlarda basit
traksiyon ile kirik kapali rediiksiyonu saglanabilmektedir. Kirigi immobilize
edilip agriy1 ve yumusak doku hasarin1 azaltmak amaci ile uygulanabilmektedir.
Bu amagla kullanilan yonteme indirekt traksiyon (cilt traksiyon) denilmektedir.
Ornegin cilt traksiyonu tibia her iki yanma cilt aparatlar1 yapistirilarak iizerine
elastik bandaj uygulanarak saglamlagtirilir ve traksiyon kilidinin ucuna yaklagik
3 kg kadar agirhk asilarak sallandirilir. Kiriklarin  kademeli  olarak
rediiksiyonunu saglayan uygulamalara direkt traksiyon (iskelet traksiyonu)
denilir. iskelet traksiyonu siklikla kiriktan uzak bolgeden gegirilen steinman
civisinin cilt diginda kalan uclarma iizengi gecirilerek ucuna ip ve makara

sistemi baglanmasiyla saglanir (Sekil 2.15).
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ISKELET TRAKSIYONU
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CILT TRAKSIYONU
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Sekil 2.15: Cilt ve iskelet traksiyonu [85]

3- Eksternal fiksasyon

Kirik hatlarinin distal ve proksimal bdlgelerinden kemige uglar cilt disinda
kalacak sekilde uygulanan ¢ivi, vida veya tel konulmasi sonrasinda bunlarin cilt
disinda kalan uglarinin eksternal metal veya karbon fiber cihazlarla tespit
edilmesine eksternal fiksasyon denir. Eksternal fiksasyonu saglayan cihazlara da

eksternal fiksator adi verilmektedir.

Ik olarak 1843 yilinda Malgaigne tarafindan temel prensipleri tariflenen
eksternal fiksatorler 1900°li yillarda Parkhill tarafinda diafizer kiriklarin
monolateral freymleme tedavisinde kullanilmistir. 1950°1i yillarda Garvill
Ilizarov tarafindan sirkiiler fiksatdrler ve transfiks teller tarif edilmistir [91].
Glinlimiizde ilizarov eksternal fiksatorleri kirik fiksasyonu tedavisinde

kullanilmaktadir (Sekil 2.16).

Eksternal fiksatorlerin en Onemli avantaji kirik hatlarinin  agilmadan
yapilabilmesi boylece kirik iyilesmesinde énemli olan kirik hematomunun kirik
hattinda kalmasi saglanmaktadir. Eksternal fiksasyon islemi ameliyathane

kosullarinda genel ya da rejyonel anestezi altinda yapilir. Eksternal fiksatorlerle
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kiriklara 3 boyutlu miidahale edilebilmekte ve geregi halinde distraksiyon veya
kompresyon uygulanabilmektedir. Giiniimiizde ilizarov sirkiiler eksternal
fiksatorler, AO tiibiiler eksternal fiksatorler ve dinamik aksiyal fiksatorler

kullanilmaktadir [93].

Sekil 2.16: ilizarov sirkiiler eksternal fiksatorii [92]

4- Internal fiksasyon

Kirik bolgesinde agik rediiksiyon sonrasi kirik pargalarini tespit etmek amaci
ile kemik doku igerisine madeni tespit cihazlar1 (implant) konulmasi isleminin
biitiiniine osteosentez ad1 verilir. Osteosentez igin genellikle plak, vida ve kirgner
telleri kullamlmaktadir. Internal fiksasyon yapilmasi igin kirik hatlarinin
acilmasi sart degildir (Sekil 2.17). Intramediiller civiler veya TEN ile sadece

¢ivinin girecegi yer agilarak internal fiksasyon saglanabilir [94].

Internal fiksasyon igin kullanilan implantlarin;
e Yeterli dayanikliliga sahip olmalar
e Biyolojik olarak uyumlu olmalar1 ve toksik olmamalari
e Yipranma ve asinmaya kars1 dayanikli olmalari
e Viicut icinde reaksiyon yaratmamalari veya viicut tarafinca

reaksiyona maruz kalmamalidir.
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Giliniimiizde paslanmaz ¢elik, titanyum alagimlari ve kobalt-korm madenlerinden

yapilan internal implantlar kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan implantlar:

e Kirsner telleri, serklaj telleri, kilitli kirsner telleri

e Knowles civileri, Steinman ¢ivileri, Kiintscher intramediiller ¢ivisi, Rush
¢ivisi, Smith Petersen ¢ivisi, Kilitli intramediiller ¢iviler, Staple ¢ivileri,
Ender intramediiller ¢ivileri

e Schanz vidalar, kortikal vida, spongioz vida, malleol vidasi, kaniile
vidalar, interferans vidalari

e Vertebral anterior ve posterior enstrumantasyonlari

e Parsiyel veya total endoprotezler

e Diiz plaklar, rekonstriikksiyon plaklari, kompresyon plaklarii sinirh
temaslit kompresyon plaklari, semitiibiiler plaklar, 1/3 tiibiiler plaklar,
dinamik kalga plagi, dinamik kondil plagi, harris miiller plagi, L plak,
Jewett plagi, T, plak ve anatomik plaklar kullanilmaktadir [85].

Sekil 2.17: internal fiksasyon: Plak, vida ve mediiller ¢ivi rnekleri [95]

Acik rediiksiyon ve internal fiksasyon yontemileri kapali rediiksiyon
yontemlerinin basarisiz oldugunda kiriklarda kesin olarak uygulanmalidir. Bazi
kiriklarda da mutlak olarak agik cerrahi gerektirmektedir. Bu kiriklar;

e Kopma kiriklart (olekranon, patella, fibula bas1 vb.)
e Eklem ici kiriklar
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e Interpozisyon kiriklari

e Kiriklr ¢ikiklar

e Bazi epifiz kiriklar1 (Salter-Harris tip -1V kiriklar)
e Replantasyon yapilirken

e Instabil vertebra kiriklar:

e Psodoartrozlar

e Biiyiik damar yaralanmasi eslik eden kiriklardir.
Acik rediiksiyon ve internal fiksasyon multiple kiriklar, patolojik kiriklar,

kaynama gecikmesi, rediiksiyon vetespiti kapali yontemlerle gilivenli olmayan

(tibia, humerus vb.) kiriklarda relatif endikasyondur.
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2.2 KRONIK BOBREK HASTALIGI

2.2.1 Kronik bobrek hastaligi tanimi

Kronik bobrek hastaligi (KBH), bobrek yapisini veya fonksiyonlarini etkileyen
pek ¢ok hastaligi iceren genel bir terimdir. Bobregin patolojik, laboratuvar veya
goriintiileme yontemleri ile gosterilmis yapisal ya da fonksiyonel bozukluklarmin 3 ay
veya daha uzun siire var olmasi ya da bobrek hasari olsun ya da olmasin, altta yatan

hastaliktan bagimsiz olarak glomertiler filtrasyon hizinin {i¢ ay veya daha uzun siire ile

60 ml/dk/1.73m? nin altinda kalmasi olarak tanimlanmaktadir (Tablo 2.3) [96].

Tablo 2.3: Kronik bobrek hastaligi tani kriterleri [96]

Bobrek nakli varligi
Albuminiiri (>30mg/giin)
Bobrek hasar1 bulgusu Bobrek biyopsisinde bobrek hasari

Goriintiillemede bobrek hasari

Glomeriiler filtrasyon hizi GFH (<60 ml/dk/1.73m?)

Bobrekler viicutta hemostaz saglanmasi, katabolik artiklarin uzaklastirilmasi ve
elektrolit dengesinin saglanmasindan sorumludur. Ayrica eritropoetin sentezi ile
eritropoezde rol almaktadir. Endokrin olarak kemik kalsiyum-fosfor dengesini
saglamaktadir. Proteinlerin ve besin maddelerinin bobrek glomerullerinden re-absorbe
ederek malnutrisyonu engellemektedir. Bu dengenin bozuldugu KBH’li hastalarda
bobregin anatomik yapist ve fonksiyonundaki geri doniigsliz ve ilerleyici bozulma ile
birlikte yiiksek mortalite ve morbiditeye neden olan kronik bobrek yetmezligi

gelisebilmektedir.

2.2.2 Kronik bobrek hastahig epidemiyolojisi

KBH epidemiyolojisi ile ilgili veriler hastaligin 6zellikle erken evrede bulgu
vermemesi neden ile sinirlidir. ABD’de 20 yas istii niifusun %16.8” sinin KBH oldugu
bildirilmistir [97]. Tirkiye de on binin {izerinde erigkin hastay1 kapsayan CREDIT
(Chronic Renal Disease in Turkey) g¢alismasinda KBH prevalanst %15.7 olarak
saptanmustir [98]. 18 yas alt1 niifusta Avrupa da Evre 111-V KBH insidans1 milyonda 11-
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12, Evre IV-V igin milyonda 8 olarak bildirilir iken Latin Amerikada milyonda 2.8-
15.8, Ortadogu ve Giiney dogu Asyada milyonda 38 olarak bildirilmistir [99]. Tiirkiye
de 19 yas alt1 ¢ocuklarda KBH insidansi milyonda 10.9 olarak bulunmustur [100].
Tedavi edilmedigi durumda mortalite ile seyreden KBH’a bagli olarak 2013 verilerine

gore diinyada yaklagik 950.000 kisi hayatin1 kaybetmistir [101].

2.2.3 Kronik bobrek hastalig: etiyolojisi

KHB sikligi iilkelere ve toplumlarin gelismislik diizeyine gore degisiklik
gostermektedir. ABD’de son donem bdbrek yetmezliginin %39’u diabetes mellitus,
%26’ s1 hipertansiyon ve %]11° i glomerulonefrite sekonder gelismektedir [102].
Ulkemizde Tiirk Nefroloji Derneginin verilerine gére en stk KBH nedeni kronik
glomerulonefrit, diyabetis mellitus ve hipertansiyondur [103]. Ulkemizde son yirmi
yilda KBH etiyolojisinde diyabetik ve hipertansif nefropati oraninda artma
gdzlenmektedir. Omriin uzamasi ve erken kardiyovaskiiler mortalitenin azalmasina

bagli olarak yaslilarda KBH’1n en sik nedeni hipertansiyon olmustur.

Tablo 2.4: Kronik bobrek hastaligi nedenleri [104]

Hastalik Tirkiye (%) | Avrupa (%) ABD (%)
Glomerulonefrit 14,2 13 7,8
Diabetes Mellitus 22,8 21,2 447
Hipertansiyon 18,1 11,8 28
Polikistik Bobrek Hastaligi 49 5,7 2
Kronik Interstiyel Nefritler 45
Urolojik Hastaliklar 6 2,7

(tas, obstruksiyon, VUR vb.)

Renal Amiloidoz 2,1

(primer veya sekonder)

Bilinen diger nedenler 5,5

Nedeni bilinmeyen 22 20,2 4
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2.2.4 Kronik bobrek hastahig ile GFH iliskisi
KBH smiflandirmasinda pratikte en sik 2012 yilinda Kidney Disease Global

Improving Outcomes (KDGIO) grubunun yayinladigi kilavuz kullanilmaktadir [105].

Bu kilavuzda GHF’nin diististiniin ve albiiminiiri artisinin; hastaligin ciddiyeti ve diyaliz

tedavisi ihtiyaci ile iliskili oldugu yaymlanmistir. Buna gore 3 aydan uzun siireli

GFH’nin 30ml/dk altinda seyretmesi yiiksek KBH riski tagimaktadir.

GFH egzojen veya endojen filtrasyon belirtegleri ile hesaplanmaktadir. Egzojen

hesaplama, verilen bir maddenin idrar ve kandaki klirensi hesaplanarak bulunur. Bébrek

fonksiyonlarmi en iyi gosteren belirte¢ iniilin klirensinin hesaplanmasidir. Endojen

hesaplama yonteminde ise serum kreatinin, kan {ire nitrojeni (BUN), sisplastin C, B2

mikroglobulin kullanilmaktadir. Serum kreatinin, tubuler sekrete edilebilmesi ve kas

Kitlesi ile iligkisi nedeni ile ¢ok giivenilir bir parametre degildir. Serum kreatinin

diizeyindeki her iki kat artis GFH’de %50 azalma olarak kabul edilmektedir [106].

Tablo 2.5: GFH kategorileri; Yesil: Diigiik risk Sari: Orta risk Turuncu: Yiiksek risk,

Kirmizi: Cok yiiksek risk belirtmektedir. [105]

Persistan albuminiiri seviyeleri

Al A2 A3
Normal veya Orta derece Ciddi derece
hafif yitkselme yukselme yikselme
<30mg/g 30-300mg/g >300mg/g
<3mg/mmol 3-30mg/mmol >30mg/mmol
Gl Normal veya yiiksek >90
g ~) G2 Hafifce azalma 60-89
= £
§n g G3a Hafif-orta azalma 45-59
e =
b = G3b Orta-ciddi azalma 30-34
= =
QLS E G4 Ciddi azalma 15-29
G5 Bobrek yetmezligi <15

Hastalarin klinik semptom ve bulgulari, bobrek yetmezliginin derecesi ve

gelisme hizi ile yakindan iligkilidir. Canlilarda bébrek dokusunda azalma oldugu zaman

geri kalan nefronlarda adaptasyon meydana gelir. Her evredeki adaptasyonun derecesi

klinik ve biyokimyasal anormallikler ile seyretmektedir.
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Bobrek fonksiyon kaybi minimal iken (<%60), fizyolojik adaptasyon tamdir.
GFH’nin %50 altina inmesi ile renal hasara rol acan nedenler kompanse edilebilse de
ilerleyici bir fonksiyon kaybi1 baglar. GFH nin normal degerinin %20’sinin altina inmesi
ile birlikte progresif anoreksi, bulanti, kusma, tuz retansiyonu, asidoz, uykusuzluk,
anemi, kas yorgunlugu ve kan basincinda yiikselme gozlenir [107]. GFH nin 15 ml/dk
altina inmesi ile son dénem bobrek yetmezligi s6z konusundur. Hastalar diyaliz, renal
transplantasyon gibi replasman tedavilerine ihtiyag duyarlar. KBH’1n belirtileri, protein
yikim {riinlerinin kanda artmasi, sivi-elektrolik ve asit-baz dengesi bozukluklar1 olarak

ortaya ¢ikmaktadir. Bu bozukluklar tiim sistemleri etkilemektedir.

2.2.5 Kronik bobrek hastaligimin sistemik etkileri

Hastalarin klinik semptom ve bulgular1 bdbrek yetmezliginin derecesi ve
gelisme hizi1 ile yakindan iligkilidir. KBH viicutta yaygin kronik enflamasyona neden
olmaktadir. Gupta ve ark. yaptigi ¢alismada pro-inflamatuar sitokinlerin ve akut faz
proteinlerinin bdbrek fonksiyonu bozuk olan hastalarda daha yiiksek oldugunu
gostermiglerdir [109]. Artmis inflamatuar sitokinler, anorcksiye ve albiiminiiriye ek
olarak protein malniitrisyonuna katkida bulunurlar. Yapilan hayvan deneylerinde IL-6,
TNF-o verilmesi sonrasi kas katabolizmasinda artis1 takiben kaseksi olustugu

gozlenmistir [110]. KBH’ nin sistemik etkileri klinik olarak farkl: belirtiler vermektedir.

1. Siv1 ve elektrolit atim degisikleri:

Bobreklerin idrar1 konsantre etme yeteneginin bozulmasini takiben poliiiri
goriilmektedir. KBH’da plazma Na* miktar1 bobrek yetmezliginin son evresine kadar
normal seviyede kalabilmektedir. Saglam nefronlarla K* atilimi hizlandigi igin, terminal
doneme kadar K' normal diizeydedir. Terminal dénemde ise hipernatremi,
hiperpotasemi ve hiperfosfatemi goriilmektedir. Hipernatremi ve hipoalbuminemiye
bagli olarak 6dem gelisebilmekte ve bdylece oligiiri ve antiri olabilmektedir [109]. Sivi

dengesi bozukluklarinda poliiiri, noktiiri ve polidipsi goriilebilmektedir.
2. Uremik toksinlerin birikmesi:

KBH’da GFH’nin 30 mL/dk’nin altina inmesi ile kanda ¢esitli metabolitler,

Ozellikle protein metabolizmasimin son firiinleri birikmektedir. Bobrek fonksiyonlar
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azalmasi sonrasi metabolik artiklarin yaratti1 toksisite tiremik sendrom adi verilen
multisistemik tutulum ve dejenerasyona neden olur (Tablo 2.6).
Tablo 2.6: Uremik Sendromun Multisistemik Etkileri. [111]

. . ) ) Hematolojik ve
Sistemik Gastrointestinal Norolojik . Kardiyovaskiiler
Immunolojik
Halsizlik Istahsizlik Biling degisiklikleri Anemi Hipertansiyon
. . o ) Trombosit Sol ventrikiil
Hipotermi Bulant1 Periferik néropati . .
bozukluklar1 hipertrofisi
) Azalmig antikor Sol kalp
Insulin rezistansi Huzursuz bacak )
yaniti yetmezligi
. Periferik arter
Inflamasyon Koma
hastaligt
Nébet Perikardit

3. Asit-Baz dengesinin bozulmasi:

Bobreklerin asit-baz dengesini saglamakta 6nemli rolii bulunmaktadir. Bobrek
fonksiyonlarinin azalmasi ile metabolik asidoz gelismektedir. Metabolik asidozda H*
iyon sekresyonu azaldig i¢in asit atilimi bozulur. Bikarbonat geri emilimi azalmistir.
GFH c¢ok diiserse (10ml/dk’nin altina) asidoz agirlasarak kussmaul tip solunum ortaya
¢ikarabilmektedir [112].

4. Kardiyovaskiiler belirtiler:

Renin sekresyonunun artist ve volim yiikii nedeni ile hipertansiyon
gelisebilmektedir. En 6nemli faktor bobrekten Na* atilamamasina bagh olarak viicutta
sivi basmcinin artmasidir. KBH bulunan hastalarda hipertansiyona bagli olarak
kardiyovaskiiler hasarlar ve hiperlipidemi olusabilmektedir. Konjestif kalp yetmezligi,

akciger 6demi ve tiremik perikardit sik goriilen komplikasyonlardandir.

5. Gastrointestinal belirtiler:

Kan iire diizeyinin yiliksek olmasina bagh olarak hastalarda bulanti, kusma ve
istahsizlik goriilebilmektedir. Ayrica oral mukozada iilserler, halitozis, gastrik iilser,
GIS kanamalari, konstipasyon ve diyare goriilebilmektedir. Uremik sendroma bagl
gastrik irritasyon, dehidratasyon, elektrolit kaybi ve hipertansif ensefalopati

gelisebilmektedir.
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6. Hematolojik belirtiler:

Hastalarda anemi ve kanama-pithtilasma bozukluklari goriilebilmektedir.
Aneminin baslica nedenleri eritrosit yapiminin azalmasi, eritrosit dmriiniin kisalmasi ve
kan kayiplaridir. Eritrosit yapiminin azalmasinin nedeni; eritropoetin olusumunda
azalma, kemik iliginin baskilanmasi, demir emilimi ve kullaniminda meydana gelen
bozukluk ve folik asit eksikligidir. Normal eriskinlerde yasam siiresi 120 giin olan
eritrositlerin 6mri tiremik toksinler ve mikroanjiopati nedeni ile KBH hastalarinda 70-
80 giine diismektedir [112]. KBH hastalarinda trombosit fonksiyon bozuklugu nedeni

ile pihtilagma siiresi uzamakta ve kanamalara yatkinlik gozlenmektedir.

7. Dermatolojik belirtiler:

KBH hastalarinda hemen hepsinde idrarda atilamayan pigmentlerin ciltte
birikimi ve anemi etkisi ile deri rengi kirli koyu kahverengidir. Ciltte kolaylikla
morarmalar olmaktadir. Ozellikle boyun, gogiis, bacak ve kollarda kasint1 olmaktadir.

Cilt genellikle kurudur ve cilt kurulugu diyaliz hastalarinda daha belirgindir.

8. Norolojik belirtiler:
Hastalarda erken dénemde konsantrasyon bozukluklari goriilmektedir. Uremi
bulgular ilerledik¢e hastalar bas donmesi ve uykusuzluktan sikayetci olurlar. Ayrica

kas kramplari, kronik bas agrilar1 ve konviilsiyonlar goriilebilmektedir.

9. Renal osteodistrofi:

Renal osteodistrofi erken donemde genellikle klinik belirti vermemektedir.
Kontrol edilmedigi durumlarda diyaliz doneminde agriya neden olmakta ve hastanin
fiziksel aktivitesi ve mobilizasyonunu kisitlayabilmektedir. Paratiroid hormonun fazla
salgilanmasina bagh olarak osteitis fibroza, osteoskleroz, osteomalazi ve osteoporoz

goriilebilmektedir.

2.2.6 Kronik bobrek hastaligi ve kemik iyilesmesi
Bobrekler serum Ca®, P, PTH, kalsitriol ve FGF-23 diizeylerini etkileyerek
kemik ve mineral metabolizmasinda 6nemli rol oynar. KBH erken evrelerinden itibaren

kemik olusumu, kemigin yeniden diizelmesi ve biiylimesinde ayrica mineral

42



metabolizmasinini diizenlenmesinde sorunlar ortaya g¢ikabilmektedir. KBH olanlarda
kemik ve mineral metabolizmast bozukluklari Kidney Disease: Improving Global
Outcomes (KDIGO) tarafindan asagidaki sorunlardan en az birinin varligi olarak

tanimlamaktadir [113].

1. Ca, P, PTH veya D vitamini metabolizmasinin bozukluklar1
2. Kemik histolojisinde ve boy uzamasindaki sorunlar

3. Damarlar ya da diger yumusak dokularda kalsifikasyonlar

Renal osteodistrofi KBH olanlarda komplikasyon olarak ortaya c¢ikan kemik
patolojilerinin tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Yiiksek dongiilii kemik hastalig1
(osteitis fibrosa sistika, ikincil hiperparatiroidizm) serum PTH fazlaligina bagli olarak
ortaya ¢ikan ve siklikla tedavisiz KBH hastalarinda goriilen bir tablodur. Diisiik
dongiilii kemik hastalig1 (adinamik renal osteodistrofi) ise yogun ve uzun siireli Ca ve D
vitamini destegi alip serum PTH’s1 baskilanan KBH hastalarinda gériilen bir durumdur

[114].

2.2.6.1 Kemik ve mineral metabolizmasi bozukluklarinin patogenezi

Béobrekler 1a-hidroksilaz enzimi ile 25-hidroksi vitamin Dz’tin aktif hali olan
kalsitriola doniismesinin saglarlar. Kalsitriol, serum Ca diizeyini bagirsaklardan Ca
emilimini arttirarak diizenlemektedir. KBH’a bagli olarak bobrek kitlesinde azalma
olur. Boylelikle kalsitriol sentezi azalir ve hipokalsemi gelisir. Hipokalsemi PTH
salmimim arttirir ve PTH kemik matriksinden Ca ve P rezorpsiyonu ile regiilasyon
saglamaya calisir. PTH’nun P atilimin1 saglamasi nedeni ile serum fosforu normal veya
hafif diisiik diizeyde kalir. GFH’nin diismesini takiben idrarla P atilim1 azalir ve serum
P diizeyleri giderek artar. Bu nedenler hiperfosfatemi Evre IV ve V KBH asamasina
kadar goriilmez [115]. Hiperfosfatemi PTH salimmini arttirir ve la-hidroksilaz
aktivitesinin baskilar. Uzun siireli hipokalsemi, hiperfosfatemi ve diisiik kalsitriol ikincil

hiperparatiroidizme yol agar ve bu durum paratiroid bezinde hiperplaziye neden olur.

FGF-23 ikincil hiperparatiroidizm patogenezinde rol alan ve fosfatiirik etkiye

sahip bir hormondur. FGF-23 bobreklerden P atilimini arttirir ve kalsitriol sentezini
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baskilar. KBH evresi ilerledik¢e serum FGF-23 diizeyleri artar, fakat GFH’da azalmaya
bagli olarak P atilimi gerceklesemez. Artan FGF-23 diizeyleri kalsitriol sentezini

baskilayarak PTH salinimini arttirir ve ikincil hiperparatiroidizm gelismesine neden olur
[116].

2.2.6.2 Kemik ve mineral metabolizmasi bozukluklarinin degerlendirilmesi

Renal osteodistrofi, KBH bulunan bireylerin serumunda Ca, P, ALP ve PTH
diizeyi takibi yapilarak Onlenebilmektedir. KBH bulunan bireylerde laboratuvar
testlerinin hangi siklikta yapilacagi K/DOQI rehberinde tanimlanmistir (Tablo 2.7)
[116].

Tablo 2.7: KBH evrelerine gore serum Ca, P, ALP ve PTH kontrol siklig1 ve hedef PTH degerleri

KBH evresi Ca, P ve CO, PTH ve ALP 25(OH), D, Hedef PTH
kontrol sikhigi kontrol sikligi kontrol sikligi diizeyi (pg/ml)

I Yillik Yillik Enaz yilda bir | 35-70

I 6 ayda bir 6 ayda bir En az yilda bir | 35-70

AY 3 ayda bir 3 ayda bir Enazyildabir | 70-110

A" Ayda bir 3 ayda bir En az yilda bir | 200-300

Serum ALP diizeyleri osteoblastik aktivitenin artist ile orantili olarak
yiikselmektedir. Serum PTH diizeyleri GFH’ nin azalmasi ile artar. Viicuttaki D vitamini
depolart miktari serum 25-OH vitamin D3 miktari ile gosterilebilmektedir. Normal D
vitamini diizeyi 20 ng/ml’nin iizerinde olmalidir. D vitamini diizeyinin 20-30 ng/ml

aras1 olmasi yetersizlik, <20 ng/ml olmasi eksiklik olarak tanimlanir [114].

KBH kemik kitlesinde azalmaya neden olsa da erken evre KBH hastalarinda
kemik ve mineral bozukluklarina tant konmasinda anlamli yarar1 bulunmamaktadir.
Evre Il ve IV KBH hastalarinda klinik ve laboratuvar olarak kemik hastaligini
diisiindiiren bulgular varsa direk grafi ¢ekilmelidir. Evre V KBH olanlarda ise yilda bir
kez direk grafi c¢ekilmesi Onerilmektedir. Agir ikincil hiperparatiroidizm varliinda
direkt grafide subperiosteal rezorpsiyon goriilmesi tipiktir. KBH’na bagl kemik

hastalig1 tanisinda altin standart yontem kemik biyopsidir.
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2.2.7 Kronik bobrek hastaligi deneysel modelleri

KBH patolofizyolojisinin daha iyi anlasilabilmesi ve KBH evrelerinde artigin
Ontine gecilmesi i¢in deneysel modellere ihtiya¢ vardir. Yapilacak olan deneysel
modelin mevcut patoloji ve etiyolojiye benzer olmasi onem tasimaktadir. Deneysel
caligmalarda kullanilan canlilarin insanlara goére daha hizli KBH gelistirmesi
beklenmektedir. KBH ¢alismalarinda sigan, fare ve tavsan kullanimi 6n plandadir ancak
uygulanacak yontemler yiiksek mortalite oranlarina sahiptir. KBH modelleri cerrahi ve

farmakolojik olarak iki baglik altinda incelenebilir.

2.2.7.1 Cerrahi yontemler

Subtotal Nefrektomi: 5/6 Nefrektomi modeli olarak da bilinmektedir. Ilerleyici
bobrek yetmezligi modelleri arasinda en sik kullanilan modellerden biridir. Cerrahi
teknik olarak ligasyon, ablasyon veya iki yontem bir arada kullanilabilir. Subtotal
nefrektomi modeli ilk kez 1932 yilinda Chauntin ve ark. tarafinca tanimlanmistir [117].
Yontemin modern sekillenmesi 1988 yilinda Gagnon ve ark.’nin tanimladigi fare
modeli ile olmustur. Bu ydntemde sol bobregin iist ve alt pollerinin ablasyonu veya
ligasyonu uygulasinin ardindan bir hafta sonra ikinci operasyonda sag bdbrege

nefrektomi uygulanmustir [118].

>
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g

Sekil 2.18: Sag nefrektomi ve sol 2/3 nefrektomi yontemi [108]

5/6 Nefrektomi modelinin avantaji kompanzasyon mekanizmalarinin devreye
girmesi ile mortalitenin azaltilmasidir. Laboratuvar olarak kan iire azotu cerrahi yapilan
sicanlarda kontrol grubuna gore 1,5- 4,8 kat artmis bulunurken %80 oraninda
glomeruloskleroz goriiliir. Seth ve ark bu teknigi modifiye ederek tek seansa

indirmislerdir. Ayrica olast komplikasyonlarin azaltilmasina yonelik inhale anestezi
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kullanmislardir [119]. Kren ve ark. bu yontemi sag nefrektominin ardindan 1 hafta
sonra renal polleri baglamak yerine renal arterin dallarina ligasyon uygulayarak
modifiye etmislerdir. Bu sekilde serum kreatinin miktar1 ortalamanin 2 katindan fazla

artig gostermistir [120].

Tek tarafl iiriner obstriiksiyon: Interstisyel fibrozis ¢alismalar1 igin uygulanan
yontemdir. Karin orta hattan abdominal Kkesi ile girilerek diseksiyonla bobrege ulasilir.
Ureterlerden birine dikis konularak iireter liimeni kapatilir. Ligasyon uygulanan renal

kalikste hidronefroz gelisir [121].

2.2.7.2 Farmakolojik yontemler

Kronik bobrek hastaligi olusturmaya yonelik sik kullanilan ajanlar;

Adenin: Oral yolla yem icerisine karistirilarak verilir. flacin 2 haftadan uzun siire
alinmas1 sonras1 bobrek tiibiillerinde dilatasyon, tiibil bazal membranlarinda
kalsifikasyon, interstisyel inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fibrozis geligir. Oral alimin

4 haftadan uzun siirdiiriilmesinde agir anemi, hiperfosfatemi ve hipokalsemi gozlenir

[122].

Adriamisin: Tek tarafli nefrektomi uygulanir ve takibindeki toplamda 2 defa olacak
sekilde 3 hafta araliklarla 2 mg/kg uygulanir; farelerdeki ilag dozu 10-11 mg/kg, i.v
olarak yapilir. Bobrekte lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu, glomeriiloskleroz,

interstisyel fibrozis ve proteiniiri gelismektedir [123].

Puromisin: Siganlarda tek tarafli nefrektomi yapildiktan sonra 100-150 mg/kg, i.p
uygulanir. Ik uygulanmadan 4-6 hafta sonra 2-3 hafta boyunca haftalik 40-45 mg/kg,
i.p olacak sekilde tekrarlanir. Bobreklerde lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu,

glomeriiloskleroz, proteiniiri ve interstisyel fibrozis gozlenir [124].
Siklosporin: Iki farkli sekilde uygulanabilmektedir. 4-8 hafta boyunca giinliik 1-6 mg/kg

ya da 28 giin boyunca giinliik 15-25 mg/kg, i.p olarak uygulanabilmektedir. Uygulama

sonras1 serum kreatinin seviyeleri ylikselir. Bobreklerin tiibiil epitel hiicrelerinde

46



vakiiolizasyon, dilatasyona neden olur. Bobrek tiibiil hiicrelerinin apoptozisini takiben
bobrekte atrofi olusturarak interstisyel alanda band seklinde fibrozis gelisimine neden

olur. Bobrek damarlarinda ise arteriolar hyalinoz izlenir [125].

Sisplatin: Kanser tedavisinde kemoterapi ajani olarak kullanilan sisplatin bobrek tibiili
cevresinde fibrozise neden olmaktadir. KBH modeli olusturmak igin fare modelinde
lethal dozda olmayan Sisplatin 7-10 hafta siire ile 2 mg/kg/hafta dozunda
uygulanmaktadir [126].

Methotreksat: Antineoplastik tedavide kullanilan antimetabolit grubundan olan ve folik
aside benzeyen bir ilagtir. Dihidrofolat rediiktaz enzimini bloke ederek malign hiicrede
folatin aktif formu olan tetrahidrofolat olusumu engeller. Béylece DNA ve RNA sentezi
bozulur. Oral olarak 3 giin doz arttirilarak 60, 90 ,120 mg/kg olacak sekilde verilir.
Takibinde 10 mg/kg olacak sekilde i.p uygulanir. Bobreklerde oksidatif stres yaratarak

fibrozise neden olur [127].
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2.3 KOK HUCRELER

2.3.1 Genel bilgiler

Kok hiicreler farkli hiicre tiplerine doniisebilme potansiyeline sahip, ¢ok uzun
siire boliinebilen ve kendini yenileyebilme 6zelligi olan farklilasmamis hiicrelerdir.
Viicutta yenilenmesi gereken dokulardan aldiklar1 sinyallere gore farkli hiicre tiplerine
dontisebilirler. Bu doniisiimii genler ve dis uyaranlar belirlerler [128]. Viicudumuzdaki
herhangi bir hiicre grubunda 6liim ya da hasar meydana gelince kok hiicreler hangi
hiicreye ihtiya¢ varsa o hiicreye doniisiim gosterirler. Kok hiicrelerin bu yetenekleri
hiicre hasarlarina bagh gelisen Alzheimer, Tip 1 diyabet, Multiple skleroz, ALS gibi
hastaliklarin tedavileri konusunda umut verici olmus ve kok hiicre tedavileri

konusundaki ilgiyi arttirmistir [129].

Kok hiicre arastirmalarinda; hiicre, doku veya organlarin biyolojik islevlerini
yerine koymay1 (rejeneratif tip) ya da tamir etmeyi (reparatif tip) saglayacak yontemler
tizerinde ¢alisilmaktadir. Bir hedef doku veya organa, o organin islevlerini eski haline
getirmeye yetecek kadar sayida ve kalitede izole edilmis ve 6zellikleri belirlenmis olan
hiicrelerin nakledilmesi ile bu amaca ulasilabilir. Kok hiicreler, bu amaca hizmet
edebilecek yani hiicre tabanli tedavide kullanilabilecek baslica unsur olarak

goriinmektedir [130].

Kok hiicreler mezenkimal ve embriyonel olarak 2 gruba ayrilir. Mezenkimal kok
hiicreler (MHK), eriskin kok hiicre tipidir. Stromal kokenli olmalart nedeni ile genel
anlamda “destek hiicresi” oOzelligi tasimalari, MKH’lerin tibbin bir¢cok alaninda
kullanim potansiyeli tasimasinin temelini olusturmaktadir. Bir¢cok dokudan elde
edilebilen, sayica c¢ogaltilmaya elverisli dayanikli hiicrelerdir. Salgiladiklar1 ¢oziiniir
faktorler, hiicreler arasi veya hiicre dist matriks ile yakin iligki halinde bulunmalar
nedeni ile iginde bulunduklar1 dokuya 6zel hiicrelerin fonksiyonlarma énemli katki
saglarlar. MKH temel kaynaklari kemik iligi ve adipdz dokulardir. Yapilan son
calismalarda kemik iliginden elde edilen kok hiicreler ile yag hiicrelerinden elde edilen

kok hiicrelerin farklilasma kapasitelerinde fark olmadigi gosterilmistir [131-135].
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Glinlimiizde, kok hiicre biyolojisindeki en tartismali konulardan biri kok hiicre
plastisitesi ile iligkilidir. Dokuya 6zgiin kok hiicrelerin, kaynak dokudan daha farkli bir
hiicre tipine farklilagabilme yetenegine “eriskin kok hiicre plastisitesi” denmektedir.
1983 yilinda Sale tarafindan allojenik hematopoetik kok hiicre nakli sonrasi, yaygin
akciger ossifikasyonlarin bagli olarak solunum yetmezliginin tespiti iizerine in Vivo
plastisite kavramiin ilk disiinceleri dogmustur [136]. Sonraki yillarda, basta kemik
iliginde bulunan kok hiicrelerin in vitro ve in vivo kosullarda yalnizca kaynaklandiklar1
doku ve organlarin hiicrelerini degil viicudun diger islevsel hiicrelerine de

dontisebildiklerini (plastisite) gosteren raporlar yayinlanmistir [8,137,139].

Karaciger
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Sekil 2.19: Kemik iligi kok hiicrelerinin farklilagma tirtinleri [138]
Bjornson ve ark. beyin kok hiicrelerinin kan hiicreleri ve iskelet kas hiicrelerine

doniisebildigini gostermistir [139] (Sekil 2.19). Kok hiicrelerin plastisitesini agiklayan

dort mekanizma teorisi mevcuttur. Bunlar;
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1- Transdeterminasyon: Bazi hiicre dizilerini olusturmaya programlanmis olan
kok hiicre diger kok hiicreye degisir ve doniistiigli hiicre tiplerini meydana getirir.

2- Transdiferansiyasyon: Farklilasmamis olan hiicre bir diger farklilasmis
hiicrenin 6zelliklerini kazanir.

3- Dediferansiyasyon: Bir progenitor veya prekiirsor hiicrenin doniisiimii sonrasi
bir diger hiicre dizinine farklilagmasi.

4- Hiicre fiizyonu: Kok hiicre veya olgunlagsmis hiicrelerin yonlendirilmis olan

hiicre dizileri ile birleserek yeni hiicre dizimine yol agmasidir.

Transdiferensiasyon terimi ise siklikla kok hiicrelerin plastisite potansiyeli
anlamida kullanilmaktadir. Transdiferensiasyon, birka¢ ozgiin tiirde dogal olarak
meydana gelir. Ornegin, semender ve civcivlerde goziin lensi ¢ikartildigi zaman, iris

hiicreleri lens hiicrelerine dontistir [129].

2.3.2 Kok hiicrelerin simflandiriimasi

Kok hiicreler bulunduklar1 dokuya goére embriyonik kok hiicreler ve eriskin kok
hiicreler olmak tizere iki genel gruba ayrilabilir. Farklanma potansiyellerine gore kok
hiicreler totipotent, pluripotent, multipotent ve wunipotent kok hiicreler olarak
simiflandirilirlar. Bu smiflandirma kok hiicrelerin farklilasma yeteneklerine goredir

(Tablo 2.8).

Tablo 2.8: Kok hiicrelerin farklilasma yeteneklerine gore siiflandiriimasi [108]

. Tek basina tiim organizmay1 meydana getirebilecek genetik bilgiye ve yetenege

Totipotent . .
sahip hiicrelerdir.

Pluripotent Blastokist agsamasini takiben ¢ok genis hiicre gruplarini olugturabilen hiicrelerdir.

. Farkli organ sistemlerinde, farkli doku tiplerine doniisebilme yetenegi olan
Multipotent

hiicrelerdir.

Oligopotent Lenfoid ve myeloid gibi farkli hiicre tipine doniisebilen hiicrelerdir.
Unipotent Tek bir doku tipinde ¢ogalabilen hiicrelerdir.
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Totipotent Hiicre: Erkegin spermi ile kadmin yumurtas: birlestiginde olusan

hiicre (zigot) tek basina tiim organizmay1 meydana getirebilecek genetik bilgiye ve giice
sahiptir. Bu hiicrelere her seye doniisebilen anlamina gelen totipotent hiicre denir.
Dollenmeden sonraki ilk 4 giin i¢inde olusan hiicrelerin her biri totipotent hiicredir ve

her bir hiicre ayr1 bir organizmay1 olusturabilir.

Pluripotent Hiicre: Doéllenmeden sonraki 5. gilinden itibaren meydana gelen
hiicreler blastokist adi verilen kiiresel bir sekil alir. Bu kiirenin i¢indeki hiicreler
viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip olmalarina ragmen, artik tek
baslarina tiim organizmay1 olusturacak giice sahip degillerdir. iste bu tiir hiicrelere

pluripotent hiicre denir.

Multipotent Hiicre: Birbirine yakin hiicre gruplarini olusturabilen kok

hiicrelerdir. Kan kok hiicreleri, kemik iliginde bulunur ve gerektiginde beyaz kan

hiicrelerine, kirmizi kan hiicrelerine ve trombositlere doniisebilir.

Oligopotent hiicre: Lenfoid ve myeloid hiicrelerde oldugu {izere sadece birkag

hiicre grubunu olusturan kok hiicrelerdir.

Unipotent hiicre: Kas ana hiicresinde oldugu iizere bir hiicre tipini olusturan kok
hiicrelerdir (Sekil 2.20).

*+1 | Totipotent
P
! 1| Pluripotent
S
i | \Multipotent
i Oligopotent
1 Unipotent
T —
- =
+

= Diferansiyasyon

Sekil 2.20: Kok hiicrelerin farklilagma 6zelliklerine gore siniflandirilmasi [140].
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2.3.3 Embriyonik kok hiicreler

Viicuttaki tiim hiicrelere doniigsebilecek potansiyele sahip ilk embriyonel hiicre
“totipotent” Ozelliktedir. Bu hiicreler sinirsiz farklilasma yetenegine sahip kok
hiicrelerdir. Erken embriyonel donemde 4 hiicreden 8 hiicreye kadar olan tiim
blastomerler totipotenttir. Fertilizasyonun yaklagik 5. giiniinde bu hiicreler “blastokist”
denilen i¢i bosluklu hiicre topluluklarina doniistirler. Blastokistin i¢ hiicre kitlesindeki
hiicrelerin (embriyoblastlar), endoderm, ektoderm ve mezodermden koken alan yaklasik
250 hiicre tipine farklilasabilirdikleri gosterilmistir [141]. Pluripotent 6zellikteki insan
embriyonel kok hiicreleri blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilirler. Embriyonel kok
hiicreler yiiksek seviyede telomeraz aktivitesi igerirler, hiicre replikasyonu ile
aktivasyonda azalma go6zlenmez, bu nedenle sinirsiz proliferasyon kapasitesine
sahiptirler. Kok hiicreler embriyon govdesi disina cikarildiklarinda deneysel yolla
farklagmalar1 ve dokulardaki hiicrelere benzer hiicrelere dontisebildikleri gosterilmistir
(Sekil 2.21). Ancak yiiksek telomeraz enzimi etkinligi sonucunda kontrolsiiz ¢ogalma

ile tiimor hiicresine doniisme olasiligi da yiiksektir [142].

Pluripotent Kok Hiicreler

@.W
J

invivo dollenmis
yumuria

8 hiscreli embriyo

4

Kiltiire edilmis // (Prripomnt ‘ Blastokist

a nsmumls
kok hucreler |

Kan Hicreleri

Sinir Hicreleri

Kalp Kosi Hiicreleri

Sekil 2.21: Kok hiicrelerin farklilagma 6zelliklerine gore siniflandirilmasi [143].
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Fetal hayatin ilerleyen donemlerinde hiicreler daha 6zel gorevlere sahip olup
eriskin tip kok hiicrelere doniisiirler. Bu eriskin kok hiicreleri tipik olarak yer aldiklar
dokunun hiicre tiplerini iiretirler. Insan embriyonik kdk hiicreleri ilk defa 1998 yilinda
James Thompson ve ark tarafinca tretilmistir [144]. Doku tamiri ve parkinson,
alzheimer, kalp yetmezligi gibi bircok hastalifin giderilmesinde etkili olabilecek

embriyonel kok hiicre kullanimi1 beraberinde etik ve medikolegal tartismalar getirmistir.

2.3.4 Eriskin kok hiicreler

Eriskin tip kok hiicreler farklilagmig hiicreler arasinda latent evrede bekleyen,
bulunduklart dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliligini saglamakta gorevli
farklilasmamug hiicrelerdir [145]. Eriskin kok hiicreler embriyonik kok hiicreler kadar
farklilasma kapasitesine sahip olmasalar da pluripotent Ozelliktedirler. Bu hiicreler
koken aldiklart dokulardan bagimsiz olarak mezodermal, ektodermal ve endodermal

farklilagsma gosterebilmektedirler [146].

Yetiskinde kok hiicreler kemik iligi, beyin, bagirsak gibi c¢esitli organ ve
dokularda bulunurlar (Tablo 2.9). Kok hiicrelerde bulunmasi gereken iki temel 6zellik
vardir. Birincisi, simetrik bdliinme ile kendisini yenileyebilmeli, ikincisi gerektiginde
baska hiicreye doniisebilmelidir. Boylece kok hiicre eksik dokuyu tamamlar iken bir
yandan da kendi yedegini de meydana getirirler. Cesitli sinyallerle 6zellesen kok

hiicreler farkl: bir hiicreye dondiigiinde pluripotentlik 6zelligini kaybeder.

Tablo 2.9: Kok hiicre kaynaklari ve olusturduklari hiicreler [147]

Kok Hiicre Kaynak Uretilen
Hematopoetik Kemik iligi Kan, endotel, hepatosit, kas
hiicreleri
Noral Beyin Noronlar, astrositler,

oligodendrositler, kan hiicreleri

Epitelyal Bagrsak, epidermis EPldermal katlardaki tim
hiicreler
. Kemik, kikirdak, tendon, kas,
Mezenkimal Kemik iligi, yag, kikirdak ilik stromasi, noral hiicreler,
endotelyal hiicreler
Embriyonik Primordial germ hiicreleri, Biitiin hiicreler

blastokist hiicreleri
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Erigkin kok hiicreler ile ilgili ilk c¢aligmalar hematopoetik kok hiicreler ile
yapilmistir. 1924°de Alexander A. Maximov farkli kan hiicrelerine doniisebilen Onciil
hiicreler tanimlamustir [148]. 1960°larda Ernest A. McCulloch ve James E. Till ilk kez
kemik iligi hiicrelerinin klonal &zelligini ortaya c¢ikarmislardir [149]. 1976 yilinda
Friedenstein ve ark.,, MKH’lerin kendini yenileyebildigini, degisik bag doku
elemanlarina farklilagabilecegini ve fibroblastlara benzer yapilar1 oldugunu
gostermislerdir [150]. 1976 yilindan giinlimiize malign ve malign olmayan hastaliklarin
tedavilerinde kok hiicre naklinde eriskin tiirde hematopoetik kok hiicreler
kullanilmaktadir. Dokular igindeki eriskin kok hiicreler bdoliinme yeteneklerini
kaybederlerse hasarli veya hastalikli dokularin tamiri ve yenilenmeleri imkansiz hale
gelir [151].

2.3.4.1 Mezenkimal kok hiicreler

MKH’ler, eriskin tip kok hiicre grubuna dahildir. Stromal kokenli olmalar
nedeni ile genel anlamda “destek hiicresi” 6zelligi tasirlar. Bu sebepten MKH’ler tibbin
bircok alaninda kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Kemik iligi, yag hiicresi ve
kikirdak gibi bircok dokudan elde edilebilen, sayica ¢ogaltilmaya elverisli dayanikli
hiicrelerdir. Salgiladiklar1 ¢oziliniir faktorler, hiicreler aras1 veya hiicre dis1 matriks ile
yakin iligki halinde bulunmalari nedeni ile iginde bulunduklari dokuya 6zel hiicrelerin

fonksiyonlarini diizenleyici etkilere sahiptirler [152].

MKH’ler multipotent 6zellikleri ile yag, kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament
hiicrelerine farklilasabilirler [153] (Sekil 2.22). 1966’11 yillarda kemik iliginden elde
edilen stromal hiicrelerin kiiltiir kabina yapisma Ozelliklerine gore hematopoetik
hiicrelerden ayrimi ile MKH dénemi baglamistir [155]. 1982 yilinda Friedenstein’in
fetal buzagi serumu igeren kemik iligi kiltiirlinin ortama yayilmasi sonrasinda
MKH’lerin kemik hiicreleri, adipositler ve fibroblastlara benzeyen yapiskan hiicre
kolonilerine dontistliglinii gostermistir [156]. Sonraki ¢alismalarda MKH’leri her ii¢
germ yapragindan koken alan hiicre ve/veya dokular1 olusturan bir multipotent kdk
hiicre kaynagi oldugu kabul edilmistir. Giiniimiizde MKH’ler viicut sivilar1 dahil birgok

doku ve organimizdan izole edilebilmektedir.

54



MEZENGENIK SUREG
'

(&) Mezenkimal Kék Hiicre (MKH)

1

I

|

|

|

|

Osteogenez  Kondrogenez Miyogenez ilik stromasi  Tendinogenez Adipogenez
Cogalma == z
.:_\./) .(‘ S . . ‘ ~
v l v v v v
Yonlenme .jw.j.,, ) A 2 ~ .
! ‘ Miyoblast i
\—; . .—? '{"v_»\‘ S ot
Farklilagsma ‘-w(»—(v" ' D) y -
Osteoblast Kondrosit Fazyon = Erken Adiposit
v 3 8 2 = /{/.;,/ "4 ~..
Olgunlagma 4 e P b
S Stromal Hacre Fibroblast ;
Osteosit :g:,edr:‘rg;lk Miyotdp Adiposit
TENDON/
KEMIK KIKIRDAK KAS ILIK LIGAMENT ADIPOZ

Sekil 2.22: Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagabildigi dokular [154].

Uluslararast Hiicresel Tedavi Birligi (The International Society for Cellular

Therapy;

onermistir [157];

1) Plastik hiicre kiiltiir kabina yapisabilme 6zelligi,

ISCT) yayimlandigi kilavuzda MKH’lerin tanimlanmasi igin 3 Kkriter

2) 1In vitro kosullarda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasabilme,
3) CD 73, CD 90 ve CD 105 belirteglerini %95 in iizerinde ve CD14, CD34,

CD45 ve HLA-DR belirteglerini %2’den az oranda eksprese etmeleri.

MKH’lerin hayvanlarda ve insanlarda lenfositlerin ¢ogalmasimni engelleyerek

bagisiklik yanitlarini diizenleyici etkileri oldugu bildirilmistir. HLA 6zdes HKH’lerle
birlikte nakledildiklerinde akut ve kronik GVHD’nin (Graft Versus Host Disease;

Konagin kars1 vericinin hiicrelerine karsi reaksiyonu) azalmasina neden olmustur [158].

Son yillarda, otolog olarak farkli kaynaklardan elde edilen MKH’ler kullanilarak kemik,

kikirdak ve kornea gibi {i¢ boyutlu doku pargaciklarinin iiretilmesi gergeklestirilmis ve

bu fretilen doku pargaciklarinin (6zellikle kemik ve kikirdak) klinik denemeler

kapsaminda insanlarda uygulanmasina baglanmistir [158].
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2.3.4.2 Mezenkimal kok hiicre kaynaklar:

MKH eldesi i¢in ana kaynak sayilan kemik iligi giiniimiizde yerini adipdz
dokuya birakmaktadir. Insanda ilk kez 2001 yilinda Zuk ve ark. tarafindan ayristirilarak
tanimlanan AKKH’1, diger yetiskin kok hiicre kaynaklariyla karsilagtirildiginda diisiik
verici morbiditesi ve yiiksek oranda elde edilebilme &zellikleri nedeni ile doku

mithendisligi uygulamalari i¢in uygun hiicre kaynagi olarak goriilmektedir [159].

Kemik iligi ve adipéz doku disinda bir¢ok dokudan da MKH izole
edilebilmektedir. Kemik/periost, kas dokusu, dis pulpasi ve maksillofasial dokular,
karaciger, lipoaspirasyon materyalleri, kordon kani, kordon stromasi, plasenta, amniyon
s1visl, sinovial s1vi, hatta periferik kandan da adezyon 6zellikleri nedeni ile ayristirilarak
cogaltilabilmeleri miimkiindiir [158,161] (Tablo 2.10).

Tablo 2.10: Yetiskinde mezenkimal kok hiicre kaynaklarina 6rnekler

Kemik iligi Adiposit, astrosit, noron, kardiyomiyosit, kondrosit, osteoblast, kas,
hepatosit, endotel hiicresi, stroma hiicresi (fibroblast)

Kas dokusu Adiposit, endotel hiicresi, néron, kondrosit, osteosit

Spongioz kemik Adiposit, kondrosit, osteoblast

Dermis Adiposit, kondrosit, kas, osteoblast

Adipoz doku Kondrosit, kas, osteoblast, stroma hiicresi (fibroblast), endotel hiicresi

Periosteum Kondrosit, osteoblast

Perisit Kondrosit, osteoblast

Periferik kan Adiposit, fibroblast, osteoblast, osteoklast

MKHilerin, fibroblastoid morfoloji gosterme, ¢ok yonlii farklilagabilme ve bazi
yiizey isaretleri tagimalar1 gibi ozellikleri biiyiik Ol¢lide benzerlik gosterir. Ancak
farklilagsma kapasitesi ve fonksiyonel 6zelliklerinde, koken alinan doku tipine gore bazi
degisiklikler olabildigi de gosterilmistir. Bulunduklar1 mikrogevreye ve organizmada
thtiya¢  duyulma haline baghh olarak, MKH’lerin biyolojik o6zellikleri ve
fonksiyonlarinda 6nemli degisiklikler oldugu da gosterilmistir. Bununla iligkili olarak
da spesifik bir dokunun onarimi igin, o bdlgeden elde edilen kok hiicrelerin

kullaniminin avantajlari olacagi giindeme gelmistir [155].
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Kemik iligi

Kemik iligi kaynakli kok hiicreler; hematopoetik, mezenkimal ve endotelyal
prekiirsor hiicreler olmak {izere {i¢ ana hiicre grubundan olusurlar. Hematopoetik kok
hiicreler 1960 yilinda Till ve McCulloch’un yaptiklar1 ¢alismada ortaya konulmustur.
Bu calismada olimciill dozda radyasyona maruz birakilan farelerin dalaklarindaki

nodiillerin diger deneklere aktarildigi sirada goriilmiistiir [162].

Multipotent Ozellikte olan kemik iligi kaynakli MKH’ler stromal yapilari
sayesinde hematopoetik kok hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasmasinda yardimci olurlar.
MKH caligmalarinda uygulanan kemik iligi aspirasyonunda 1x10° mononiikleer

hiicreye kars1 ortalama 2 ile 100 aras1 degisen sayida MKH elde edilebilmektedir [163].

Amniyotik s1v1

Ekstraembriyonik kaynaklar icerisinde dogum oOncesi kok hiicre elde edilebilen
tek kaynak amniyon stvisidir. Amniyon sivist icerisinde fetal deri, gastrointestinal trakt
epiteli ve solunum yolu hiicreleri bulunmaktadir. Gebeligin ilerleyen haftalarma gore
stvinin hiicre kompozisyonunda degisiklikler olmaktadir [164]. Amniyotik sividan kok

hiicre izolasyonu 2003 yilinda Anker PS tarafinca tanimlanmistir [165].

Umblikal kord

Umblikal kord konusunda yapilan kok hiicre ¢aligmalarinda ilk bulunan hiicreler
hematopoetik kok hiicrelerdir. Yapisal olarak embriyonik kok hiicre ile erigskin kok
hiicre arasinda bulunmaktadirlar. 2000 yilinda Erices A ve ark. tarafinca yapilan
calismada umblikal kordun MKH agisinda zengin oldugu gosterilmistir [166]. MKH
eldesi i¢in umblikal kordun kanindan faydalanildig1 gibi Wharton jelinden de kok hiicre

elde etmek miimkiindiir [167].

Adip6z doku

Adip6z doku ya da yag dokusu adipositlerden olusmus olan gevsek bag
dokusudur. Adipdz dokunun yag formunda enerji depolamasi, viicudun destek ve
izolasyonunu saglamak gibi gorevleri vardir. Normal agirliktaki bir insanda, erkeklerde

viicut agirhiginin %15-20sini, kadinlarda ise viicut agirliginin %20-25’ini yag dokusu
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olusturmaktadir. Mezoderm kaynakli olan yag dokusunun bulundugu konum ve
fonksiyonlarina gore birkag tipi bulunmaktadir. Bunlar; beyaz, kahverengi, mekanik,
kemik iligi ve meme yag dokusudur. Beyaz yag dokusu hiicreleri, sitoplazmalarinin
ortasinda tek bir yag damlacig: igerirler. Viicudun enerji kaynagi saglarlar ve leptin,
adiponektin, lipokalin gibi adipokin faktorler salgilayarak endokrin organ gorevi
yaparlar. Adipositlerden ve adipoz stromal hiicrelerden agiga ¢ikan proteinlerin otokrin,
parakrin ve endokrin etkiler ile hem lokal hem de sistemik etkileri oldugu gosterilmistir.
Adipositlerden  sentezlenen  sitokinlerin ~ homeostaziste, immiin  cevapta,
vazoregiilasyonda ve steroid metabolizmasinda rol oynadig: bilinmektedir. Multilokiiler
yag dokusu (kahverengi yag dokusu) hiicrelerinin sitoplazmalarinda ise ¢ok sayida lipid
damlacig1 ve kahverengi mitokondriyumlar mevcuttur [168]. Kahverengi yag dokusu
icerdigi organelleri sayesinde termoregiilasyonu saglar. Beyaz adipdz doku yagi
depolarken kahverengi adip6z doku yagi yakar [169]. Mekanik adipdz doku avug igi,
g0z ¢evresi gibi 6zellesmis bolgelerde destek gorevi saglarlar. Memedeki adipoz doku
ise laktasyon sonrasinda meme glandlarina destek ve enerji saglar. Kemik iligindeki
adip6z doku ise hematopoetik kok hiicre ve progenitor hiicreler icin diizenleyici

sinyaller saglamaktadir.

1966 yilinda Rodbell adipéz dokuda, adipositler progenitdr hiicreler,
fibroblastlar, kan ve endotel hiicrelerinden olusan heterojen ‘stromal vaskiiler
fraksiyonu’(SVF) tanimlamistir [170]. SVF igerdigi kok hiicre diginda gesitli biiylime
faktorleri sentezleme yetenegi olan preadiposit, adipoblast ve endotelyal hiicreler de
igcermektedir. Zuk ve ark. yaptigi ¢alismada adip6z dokunun mezenkimal hiicrelerden
oldukga zengin oldugunu gostermislerdir [160]. Poznanski ve ark. yaptiklari ¢aligmada
yag dokusunun kok hiicre bakimindan olduk¢a zengin bir doku oldugunu
gostermiglerdir [171]. Ayrica adip6z doku santimetre kiip basina kemik iligine gore 100
ile 1000 kat daha fazla pluripotent hiicre igermektedir [172-173].

Adip6z dokunun eldesi edilmesi cerrahi eksizyon veya liposuction ile yapilabilir.
Kullanilan liposuction teknigine bagli olarak alinan SVF’nin i¢inde %2-10 arasinda
adip6z kaynakli kok hiicre bulunmaktadir. Cerrahi otorlerce kok hiicre kaybinin

onlenmesine yonelik cerrahi eksizyon tekniginin kullanilmasi ve lazer ya da ultrason
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liposuction yonteminden uzak durulmasi onerilmektedir [174]. Toplanan dokulardan
kok hiicre eldesi i¢in tanimlanmis protokoller mevcuttur. Bu yontemlerde ortak olarak
kollajenaz veya tripsin gibi enzimler ile hiicreler arasi baglantilarin koparilmasi ve

santriflij yontemi ile hiicreleri yogunluklarina gore ayirma hedeflenmektedir [175].

AKKH’ler dogal siirecinde olgun adipositlere doniisme egilimindedirler ancak
dis etkenlerin degismesi durumunda farkli dokulara doniisebilmektedir. Bu doniisiim

AKKH’lerin yiizey belirteclerinin aktivasyonu ile gerceklesmektedir (Tablo 2.11).

Tablo 2.11: AKKH’lerin yiizey belirtecleri ve gérevleri [176]

Yiizey Belirteci Gorevi
CD29 (beta-1-integrin) Anjiogenezis
Interseliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-1:CD54) Immunglobulin siiper gen ailesi
CD44 (Hyaluronat reseptorii) Ekstraseliiler maktriks gelisimi
HLDR-, MHC class 1+ Immiin modiilasyon, azalmis rejeksiyon
CD105, CD73, CD90 pozitifligi
CD45, CD34 ve CD14 veya CD11b, CD79a veya Mezenkimal stromal hiicre kriterleri
CD19 negatifligi

Multipotent yapidaki AKKH’ler askorbat, betagliserofosfat, deksametazon ve
vitamin D3 etkisinde osteojenik farklilasmaya ugramaktadir [177]. AKKH hepatosit
biiylime faktorii ve fibroblast biiyiime faktori ile uyarilmasi durumunda hepatositlere
dontisim gerceklesmekte ve kok hiicrelerin albiimin ve diger fraksiyonlarda protein
tirettikleri gozlenmektedir [178]. Huang ve ark. tarafindan 2004 yilinda yapilan
calismada TGFDb1, askorbik asit, insiilin ve transferin etkisi ile kondrojenik farklilasma

olusturulmustur [179] (Sekil 2.23).

. |
-

Sekil 2.23: Adipojenik, Osteojenik ve Kondrojenik farklilagma [180]
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2.3.4.3 Mezenkimal kok hiicrelerin fenotipik ozellikleri

MKH’lerini diger dokulardaki hiicrelerden ayiran karakteristik ozellikleri
bulunmaktadir. Plastik ve cam gibi ylizeylere kolayca tutunabilmeleri MKH’lerin kiiltiir
petri kaplarina yapismalarini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle in vitro kiiltiirlerde
izolasyonlar1 kolaylasmaktadir. Diisiik yogunluktaki kemik iligi mononiikleer hiicreleri
“‘basal media’’ olarak adlandirilan fetal buzagi serumu (FBS) veya %10’luk fetal calf
serumunda (FCS) 2-3 giin bekletildiklerinde petri kabmin yiizeyinde kok hiicreler
goriilmeye baslar. Petri kabina tutunmamis olan hiicreler bu asamada uzaklagtirilir ve
hiicreler birlesip bir tabaka olusturana kadar FBS veya FCS eklenmeye devam edilir.
MKH tripsin ile muamele edilip, ileri pasajlarla sayilari ¢ogaltildiktan sonra

toplanabilirler.

Kemik iligindeki 1 milyon mononiikleer hiicreden 2-5 tanesi MKH’dir. Adip6z
dokuda ise santimetre kiip basina kemik iligine gore 100 ile 1000 kat daha fazla
pluripotent hiicre bulunmaktadir [172]. MKH’lerin toplaminin yaklasik %10 kadari
hiicre dongiisiiniin S, G2, M fazlarinda prolifere olurken %90’1 GO/G1 fazinda
beklerler. Yapilacak olan indiiksiyon ile daha fazla kok hiicrenin aktivasyonu miimkiin
olabilmektedir. Aktive olan MKH’ler sitokin sentezleme 06zelligine sahiptirler.
Mikroskopik incelemede MKH’ler fibroblastoid, ¢ubuk seklinde gozlenmektedir.
Hiicreler, diisiik yogunluklarda kiiltiir ortaminda koloni olusturmaya egilim gosterirler.
Yiiksek hiicre yogunlugunda ise koloni olusturmak yerine yan yana dizilmis hiicre

gruplari halinde ¢cogalmaktadirlar [181].

2.3.4.4 Mezenkimal kok hiicrelerin dokularda gosterilmesi

Giintimiizde MKH’lerin klinik olarak yararli sonuglari oldugu bilinmektedir.
Ancak bu hiicrelerin verildikten sonraki durumu, hasarli dokuya gocii, yerlesim
Ozellikleri, orada ¢ogalmalari, farklilasma 6zellikleri, kisacasi hiicrelerin infiizyonunu
takiben son durumlar1 hakkinda yeterli ¢alismalar bulunmamaktadir. Erigkin kok hiicre
caligmalarinin  %80’den fazlas1 kemik iligi ya da hematopoetik kok hiicrelerde

gergeklestirilmistir.

60



Kok hiicrelerin takip edilmesine yonelik farkli yontemler bulunmaktadir.
Hiicrelerin yesil floresan protein (GFP) ile transfekte edilmesi ve floresan hiicrelerin
dokularda takibi ise en ¢ok uygulanan yontemlerden biridir [182]. Genetik isaretleme
kalic1 olmasi yoniinden tercih edilen bir yontemdir. Kisa siireli deneysel ¢aligmalarda
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE), 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3”,3’-

tetramethylindocarbocyanine (Dil) gibi floresan isaretlemeler de kullanilabilir.

Viicuttaki her hiicrenin yiizeyinde o hiicreye 0zgili yiizey reseptorii
bulunmaktadir. Bu durum kok hiicrelerde de benzerdir. Bu sayica az ve diger hiicreler
benzer kok hiicrelerin saptanmasi amaciyla kok  hiicre Dbelirtegleri  (marker)
gelistirilmistir. Bu yiizey reseptdrlerinin floresan isaretleyicilerle isaretlenip ardindan
sayllmast iglemi; floresan yardimli hiicre sayimi (FACS) olarak ifade edilmekte ve
boylece mevcut kok hiicre sayisi belirlenebilmektedir [183]. Hiicrelerin yiizeyinde yer
alan, hiicrede sinyal yolaklar1 {izerinde veya hiicre yapisma molekiilleri olarak rol
oynayan bu belirteglerden birgogu kisaca “CD” (Farklilasma Kiimeleri=Clusters of
Differentiation) olarak bir baslik altinda toplanmis olup, hiicre tiiriine gore ¢ok 6zgiin
veya ¢ok yaygin olarak bulunurlar [184].

Tablo 2.12: Kok hiicre kaynaklar1 ve CD markerlari [185]

Kaynak Kok hiicre/Progenitor Markerlar

Hematopoetik kok hiicreler CD1la+ CD11b+ CD14+ CD34+ CD44hi CD45 + Ly6G C+
CD90 (Thy-1) CD117 (cKit+) CD164

Endothelial progenitor CD34+

Embriyonik kdk hiicre CD31+ CD146+

Indiiklenmis pluripotenent kok hiicre CD31+ CD146+

Umblikal kordondan tiiremis myeloid | CD14+

progenitdr hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler CD29+ CD31- CD34- CD44+ CDA45- CD73+ CD79+ CD90+

CD105+ CD 133+ CD140b+
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2.3.4.5 Mezenkimal kok hiicreler ve rejeneratif tip

Rejeneratif tip, teknolojik geligsmeler ile birlikte hizla 6nem kazanarak bircok
arastirmact ve bilim adamui i¢in ilgi odagi haline gelmistir. Gliniimiizde rejeneratif tip
alaninda hastalikli ve hasarli organlari yenileyici, kanser tedavisi hatta 6liimstizliik de
dahil olmak iizere bir¢ok konuda galismalar yapilmaktadir. Rejeneratif tip temelinde
kok hiicre, bliyiime faktorleri, hasar gérmiis ve yaslanmis hiicrelerin onarilip yerine
yenilerinin koyularak veya mevcut dokunun rejenerasyonunu saglayarak fonksiyonlarini

tyilestirmeyi hedeflemektedir.

MKH’lerin 6zellikle rejeneratif tip uygulamalari i¢in en ¢ok ilgi ¢eken 6zelligi
bu hiicrelerin uygun mikrogevre kosullarinda basta konnektif doku olmak {izere ¢ok
cesitli hiicre tiplerine farklilasabilme potansiyelinin gosterilmis olmasidir. Cesitli
arastirmalar bu hiicrelerin in vitro kosullarda uygun uyaranlar ile osteojenik, dipojenik,
kondrojenik, miyojenik farklilasma kapasitelerinin oldugunu ve hematopoetik stroma
olusturabildiklerini gostermistir [146]. Mezenkimal kok hiicreler, in vitro ortamda
kolaylikla farklilasmaya yonlendirilebilmektedir. Adipojenik, osteojenik, kondrojenik
farklilagsma ozelliklerinin in vitro ortamda gosterilmesinin MKH tanimlamasi igin sart
oldugu bildirilmistir. Cesitli konsantrasyonlarda benzer veya farkli uyaranlara maruz
birakilarak giinler igerisinde ¢ok sayida hiicrenin farkli tipte hiicreye doniisiim

gosterdigi ¢alismalarda gosterilmistir [171-172].

Mezenkimal kok hiicrelerin  karakter kazanabilmesi ic¢in kok hiicrenin
kaynaklandig1 dokudan uzaklastirilmasi, hazirlanmasi ve elde edilmesini takiben uygun
sartlarda kiltiire edilerek istenilen hiicre tiriine farklilastirllmasi ve sadece
farklilastiklar: tiirdeki hiicrelerin ¢ogaltilmasi gerekmektedir. In vitro karakterizasyon

islemi i¢in farkli protokoller mevcuttur (Tablo 2.13).

Farklilasma c¢alismalarinda, MKH’lerin hedeflenen farklilasmis hiicrelere
doniisiimiiniin gerceklestigini gostermek igin histokimyasal, immiinohistokimyasal veya
immiinfloresan yontemler kullanilir. Mezenkimal kok hiicrelerin, kendi dizinleri
disindaki farkli hiicre dizilerine de farklilasabilme niteligi, 6zellikle rejeneratif tip ile

ilgili alanlarda ¢ok ilgi uyandirmis, bu konuda ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Kok
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hiicre plastisitesi, bir hiicrenin kdken aldiklar1 dokulardan farkli dokulara doniisebilme

ozelligini tanimlamaktadir [186].

Tablo 2.13: MKH’lerin karakterizasyonunda kullnilan basglica farklilagsma protokolleri [147]

Protokol Medya Serum Uygulama

0.5mM IBMX,1 mikroM
o deksametazon, 10
Adipojenik DMEM FBS(%10) mikroM insiilin, 200
mikroM indometazin,
9%lantibiyotik/antimikotik

0.1 mikroM
deksametazon, 50

Osteojenik DMEM FBS(%10) mikroM askorbat-2-
fosfat, 10 mM B-
gliserofosfat, %1
antibiyotik/antimikotik

6.25 mikrog/ml insiilin,

Kondrojenik DMEM FBS(%10) 10 ng/ml TGFB1,50nM
askorbat-2-fosfat, %1

antibiyotik/antimikotik

Lo 50 mikroM
Miyojenik DMEM FBS(%10) HS(%5) hidrokortizon, %1
antibiyotik/antimikotik
Noérojenik DMEM Yok 5-10 mM B-
merkaptoetanol

(DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium, FBS: Fetal buzagi serumu, HS: Insan serumu)

2.3.4.6 Mezenkimal kok hiicrelerin klinik kullanim

Kok hiicreler son yillarda yiizlerce yeni ¢alismanin yapildig:r bir konu haline
gelmistir. Doku mithendisligindeki kullanimlarina ve hiicre bazli tedavilere ek olarak
farkli bircok sistemik ve lokal hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Kanser
hastalarmin malign hiicrelerine kemoterapétik ilaglarin tasinmasini saglayan genlerle

modifiye edilmis mezenkimal kok hiicrelerle yapilmig basarili galismalar mevcuttur.

Kok hiicrelerin doku miihendisliginde kullaniminda iki 6nemli 6zellik dikkate
alinmaktadir:

1) Hiicrelerin yiiksek sayida ve kolay elde edilebilmesi,

2) Uygun in vitro ve in vivo sartlarda istenilen hiicre ve doku yapisina kolayca

ve yiiksek oranda doniisebilmeleri.

Endotelyal progenitdr hiicre tedavisi ve terapdtik vaskiilogenezin plastik

cerrahide c¢esitli uygulamalar1 vardir. Son zamanlarda problemli bolgelerde yeni damar
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olusumunu arttirmak icin kok hiicre nakilleri uygulanmaktadir [187] Endotelyal
progenitor hiicreleri sisteme enjekte edildikten sonra secici bir sekilde iskemik dokulara
yerlesir, boylece bu hiicreler iskemik flepleri kurtarmada o6nemli rol oynayabilir.
Terapotik anjiyogenezin flep yasayabilirligini arttirma, yara iyilesmesini gelistirme,
doku ¢ogalmasini hizlandirma potansiyeli olup tek basina biiylime faktorlerinden daha

cok, hasarli hiicreleri yenileyerek faydali olmaktadir.

Kok hiicrelerin terapotik anjiyogenezis yapict etkileri bircok ¢alismada
gosterilmesine ragmen flep cerrahisinde kullanimina ait ilk ¢aligma ise Ichioka ve ark.
tarafindan yapilmistir [188]. Bu c¢alismada, siganlarda kemik iligi kaynakli kok
hiicrelerin dorsal cilt fleplerindeki revaskiilarizasyon fizerine etkisi arastirilmis ve
kapiller dansitede iskemi reperfiizyon hasarini azaltict yonde belirgin artis tespit
etmiglerdir. Mezenkimal hiicrelerin vaskiiler endotelyal hiicrelere farklilasma
kabiliyetleri oldugu bilinmektedir. Zheng ve ark.’nin yaptiklart ¢alismada, VEGF-
transduced mezenkimal kok hiicrelerin iskemik fleplerde neovaskiilarizasyonu arttirdigi

gosterilmistir [189].

Lu ve ark.’nin siganlarda yaptig1 bir ¢alismada AKKH’lerin random patternli cilt
fleplerinin yasayabilirligini arttirdigini  gostermislerdir. Kemik iligi kokenli kok
hiicrelerin de sican cilt fleplerinde neovaskiilarizasyonu arttirip flep dolagimina olumlu
etkisi oldugu gosterilmistir [190]. Uysal C. ve ark. yaptig1 ¢calismada ise sigan dorsal cilt
fleplerinde olusturulan iskemi reperfiizyon hasarmin adipéz doku kokenli kok hiicre
uygulanmasi ve bir takim biiylime faktorlerinin regiilasyonu sonucu iskemi reperfiizyon

hasarinin 6nlenebilecegi gosterilmistir [191].

Kemik iligi kaynakli MKH’lerinin de novo miyokard olusturdugu gosterilmistir.
Yapilan ¢alismalarda miyokard enfarktiisii ve koroner arter hastaliklarinda intrakoroner
kok hiicre inflizyonunun, kalp kasi rejenerasyonunda oldukca etkili oldugu bildirilmistir
[192]. Oftalmolojide de arastirmacilar hasar géormiis goze korneal kok hiicre transplante
ederek tekrar gormeyi saglamiglardir [193]. Ayni hiicrelerin bagka uyaranlarla noral

hiicre serisine de doniisebildikleri gézlenmis ve ALS gibi hastaliklarda spinal kordaki
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hasarli bolgeye verilen kok hiicrelerin ablatif sinir hiicrelerini rejenere ettigi ve sonugta

16komotor fonksiyonun geri kazanildigi gosterilmistir [194].

Osteopeni ve osteoporoz gibi birgok insani etkileyen hastaliklar1 tedavi etmek
icin ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu konuda kemik onarimina yonelik farmakolojik, gen ve
hiicre tedavileri denenmektedir. Osteoblast farklilasmasi iskelet dokusunun olusmasi ve
kemik sekillenmesinde Onemli bir asamadir [195]. MKH’lerin in vitro osteojenik
potansiyelinin gosterilmesini takiben MKH’lerin skafold ve biyomateryellere eklenmesi
ile defektlerin onarimina yonelik 6nemli ¢aligmalar yapilmistir. Bu biyomateryallerden

en dikkat ¢ekici olanlar1 atelokollajen, hidroksiapatit trikalsiyom fosfatdir [196].

Kemik defekti onarimina yonelik bir ¢alismada AKKH ile kalvarial kemik
defekti onarimi arastirilmistir. Sicanda deneysel yarik damak modelinde poliaktik asit
skafolda AKKH emdirilerek defekte uygulanmis ve defekt kapatilmistir. Kok hiicre
uygulanmayan skafoldda defekt acik kalmistir [197].

Literatiirde MKH’ler ile yumusak doku onarimlar1 [198], kikirdak onarimi [199],

yara iyilesmesi [200], neovaskiilarizasyon [201], sinir onarimi [202], gibi farkli

konularda basarili uygulama sonuglar1 bildirilmistir.
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2.4 TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA

2.4.1 Trombositlere genel bakis

Trombositler 2-4 um ¢apinda, disk seklinde, mitokondri ve mRNA i¢ermesine
ragmen ¢ekirdek icermeyen = sitoplazma  parcaciklaridir.  Kemik iliginde
megakaryositlerin sitoplazmalarindan koparak meydana gelirler. Bir megakaryositten
ortalama 2000-7000 trombosit olusmaktadir. Mikrolitrede (ul) ortalama 200000-
400000 trombosit bulunmaktadir. Kanda ¢ekirdeksiz olarak 7-10 giin yasarlar. Yapisal
olarak ¢ekirdekleri yoktur ancak mitokondri, mikrotiibiil ve graniiller (a, 6 ve 4) icerirler
(Sekil 2.24). Her trombositte ortalama 50-80 graniil bulunmaktadir. Bu graniiller
yapilarinda 30°dan fazla protein bulundururlar. Aktive olan trombositlerde bu igerik
salinir. Yapilan ¢alismalarda yaklasik trombositlerde yaklasik 1000°den fazla protein
tipi bulunmustur [204]. Dolasimdaki trombositlerin biiyliik kismi1 aktive olamadan
retikiilloendotelyal sistem tarafindan temizlenirler. Trombositlerin aktive olmasi
durumunda igerdikleri bir¢ok protein ve biiylime faktorlerini ortama salgilarlar.
Trombositler, hemostazis, hiicre membran1 adherensi, agregasyon, piht1 olusumu ve
anjiogeneziste rol oynarlar [205].

Glycogen o Coat  Microtubules

Dense granule

\‘ a-granules
/ “ m
~ / 7~ Open canalicular system
B/
& 7 // // ‘

Mitochondrion

Dense tubular system

Sekil 2.24: Trombositlerin ultrastriiktiirel yapist [203]

Periferik yaymada kiime seklinde goriilen trombositler tek olarak incelendiginde
periferik bolgelerinde agik mavi boyanan hyalomer ve merkezinde mor graniil igceren
graniilomer goézlenmektedir. Bu pargaciklar trombosit plazma membranina baglanan
acik kanalikuler bir sistem igermektedir [206]. Trombositlerin periferinde trombosite
disk seklini veren demet seklinde mikrotiibiiller bulunmaktadir. Hyalomer bolgesinde,

tiibiiler sistem olarak bilinen elektrondan yogun diizensiz tiipler bulunur. Hyalomer
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icerisindeki mikroflamanlar aktin filamanlar1 sayesinde trombosite hareket saglar ve
agregasyon sirasinda filopodlarin ve ylizey uzantilarinin uzatilmasini saglamaktadir
(Sekil 2.25). Yapisal olarak trombositler, organizasyon ve fonksiyonlarina gore 4

bolgede incelenebilir. Bunlar; periferal bolge, membran bolge, yapisal bolge, organel

bolgesidir.

Peripheral Zone e Structural Zone
plaF;ma P ,
membrane\f *—\\\ microtubules
glycocalyx-_Jj AN

Organelle Zone \

A granule l““zl, “a°

(lysosome) | \\

glycogen\iﬂ'ﬁ i

open canalicular
system

}\@/j —~ —~dense tubular system

Sekil 2.25: Trombositlerin bolgesel incelemesi [207]
1- Periferal bolge: Hiicre yiizeyi glikoprotein, GAG ve plazmadan absorbe
edilmis pihtilagma faktorlerini iceren glikokaliks ile kaplanmis hiicre membranindan
olugmaktadir. Trombosit fonksiyonlar1 igin reseptor gdrevi goren integral membran

proteinleri bulunmaktadir.

2- Membran boélge: Acik kanalikiiler sistem (AKS) ve yogun tiibiiler sistem
(YTS) olmak iizere iki gesit kanalikiiler sistemden olusmaktadir. AKS, megakaryosit
sitoplazmasinin  boliinmeye katilmamis olan trombosit demarkasyon kanallarinin
gelisimsel kalintisidir. YTS ise megakaryositlerin ER’lerinden kdoken alan elektrondan
yogun materyal icermektedir. Ayrica kalsiyum deposu olarak fonksiyon gosterirler.

YTS kanallarinin trombosit yiizeyi ile baglantis1 bulunmamaktadir.

3- Yapisal bolge: Mikrotiibiilleri, aktin filamanlarini, miyozin, aktin baglayan
proteinleri icerir ve plazma membranint destekleyen ag yapist gosterir. Her aktin
filaman aginin altinda trombositlerin disk seklini saglayan 8-24 adet mikrotiibiil demeti

bulunur.
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4-  Organel bolge: Trombositlerin  merkezini olusturur. Mitokondri,

peroksizomlari, glikojen partikiillerini ve graniilleri igerir (a, & ve &).

Alfa graniilleri: 300-500 nm c¢apinda fibrinojen, TDGF ve diger trombosit iliskili
proteinleri igcermektedir. Alfa graniillerin hemostaz, inflamasyon, kemik ve Yyara

iyilesmesinde gorevli pek ¢ok protein igerirler.

Delta graniiller (yogun cisimler): 250-300 nm c¢apinda kalsiyum, pirofosfat, ADP ve
ATP gibi enerji molekiillerini igerirler. Bu graniiller ayrica seratonin depolamada

gorevlidirler.

Lambda graniilleri: 175-250 nm ¢apinda lizozomal enzimleri igerir. Bakterisidal etkisi

olan glikozidaz, proteaz gibi proteinleri icerirler. Pihtinin rezorpsiyon fazinda

gorevlidirler.

Tablo 2.14: Trombosit yapisindaki graniillerin icerikleri [208]

Dens Graniil

‘Pro-agregan molekiiller’

Alfa Graniil

‘Adezyon ve yenilenme molekiilleri’

Lizozomlar

‘Temizlik molekiilleri’

Niikleotidler:
Adenin: ATP, ADP
Guanin: GTP, GDP

Aminler:
Serotonin (5-HT)
Histamin
Bivalan katyonlar:
Kalsiyum
Magnezyum

Pirofosfot

Proteoglikanlar:
Trombosite dzgii: PTG, PF4
Serglisin, HRGP
PBP, CTAP-111, NAP-2
Adezif glikoproteinler:
Fibronektin, Vitronektin,
Thrombospondin, VWF
Hemostaz ile ilgili faktor ve
kofaktorler:
Fibronektin, Faktor V, VII, XI, XIII
Kininojenler, Plazminojen, Protein S
Hiicresel mitojenler:
PDGF, TGFp, ECGF, EGF,
VEGF, IGF, interlokin-p
Proteaz inhibitorleri:
a2 makroglobiilin, a2-antitripsin
Diger:
Immunglobiilinler: 1gG, IgA, IgM
Albtimin, GPIa/Multimerin

Asit proteazlar:
Katepsin D, E
Karboksipeptidaz A, B
Kollajenaz
Asit fosfataz
Arilsiilfataz
Glikohidrolazlar:
Heparinaz
N-asetil-glukozaminidaz
B-glukronidaz
B galaktozidaz
B-gliserofosfataz
Glukozisaz
Fukozikaz
Arabinozidaz

Mannozidaz
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2.4.2 Trombosit fonksiyonlar:

Trombositler hemostazda oOnemli rollere sahiptir. Trombositler damar
biitiinliigiinii kontrol ederler ve damar duvari hasarinda agiga ¢ikan bag doku, trombosit
adezyonunu uyarir. Bunun sonucu primer agregasyon meydana gelerek defektli alanda
trombosit tikaci olusur. Tika¢ igindeki trombositlerin alfa ve delta graniillerinden
salgilanan seratonin, ADP ve Tromboksan A; sekonder agregasyonu gerceklestirir.
Seratonin yarali bolgedeki damar diiz kaslarmi kasarak kan akisin1 yavaslatir.
Tromboksan Az ve ADP primer hemostatik tikag olusumunda gorev yapar. Trombosit
tizerindeki glikokaliksler plazmada ¢oziinlir halde bulunan fibrinojeni fibrine cevirir.
Fibrin baslangi¢ asamasinda piht1 i¢in gevsek bir ag olusturur. Bu ag i¢inde trombositler
ve kirmizi kan hiicreleri hapsolur. Trombosit tika¢ zaman icinde hemostatik tikag
sekline doniisiir. P1iht1 olusumu tamamlandiktan sonra trombositlerde bulunan aktin ve
miyozin pithtinin kontraksiyonunu saglayarak normal kan akisina olanak saglar. Piht1
gorevini tamamlandiginda inaktif plazminojen endotel tarafindan salgilanan
plazminojen aktivatorii tarafindan aktif plazmine ¢evirilerek pihtinin erimesine neden

olur [209].

2.4.3 Trombosit kaynakh biiyiime faktorleri

Trombositleri alfa graniillerinin yapilarinda bulunan biiyiime faktorlerini
sekresyon fazinda ortama salgilarlar ve ortamda mevcut olan biiyiime faktorleri hasarl
dokuda iyilesmeyi tetikler. Bu biiyiime faktoérleri; PDGF, FGF, VEFG, EGF, TGF-§,
IGF-1"dir (Sekil 2.26).

2.4.3.1 Trombosit kokenli biiyiime faktorii (PDGF):

30.000 dalton agirliginda, A ve B zincirleri olarak adlandirilan distilfid kapl 2
polipeptid zincirden olusan bir molekiildiir. Bu zincirler farkli genler tarafindan
kodlanmigtir. Hem homodimer (PDGF-AA, PDGF-BB) hem de heterodimer (PDGF-
AB) formlar1 bulunmaktadir. Daha sonradan kesfedilen formlarinda PDGF-CC ve
PDGF-DD aktif biiylime fonksiyonu i¢in ektraselliiler proteolitik yariklanma (klivaj)
gerekmektedir [211]. PDGF’ler trombositlerin alfa graniillerinden kaynaklanmaktadir
ancak monosit, makrofaj, fibroblastlar ve endotelial hiicreler gibi farkli hiicre ve

dokulardan da izole edilmislerdir. PDGF mezenkimal kaynakli fibroblast, glial hiicre,
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diiz kas ve kemik hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirmaktadir. PDGF hiicre ¢ogalmasinda
yeterlilik faktoriidiir ve IGF’ler gibi ilerletme faktorleri ile sinerjik etki gosterir. PDGF
mitojenik ve kemotaktik aktivite gdstererek bag dokusu biiylimesini, protein sentezini

stimiile ederek yara iyilesmesinde 6nemli rol oynar [212].

PDGF’ler yara iyilesmesinde Kkilit rolii olan biiylime faktorleridir. Baslica
fonksiyonlar1 bag doku ve kemik iyilesmesinde hiicrelerin mitogenezini uyarmaktir
[213]. Osteoprogenitor hiicrelerin farklilasmasii ve kemik kollajen sentezini uyarirken
osteoklast sayisini arttirarak kemik rezobsiyonunun uyarirlar ve kemikte remodeling
fazin1 hizlandirirlar ayrica anjiogenezisi uyararak neovaskiilerizasyona neden olurlar

[212]. Osteoblastlarin hiicre boliinmesini ve kemotaksisini stimiile ederler [214].

PDGF (Trombosit Kékenli Bliyiime Faktorii)

Hiicre biiylimesi, kan damarlarinin olusumu ve hasarin

onarnmi, kollajen tretimi

bFGF (Fibroblast Biiyime Faktorii)

Doku onarnimi, hiicre gelisimi, kollajen tretimi,

VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii)

Vaskiiler endotelyal hiicrelerin yeni olusumu ve biiyiimesi
hyaluronik asit Gretimi

TGF-B (Transforme Edici Bliylime Faktorii)

Epitelyal hiicrelerin ve vaskiiler endotelyal hiicrelerin

EGF (Epitelyal Bliylime Faktorii)

Epitelyal hiicrelerin gelisiminin uyariimasi,

anjiogenez, yara iyilesmesinin uyariimasi biiylime ve neogenezi, yara iyilesmesinin uyariimasi

IGF-1 (insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii)
Kikirdak bliytimesinin gelisimi, yara iyilesmesinin

uyariimasi

Sekil 2.26: Trombosit kaynakl biiylime faktorlerinin gorevleri [210]

2.4.3.2 Fibroblast biiyiime faktorii (FGF):

FGF, asidik FGG (aFGF veya FGF-1) ve bazik FGF (bFGF veta FGF-2) gibi
20’den fazla biiylime faktoriinii iceren bir aileden olugsmaktadir. FGF’ler sinyalini 4 adet
tirozin kinaz reseptorii araciligi ile iletirler (FGFR 1-4). FGF-1 her ¢esit reseptore
baglanabilirken FGF-7 baglanabilmek igin keratinosit biiylime faktoriine (KGF-7)
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ihtiya¢ duymaktadir. Salinan FGF’lere ekstraselliiler matrikste heparan siifat baglanir ve

inaktif hale gelen FGF biiylime faktorii rezervi olarak saklanir.

FGF-2 ve KGF-7 yara tamirinde gorev alarak epitelizasyona yardimci olur.
FGF-2 anjiogenezise Onemli katkilarda bulunur. FGF’ler kan hiicrelerinin
farklilagsmasinda ve yeni kemik iligi stromasi olusumunda gorevlidirler. Ayrica iskelet
ve kardiyak kaslarin gelisimi, akciger olgunlagmasi ve karacigerin endodermal

hiicrelerden 6zellesmesinde rol oynamaktadir [215].

2.4.3.3 Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF):

VEGF ailesi homodimerik proteinleri icerem VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D ve PIGF gibi faktorler icermektedir. Bu faktorler onemli bir anjiogenez
mediatoriidiir ve neovaskiilarizasyon esnasinda regiilator Ozelliktedirler. VEGF’ nin
anjiogenik aktivitesi sayesinde kemik rejenerasyonu {izerinde olumlu etkileri
bulunmaktadir [216]. Yara boélgesinde meydana gelen hipoksi VEGF’nin en 6nemli
uyaranidir. Uyarilmis olan faktorler, fibroblast, inflamatuar ve endotelyal hiicre

proliferasyonunu ve migrasyonunu hizlandirir ve vaskiiler gecirgenligi arttirir [217].

2.4.3.4 Epidermal biiyiime faktorii (EGF):

Epidermal biiylime faktorii tek zincirli 53 aminoasit igeren bir proteindir ve
yapisal olarak TGF-a ile benzer yapidadir ve ayni reseptore tutunurlar. EGF’nin asil
kaynag tiriner doku ve tiikriik bezleridir. Ayrica serebrospinal ve amniyotik sivilardan
izole edilebilmektedir. EGF, epitelyum, endotel ve mezodermal kaynakli hiicrelerin
DNA sentezini arttirarak hiicre biiylimesini uyarirlar. Etkileri deri ve miikdz
membranlarin bazal hiicreleri ile smirlidir. Bazal membranin spesifik bilesenlerini
olusturmak i¢in bu bazal hiicrelerin uyarilmasi, replikasyonu ve migrasyonunu

indiiklerler [218].

2.4.3.5 Transforme edici biiyiime faktorii (TGF-p):
TGF-p fonksiyonel olarak BMP, aktivin, inhibin, miillerian inhibiting substance
gibi genis fonksiyonlara sahiptir. TGF-B1, TGF-f2 ve TGF-B3 olmak iizere 3 izoform

iceren, 30 iiyeden olusan iist aileye iiyedir. TGF-B1 en genis dagilima sahip olanidir.
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TGF’ler trombositler, endotel hiicreleri, lenfositler ve makrofajlar gibi bir¢ok hiicre
tarafindan tretilen homodimerik proteindir. Hiicre replikasyonu ve farklilagmasi igin
major diizenleyici olan TGF-f, ¢ift fonksiyonlu ve pleotropik yapidadir. Baglandig:
reseptore gore hiicre biiylimesini uyarir ya da inhibe eder. Genel olarak tiim hiicre
tiplerinin matriks sentezini arttirir ve kemik matriks depozisyonunu uyarir. TGF-f’nin
kemik hiicre proliferasyonunda, hiicrelerin farklilasma durumu, kiiltir kosullar1 ve
konsantrasyonuna bagli olarak artis ve azalmaya neden olabildigi gosterilmistir. In vitro
olarak kemik yakinina enjekte edildiginde, yeni kikirdak ve kemik olusumunu arttirdigi
ancak kemik alaninin uzagina enjekte edildiginde yeni kemik olusumunu azalttig

gosterilmistir [219].

TGF-B1 ve TGF-B2’nin hiicre replikasyonu ve matriks sentezini uyardigi
gosterilmistir. Osteogeneziste osteoblastlarin ¢ogalmasini uyararak kemik kollajen
tiretimini dogrudan attirirlar. Yara iyilesmesi, immun yanitin diizenlemesi, enflamasyon

regiilasyonu ve embriyogeneziste rolleri bulunmaktadir [214].

2.4.3.6 Insulin benzeri biiyiime faktorii IGF-1):

Insulin benzeri biiyiime faktdrleri tiimdr hiicreleri dahil birgok hiicrenin
farklilasmas1 ve ¢ogalmasi icin pozitif diizenleyici ajanlardir. Hiicre koruyucu 6zellikte
olan sitokinler hiicreler i¢in cogalma mediatdrleri olmakla beraber hiicre apoptozisini de

diizenleyici etkiye sahiptirler [220].

IGF iireten ve bu faktorlere duyarli olan kemik hiicreleri, inaktif formdaki
IGF’ler i¢in depo gorevi goriir. RNA sentezi ve iletimi etkinliginde artis ve protein
yikiminda azalma gibi pleotropik ektilere sahiptir. Fibroblast kokenli dokularin
rejenerasyonunda ilerleyici faktor olarak rol alirlar. Kemik hiicrelerinde IGF’ler
preosteoblastlarin hem proliferasyonu hem de tip | Kkollajen sentezi ile birlikte
osteoblastlara farklilagmay1 uyarirlar. Boylece sentezlenen kemikteki hiicre sayisi ve her

bir hiicrede depolanan ekstraselliiler matriks miktarini arttirirlar [219].
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2.4.4 Trombositten zengin iiriinler

“Trombositten zengin plazma’® terimi ilk olarak 1954 yilinda Kingley
tarafindan kullanilmistir [221]. Kingley ¢alismasinda trombosit konsantrelerinin kan
pihtilasmasindaki onemini belirterek giinlimiiziin kan transfiizyonu bilimine katkida
bulunmustur. 1970 yilinda Matras ve ark. fibrin yapistiric ile ilgili ilk yaymi yaptiktan
birka¢ yil sonra otolog bir karisim olan ‘trombosit-fibrinojen-trombin’ karigimi
oftalmoloji, genel cerrahi ve norosirurjide kullanilmaya baslamistir [222]. 1986 yilinda
Knighton trombosit konsantrelerinin, klinik yara iyilesmesini stimiile ettigini bildirerek
iki basamakli santrifiij islemi ile elde ettigi tirtinii kronik iilser hastalarinin tedavisinde
kullanmigtir  [223]. Tam olarak trombositten zengin plazma (PRP) teriminin
kullanilmast 1998 yilinda Marx ve ark. tarafinca maksillofasiyal kemik grefti

rekonstriiksiyonunda TZP {irlinlerinin kullanilmasi ile gerceklesmistir [224].

Trombosit konsantrelerinin hazirlanmasinda farkli yontemler mevcuttur.
Kullanilan yontem farkliligi elde edilen trombosit konsantrelerinin igerigini de
etkilemektedir. Trombosit konsantreleri temel olarak Trombositten zengin plazma ve

trombositten zengin fibrin olarak 2 sinifta incelenebilir.

2.4.4.1 Trombositten zengin plazma (TZP)

TZP, kisaca kiigiik hacimdeki plazma igine sikistirilmis otolog trombosit
konsantresi olarak tanimlanabilir. TZP igerisinde yiiksek seviyede trombosit, biiylime
faktorleri ve pihtilasma faktdrleri bulunmaktadir [225]. Islenmemis pihti biinyesinde
%94 kirmizi kan hiicreleri, %5 trombosit ve %1 beyaz kiire hiicreleri bulunmaktadir.
TZP tarafindan olusturulan pihtida ise bu oran %94 trombosit, %5 kirmizi kan hiicreleri

ve %1 beyaz kan hiicreleri olarak degisir [226].

TZP’nin cesitli klinik kullanim sekilleri mevcuttur. TZP direk lezyon bolgesine
enjekte edilerek, igerisine kalsiyum eklenerek jellestirildikten sonra bagka hiicreler igin
tasiyicl olarak ya da greft materyelleri ile karistirilarak kullanilabilir [227]. TZP’nin
etkinligini kaybetmeden 8 saat icerisinde uygulanmasi onerilmektedir fakat ilk 1 saatte
bliylime faktorlerinin %95°1 salinir bu nedenle en hizli sekilde kullanim1 6nerilmektedir.

Etkinligi uygulanan bolgede 7 gline kadar devam etmektedir [228].
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Biiytime faktorlerince zengin olan TZP, mitogenezis, makrofaj aktivasyonu ve
anjiogenezis lzerine ilk olarak PDGF etki gostermektedir. Ayrica TZP igerisinde
yiiksek konsantrasyonda bulunan TGF’nin bag dokusu ve kemik yenilenmesi ile
hiicresel aktiviteyi arttirarak kemik ve yumusak doku iyilesmesini hizlandirdig
bilinmektedir. Arikan ve ark. 2007 de yaptig1 ¢alismasinda, kemik grefti materyelleri ile
TZP uygulamalarimin erken kemik rejenerasyonu ve yumusak doku iyilesmesine
onciliik ettigi gibi, matiir trabekiiler kemik yogunlugunu da %15-30 oraninda attirdigin

gostermektedir [229].

TZP ayrica makrofaj hiicrelerinin aktivasyonunu saglayarak defans
mekanizmasinin harekete gegmesini, igerdigi 1okositler ve lokositlerden salgilanan
interlokinler sayesinde spesifik olmayan immiin cevabin olugsmasini saglamaktadir.
2010 yilinda Kathleen ve ark. tarafinca yapilan ¢alismada TZP’nin Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicans ve Cryptococcus neoformans gibi bakterilere
kars1 antimikrobial 6zellik tasidig1 ve konak dokuda bu etkinligin silirdiigli gosterilmistir

[230].

TZP klinikte bir¢cok alanda kullanim bulmaktadir. Bunlarin baslicalari; oral-
maksillofasiyal cerrahi, bas-boyun cerrahisi, otolaringoloji, kardiyovaskiiler cerrahi,
ortopedi, oftalmoloji, yanik tedavisi, yumusak doku lezyonlarinin tedavisi ve plastik

cerrahi pratik uygulamalaridir [225-230].

2.4.4.2 Trombositten zengin fibrin (TZF)

TZF protokolii ilk defa 2001 yilinda Choukroun ve ark. tarafindan tariflenmistir
[220]. TZF trombosit ve biiyiime faktdrlerinden zengin bir membran elde etmeyi
saglayan bir trombosit konsantratidir. Protokol tibbi bir alete veya Ozellesmis bir
makinaya ihtiyag duymamaktadir. Uygulamada venoz kan kuru cam tiiplere toplanir ve
diisiik hizda santrifiij edilir [3000 rpm-10 dk veya 2700 rpm- 12 dk]. PRF’de kana
herhangi bir antikoagiilan verilmedigi i¢in kan tlipe temas eder etmez pihtilasma baslar
(Sekil 2.27). Yavas santrifiij etkisi altinda fibrin ag 3 boyutlu yap1 kazanarak sitokin ve
hiicre gog¢iine izin verir [231]. TZP’den farkli olarak TZF uygulamadan sonra hemen

¢oziinmez ve dogal kan pihtisina benzer sekilde yavasca sekillenir. Bu siire¢ sirasinda
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trombositler aktive olur ve bu da fibrin matrikste trombosit ve 16kosit biiyiime
faktorlerinin absorbe olmasini saglar [220]. Bu otolog materyel maksillofasiyal cerrahi

ve implant cerrahisinde kullanim alani bulmaktadir.

Aselliler
plasma (PPP)

Fibrin pihti

Kirmizi trombiis: Kirmizi korpuskler tabaka ve trombositler birbirene

gevsek fibrin agi ile baghdirlar
[:] Fibrin pihti

I:’ Buffy Coat: Beyaz gizgi trombositlerin fibrin agi
icine alinmasi sonucu olusmaktadir

Kirmizi
§— korpiskiler
tabaka

Sekil 2.27: PRF katmanlarinin sematik gortiniimii [232]

2.4.5 Trombositten zengin plazma ve kemik iyilesmesi

Giinliik kullanimi son donemlerde artan TZP; otojen, ksenojen, allojen greft
materyelleri ile karistirilarak kullanilmaktadir. TZP salgiladigi biiyime faktorleri
sayesinde, greft materyalinin integrasyonunu saglamaktadir. Yapilan deneysel ve klinik
caligmalarda TZP ile kemik greftinin kombine kullanilmasinin osteogenezisi ve kemik

formasyonu kalitesini arttirildigr bildirilmistir [232].

Kemik rejenerasyon hizi insanlarda 1.0-1.5mm/giindiir. insan ortalamasima en
yakin hayvan olan domuzlarda ise 1.2-1.5mm/gilindiir. Hakimi ve ark.’nin 2009 yilinda
domuzlar iizerinde yaptig1 bir ¢alismada TZP ile kombine greftleme yapilan defektin
kortikal kisminin %55.9 unun, sadece kemik grefti kullanilan kortikal defektin ise
%39.3 iinilin 6 hafta sonra yapilan histomorfometrik analiz sonucu yeni kemik dokusu
ile doldugu bildirilmistir. Sonug olarak TZP ile kombine olarak greftlenen olgularda
kemik rejenerasyon miktart TZP kullanilmayan olgulara oranla istatistiksel olarak

anlamli derecede farkli bulunmustur [233].
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3. GEREC VE YONTEM

DA16/42 proje numarali deneysel ¢aligma, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun 03/10/2016 tarih ve 16/43 sayili izni ile uygun
goriilmesini takiben deneye baslandi. Denekler Baskent Universitesi Uretim ve
Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Calismada sayis1 biyoistatistik 6n degerlendirilme
ile tespit edilmis, agirliklar1 350 ile 450 gr arasinda degisen, 62 adet Sprague Dawley
cinsi saglikli erkek sican kullanildi. Deney Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Unitesi Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Calismada; Kronik bébrek hastaligi olan
sicanlarda adip6z kokenli stromal vaskiiler fraksiyonun ve trombositten zengin

plazmanin kemikte yara iyilesmesi lizerine etkileri aragtirildi.

3.1 Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi

Cerrahi islemler sirasinda kullanilan 62 sigan, Grup | (n:12), Grup Il (n:12),
Grup I (n:12), Grup IV (n:16) olmak {izere dort gruba ayrildi. 10 sigan MKH ve TZP
eldesi i¢in kullanildi. Gruplardaki tiim sicanlara kemik kirig1 uygulandi. Grup | harig
diger gruplara KBH modeli uygulandi. IIl. Grup siganlarina kemik kirigi bolgesine
sadece TZP verildi. IV. Grup siganlarmin kemik kirig1 bolgesine TZP ve SVF tedavisi
uygulandi (Tablo 3.1)

Grup | (n:12): Saglikli kontrol grubu
Grup Il (n:12): KBH’l1 kontrol grubu
Grup 11 (n:12): KBH’I1 TZP grubu

Grup IV (n:16): KBH’l1 TZP + SVF grubu

Tablo 3.1: Deneysel ¢alismanin zaman/yontem dzeti

Grup | -------=mmmmmmmeee - 6. hafta --- kemik kirig1 + kirik fiksasyonu ------------------- 12.hafta
Grup Il ------ Nefrektomi ---6. hafta --- kemik kirig1 + kirik fiksasyonu -------------------- 12. hafta
Grup I ----- Nefrektomi----6. hafta --- kemik kirig1 + kirik fiksasyonu + TZP------------ 12. hafta

Grup IV ----- Nefrektomi----6. hafta --- kemik kirig1 + kirik fiksasyonu + TZP + SVF--- 12. hafta
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3.2 Deney hayvanlariin bakimi

Tim deney hayvanlarina, 12 saat karanlik, 12 saat aydilik olacak sekilde
standart oda kosullar1 saglandi. Oda 1si1s1 18-20 °C arasinda tutuldu. Siganlar yem ve
musluk suyu ile beslendi. Operasyondan 6nce hayvanlara 24 saat aglik uygulandi.
Hipotermi olusmasini engellemek igin si¢anlar 1s1k kaynagi altinda ameliyat edildi ve

uyanma esnasinda da viicut 1sitmasi uygulamaya devam edildi.

Tim sicanlarin kuyruklar1 gruplarin1 ve hangi hayvan oldugunu belirtecek
sekilde numaralandi. Sicanlar kafeslere dorderli dagitildilar. Tiim hayvanlara cerrahi
sonrast donemde cilt alt1 0.02 mg/kg fentanil (Sufenta 5 mcg, Janssen Cilag inc.) ile
analjezi uygulandi. Calisma sonunda tiim siganlar, periton igine 150 mg/kg ketamin

hidrokloriir (Ketalar, Pfizer inc) enjekte edilerek sakrifiye edildi.

3.3 Deneyde kullanilan malzemeler
Kullanilan alet, malzeme, farmakolojik ve kimyasal ajanlar, Tablo 3.2 ve 3.3 ve

3.4°de gosterilmistir.

Tablo 3.2: Anestezi ve cerrahide kullanilan farmakolojik maddeler.

Kullamlan Farmakolojik Uygulama Yolu Uygulama Dozu- Amaci
Maddeler
Ketamin hidrokloriir Periton igi 40mg/kg — Anestezi
Ksilazin hidrokloriir Periton igi 5 mg/kg- Anestezi
Fentanil Subkutan 0.02 mg/kg- Analjezik
Povidon-iodiir (%10) Haricen Antisepsi
Pyedif BG deri spreyi Haricen Antisepsi (1 kez)

Tablo 3.3: SVF eldesi sirasinda kullanilan kimyasal maddeler (* Gibco-invitrogen, ** Santa Cruz, inc.)

SVF elde edilmesinde gerekli kimyasallar Uygulama amaci
Fetal buzag1 serumu (PBS)* Kok hiicre eldesi
Fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS)* Yikama, PH dengeleme
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)* Kok hiicre eldesi
Kollajenaz, Tip 1* Hiicrelerin birbirinden ayrigtirtlmasi
1,1°-Dioctadecyl-3,3,3°,3’- Kok hiicrelerin isaretlenmesi
tetramethylindocarbocyanine (Dil)**
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Tablo 3.4: Deneysel ¢alisma sirasinda kullanilan malzemeler

Kullanilan Malzemeler

Tart1
Enjektor 5-10-60 ml
Insulin enjektérii (1 ml)
22G damaryolu
22G kelebek set
Tirag makinesi
Cetvel
Cizim kalemi
Steril eldiven
Steril ortiim seti
Steril gazli bez
Beyaz tibbi flaster
11 ve 15 numara bistiiri
Adson penset
Steven’s doku makast
Portegu

Bipolar koter cihazi

21G enjektor ucu (Yesil igne)
Santrifiij cihazi
50 ml konik santrifiij tiipii
Serolojik pipet
Thoma lami1 ve lamel
Is1k mikroskobu
Petri kab1
200 pm’lik hiicre siizgeci
Vakumlu bog biyokimya tiipii
Silikon yaprak
Dremel 3000 Tur motoru
Elmas matkap ucu
Zimpara kagidi
Ipek dikis (4/0, 3/0 keskin igneli)
Vicryl dikis (6/0, 3/0, yuvarlak igneli)

Periost elevatori

3.4 Kirik modeli ve cerrahi islemler
Deneysel arastirma baslamadan oOnce, tasarlanmis olan ¢alisma plani 4 sican
tizerinde pilot ¢aligsma yapilarak denendi. Bdylece operasyon teknigi ve deney planinda

tyilestirme uygulandi. Operatif teknigin detaylar1 asagida anlatilmistir.

3.4.1 Kronik bobrek hastaliginin olusturulmasi (5/6 Nefrektomi)

Calismadaki I, I1l. ve IV. Gruptaki siganlara 2013 yilinda Seth ve ark.’in
tanimladiklar1 tek seansli 5/6 nefrektomi modeli uygulandi [234]. Cerrahi 6ncesi deney
hayvanlarina, periton i¢ine 40 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar, Pfizer inc), 5 mg/kg
ksilazin hidrokloriir (Rompun, Bayer inc) uygulanarak anestezi verildi. Anestezi
derinligi ekstremite ¢ekme yaniti ile degerlendirildi. Anestezinin idamesi i¢in baslangi¢
dozunun yaris1 ile devam edildi. Anestezi prosediiriiniin baslamasini takiben ameliyat

alanlar1 elektrikli tiras makinesi ile temizlendi. Deney hayvanlar1 dort ekstremiteleri
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flaster ile supine pozisyonda tespit edildi. Ameliyat alan1 %10 povidon-iodin (Baticon
antiseptik soliisyon, Adeka, Itd) ile temizlendi ve cerrahi siiresince sterilite kosullari

saglandi.

Morbiditenin azaltilmasina yonelik iki tarafli lomber kesi yerine vertikal planda
abdominal kesi tercih edildi. Ksifoid ¢ikintisi ve suprapubik bdlge arasinda 4 cm
uzunlugunda kesi yapildi (Sekil 3.1A). Cilt kesisini takiben her iki rektus abdominis
kas1 arasindan girildi. Rektus kilifi ve periton gecildikten sonra sag nefrektomi i¢in cilt,

bagirsak anslar1 ve karaciger ekarte edildi. Karin igerisi yapilara zarar vermemek igin

bagirsaklar deney hayvaninin viicut 1si1sina uygun 1sida gazli bez lizerine konuldu (Sekil

3.1B).

i - < -

Sekil 3.1: A) 4 cmlik orta hat kesisi B) Sag bobrek i¢in cilt bagirsak anslarinin ekarte edilmesi

5/6 nefrektomi modelinde sag bobregin tamami alinmaktadir. Isik mikroskopu
altinda sag bobregin kapsiilii soyuldu. Siirrenal bez korundu ve renal hilus ortaya
konulduktan sonra renal hilus (renal arter, renal ven, iireter) ana trunkusun 5 mm
proksimalinden 6.0 Vikril (Ethicon Inc) dikis ile baglanarak sag bobrek eksize edildi.
Eksize edilen bobrekler tartildi.
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Sol 2/3 nefrektomi i¢in viicut digina alinan bagirsaklar karsi tarafa gecirildi. Cilt,
bagirsak ve dalak ekarte edilerek sol bobrege ulasildi. Mikroskop altinda bobregin
kapsiilii siirrenal bez korunarak eksize edildi. Bobregin renal hilusu (renal arter, renal
ven ve Ureter) mikrodiseksiyonla ortaya konuldu ve hasarlanmamasina 6zen gdsterildi.
Sol bobregin iist ve alt polii 4.0 ipek (Dogsan, Ltd) dikislerle korteks rengi solacak
ancak renal korteksi kesmeyecek sikilikta baglandr (Sekil 3.2A). Baglamalar sirasinda
renal pedikiil ve iireterlerin hasar gérmemesine 6zen gosterildi. Baglamalarin distal
kisimlar1 11 numaral bistiiri ile kesildi ve ¢ikan parcalar sag bobregin agirliginin 2/3’i
olacak sekilde tartildi (Sekil 3.2B). Tart1 eksikligi durumunda az alinan polden tekrar
eksizyon uygulandi. A¢iga ¢ikan renal mediilla bolgesinde bipolar koter yardimi ile

hemostaz saglandi.

Hemostaz saglandiktan sonra bagirsak anslar1 dogal pozisyonuna alindi. Periton
kapamasi Oncesinde sivi kayiplarinin replasmani i¢in 2 cc intraperitoneal serum
fizyolojik verildi. Periton, rektus abdominis kas1 4.0 yuvarlak vikril ile kilitli devamli
dikis ile onarildi. Cilt 3/0 ipek (Dogsan, Ltd) ile devamli ve kilitlemeli dikis teknigi

kullanilarak onarildi.

A
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Sekil 3.2: A) Abdominal organlarin ekarte edilmesi. Sol bobregin iist ve alt pollerinin kortekse zarar

vermeyecek sikilikta baglanmasi B) Sol bobregin alt ve iist pollerinin ¢ikartilmasi sonrasi goriintiisii
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3.4.2 Stromal vaskiiler fraksiyonun hazirlanmasi

SVF ve TZP eldesi igin ayrilan 10 deney hayvaninda 5/6 nefrektomi modeli
uygulandiktan sonra 6 hafta takip edildi. KBH gelisimi biyokimyasal olarak kanitlanan
deney hayvanlari, Ogawa ve ark.’min yaymlamis olduklar1 protokole gére SVF eldesi
icin kullanildilar [235]. Deney hayvanlarinin inguinal bdlgeleri anestezi sonrasi tiras
edildi ve supine pozisyonda cerrahi masaya tespit edildi. Karin orta hattan baslayan
kesiler bilateral inguinal bolgelere dogru uzatildi. inguinal yag yastikgiklari bilateral
eksize edildi ve 10 dene1 hayvanindan yaklasik 8 gr kadar yag doku ¢ikarildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: Inguinal bolgeden fibroadipdz doku alinmasi ve petri kabinda tartilmasi

Elde edilen adipéz dokularm PBS ile yikanmasimi takiben petri kaplarina
alinarak, mekanik olarak bistiiri ve doku makas1 yardimiyla kiigiik pargalara ayrildi. Bu

sirada vaskiiler ve fibrotik yapilar ayiklanarak uzaklastirildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4: Petri kabi igerisinde yag dokunun doku makasiyla parcalanmasi ve pipetle transferi
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Ayiklama islemi tamamlandiktan sonra kalan adipdz dokular yeni petri kaplarina
alindi. Bu kaplarin igine kontrol medium (DMEM, %10 FBS ve %1 antibiyotik
(penisilin/streptomisin)) eklenerek, 1 saatlik inkiibasyona birakildi. Sonrasinda dokular,
3 defa PBS ile 5 dakika boyunca yikanip siispansiyon haline getirildi. Yikama islemini
takiben dokular 50 cc’lik konik santrifiij tiipiine alind1 (Sekil 3.5).

Sekil 3.5: Yikama sonra dokularin petri kabi igerisinde ve santrifiij tiipiindeki goriintiisii

Santrifiij tiipliniin igerisine %0,15’lik tip 1 kollajenaz hassas terazide (Sartorius,
sartonet) tartilarak eklendi. Karigim 37 °C’de 30 dakika g¢alkalamali su banyosu ve
vorteks (Biyosan vorteks V-1 plus) ile karigtirildi. Bekleme siiresinin sonunda
kollajenaz1 nétralize etmek i¢in homojenize olan siispansiyona esit voliimde (15 ml)

kontrol medium eklendi ve 5 dakika kadar karigtirildi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6: Tip 1 kollajenin hassas terazide tartilmasi ve karigimin vorteks ile karigtirtlmast
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Olusan siispansiyon 200 pm’lik hiicre siizgecinden gegirilerek hiicre dis1 dokular
(6rn: fasyalar, bag dokular, vb...) temizlenmesini takiben hiicre siispansiyonu 260 G’de
(1300 rpm) 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiiptin iist kisminda kalan
slipernatant atildi, alttaki birikmis kok hiicrelerin oldugu pellet dikkatli bir sekilde
alinarak 10 cc’lik santrifiij tiiptine konuldu (Sekil 3.7).

Sekil 3.7: Santrifiij cihazinin ayarlanmasi ve siispansiyonun santifiij sonrasi goriintiisii

Mikropipet yardimi ile toplanan SVF’ye PBS eklenerek 10cc’ye tamamlandi.
Hiicre sayimi i¢in mikropipet kullanilarak siispansiyondan 0,1 ml alindi ve metilen
mavisi ile boyandi. Isik mikroskopu altinda Thoma laminda hiicre sayim1 yapildi (Sekil
3.8). K&k hiicre say1 hesaplamas ile yaklasik olarak 56x10 adet hiicre tespit edildi.

Sekil 3.9: Thoma laminda 151k mikroskopu yardimiyla kok hiicre sayilmasi ve biiyiik sitoplazmali

kok hiicrelerin mikroskopik goriintiisii
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Hiicre sayimini takiben 10 cc’lik hiicre siispansiyonu 260 G’ de tekrar 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonras: tiipiin list kisminda kalan siipernatant atildi, alt
kisimdaki kok hiicrelerin  oldugu pellet birakildi. Kok hiicre isaretlenmesi i¢in
sitoplazmik boyama i¢in kullanilan 1,1°-Dioctadecyl-3,3,3°,3’- tetramethylindocarbo-
cyanine (Dil) uygulandi. Dil sitoplazmaya baglandiktan sonra hiicrenin transplante
edildigi bolgede takibini saglamaktadir [236]. Dil, %25’lik konsantrasyonda %99’luk
etanol ¢ozeltisinde ¢oziildii ve 1/100 oraninda PBS ile seyreltildi. Dil soguk ortamda
sitoplazmaya baglanmak olup in vivo kosullarda sitoplazmadan ayrilmadigindan SVF
iceren tiip bu hali ile buz dolu bir kabin igine konuldu. Tipiin icerisine 200 pl Dil
eklendi. +4 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakildi (Sekil 3.10).

Sekil 3.10: Dil sitoplazmik boya ¢ozeltisinin +4 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmas1

Inkiibasyon periyodu sonrasinda, Dil sitoplazma baglantisinin fiksasyonu igin 7
ml PBS konuldu ve karistirildi. Hiicre Dil fiksasyonunun ardindan, siispansiyon 1300
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiipiin ist kisminda kalan siipernatant
atildi, alttaki 56x107 adet Dil isaretli kok hiicrelerin oldugu pelletin iizerine %1
penisilin/streptomisin igeren 5 ml PBS eklendi, karistirildi1 ve tekrar siispansiyon haline
getirildi. Grup IV (SVF + TZP) icerisindeki 16 deney hayvanmin her birine 3.5 x 10’
hiicre kok hiicre verilmesi planlandi. Elde edilen kok hiicreler kalsiyum glukronatla

sertlestirilmis TZP igerisine konuldu ve kirik bolgesine uygulandi.
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3.4.3 Trombositten zengin plazmanin hazirlanmasi

SVF eldesi igin anestezi altinda 10 adet deney hayvanindan intrakardiyak
kaniilasyon ile yaklasik 20 cc kan elde edildi. Elde edilen kan pihtilasmanin
engellenmesi i¢in sodyum sitratl tiiplere konuldu (0.3 mL, 0.109 M (%3,2) Nasz-Sitrat)
(Sekil 3.11).

Sekil 3.11: Siganlardan TZP hazirlanmasi i¢in intrakardiyak kan alinmasi

Toplanan kan iki asamali santrifiij protokoliine uygun sekilde santrifiij i¢in
hazirland1 [237]. 22°C sicaklikta 3000 rpm devirde santrifiij cihazinda 13 dakika
santrifiije tabi tutulmasiin ardindan eritrositlerin tiipiin en alt kisminda toplandigi ve
plazma, trombosit vb. kan elemanlarinin ayrildign gozlendi. Ustte kalan plazma ile
beraber bu ara tabaka ayrn bir tiipe alindi. Plazma ve trombositleri igeren bu tiip ikinci
kez 5000 rmp devirde 17 dakika boyunca santrifiij edildi. Bu islem sonucunda
trombositlerin tizerinde yine beyaz ince bir tabaka olusturdugu ve trombositlerden fakir

plazmanin en iistte toplandig1 goriildi (Sekil 3.12).

Sekil 3.12: Sodyum sitrath tiiplerin santirfiij cihazindan dikkatli alinmasi ve TZP’nin santrifiij

sonras1 goruntuisii.
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Olusan trombosit konsantresinin trombositten zengin kismi TZP jellestirme
islemi ile kemik kirig1 bolgesine uygulanacak duruma getirildi [238]. Elde edilen TZP,
Grup 111 ve Grup IV teki sigan sayilar1 hesaplanarak her bir hayvana uygulanacak TZP
miktarima uygun olacak sekilde iki petri kabina paylastirildi. Kaplardaki TZP iizerine
yavasg inflizyon ile kalsiyum glukonat eklendi (Sekil 3.13).

b

Sekil 3.13: Kalsiyum glukonatin siganlardan hazirlanmig TZP ile petri kabinda birlestirilmesi

Kalsiyum glukonat ilavesini takiben petri kaplart igindeki TZP’lerin
jellestiginden emin olmak amaci ile penset ile elevasyon testi uygulandi. Grup Il i¢in
hazirlanan jellesmis TZP bistiiri yardimi ile denek sayisina uygun sekilde 12 esit
parcaya boliindii. Grup 1V igin ayrilmig TZP iizerine KBH’l1 siganlardan elde edilen
SVF konularak karistirildi. SVF karistirilmig olan TZP denek sayisina uygun olarak 16

esit parcaya boliindii ve cerrahi kirtk bolgesine uygulanmak iizere hazirlandi (Sekil
3.14).

Sekil 3.14: TZP nin jellestirme kontrolii ve TZP’lerin kirik iizerine uygulanmak tizere esit parcalara

boliinmesi
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3.4.4 Cerrahi kirik modelinin hazirlanmasi

Tiim gruplardaki hayvanlarin KBH cerrahisini takiben 6. haftada KBH gelistigi
kanitlandiktan sonra (1. Grup hari¢) daha 6nceden tanimlanmis olan kirik modeli
planland1 [239]. Kirik olusturulmasi ig¢in tur motoru (Dremel 3000, Model 255) ve
elmas matkap ucu kullanildi (Sekil 3.15).

Sekil 3.15: Calismada kullanilan tur motoru ve elmas ucu

Anestezi i¢in tiim hayvanlara periton icine 40 mg/kg ketamin hidrokloriir
(Ketalar, Pfizer inc), 5 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun, Bayer inc) uygulandi.
Anestezi derinligi ekstremite ¢ekme yaniti ile degerlendirildi. Anestezinin idamesi,
baslangi¢c dozunun %50’si ile saglandi. Hayvanlar uyuduktan sonra ameliyat alanlari
elektrikli tiras makinesi ile temizlenerek cerrahi masaya ii¢ ekstremiteden flaster ile
prone pozisyonda tespit edildi. Sag bacak maniipilasyon amaci ile serbest birakildi.

Ameliyat alan1 %10 povidon-iodin ile temizlendi ve cerrahi siiresince sterilizasyon

Sekil 3.16: Hayvanin cerrahi masaya sabitlenmesi ve kesi plani ¢izimi
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Cilt kesisini takiben kas ve yumusak doku diseksiyonlari1 yapilarak sag femur
kemigine ulasildi. Kemigin distal 1/2°lik kismi femoral arter korunarak yumusak doku

baglantilarindan ayrildi. Cilt ve cilt alti dokular1 ekarte edilerek femur distal 1/3’liik

kisminda tur ile kirik olusturuldu (Sekil 3.17).

Sekil 3.17: Sigan sag femur kemiginin diseksiyonu ve tur aleti ile kemik kirilmasi sonras1 goriintiisii

Kirik sonrasi kemik stabilitesinin saglanmasi icin 21 Gauge enjektdr ignesi
(Yesil enjektor, BD Syringe) kullanilarak intramediiller ¢ivileme yontemi uygulandi.
Kirik ucundan mediiller kanalin distaline ilerletilen igne patella dislokasyonu sonrasi

ortaya ¢ikarilan interkondiller alandan gegilerek cilt disina ¢ikarildi (Sekil 3.18A).

¢

L LA b
L
L 23 N 3

Sekil 3.18: Olusturulan kemik kirigmin intramediiller olarak sabitlenmesinin asamalar1
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Mediiller kanaldan cilde ¢ikarilan 21G ignenin kanali kullanilarak cilt yoniinden
medulla igerisine ucu keskin yeni bir 21G igne ile girildi (Sekil 3.18B). Kanalin i¢inden
gecirilen igne kirik ucundan ¢ikarildi ve medullada oldugu kontrol edildi (sekil 3.18C,
D). Kirik ucunun proksimal kismi1 klemp ile sabitlenerek femur distalinden ge¢mis olan
igne ucu kirgin proksimal pargast ile birlestirildi (Sekil 3.18E). Igne kalca eklemine
ulasincaya kadar ilerletildi. Ignenin cilt kismindan ekpoze olan plastik parcas kesilerek

bolgeden uzaklastirildi (Sekil 3.18F). Medulla igerisinde bulunan ignenin saglamligi

kontrol edilerek kirik uclar birbirine temas edecek sekilde kapatildi (Sekil 3.19).
PR R

Sekil 3.19: Kemik kirik uglarr arasinda stabilizasyonun kontrolii

Kirik bolgesinin stabilizasyonunu takiben 1. ve Il. gruptaki hayvanlarin kirik
hatlar1 serum fizyolojik ile yikanarak cilt alti ve cilt dikisleri ile operasyon sahasi
kapatildi. III. ve IV. gruptaki hayvanlarin kirik bolgesi tizerine jellestirilmis TZP
uygulandi. 1ll. Gruptaki hayvanlarin kirik bolgesine sadece jellestirilmis TZP
uygulandi. IV. Gruptaki hayvanlarin kirik hattina SVF igeren TZP uygulandi (Sekil
3.20). Cilt primer onarildi. Operasyon sonrast 6 hafta kallus olusumu beklendikten

sonra hayanlar sakrifiye edildi.

Sekil 3.20: Jellestirilmis TZP nin kirik hatt1 iizerine direkt uygulanmasi
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3.5 Deney protokolii

Bu c¢alismada toplam 62 adet deney hayvani kullanilmistir. Kronik bobrek
hastaligit bulgular1 saptandiktan sonra kemik kirigr olusturulmustur. Kemik
iyilesmesinin mekanik, radyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin TZP ve SVF etKisi

altinda olusturdugu degisikler irdelenmistir.

Deney Yapim Kronolojisi:
1. Giin:  Grup I, I11, IV: 5/6 KBH modeli ile nefrektomi uygulanmasi.

3. Hafta: Grup I, II, 11, 1V: KBH takibi amagh kuyruk kanindan hemoglobin,

ure ve kreatini alinmasi.

6. Hafta: Grup I, 11, 11, 1V: Kuyruk kanindan hemoglobin, iire, kreatini, PTH, D
vitamini ve Kalsiyum alinmasi. Kemik kirig1 modeli ve kirik sabitlemesi uygulanmstir.
Dondr hayvanlardan TZP ve SVF hazirlanmasi. 3. grubun kirik hattina TZP
uygulanmasi. 4. grubun kirik hattina TZP ve Dil boyali koék hiicre igceren SVF

uygulanmasi.

12. Hafta: Grup I, I, 11, IV: Kuyruk kanindan PTH, D vitamini ve kalsiyum
Olgiilmesi sonrasi hayvanlarin sakrifiye edilmesi. Her gruptan 2 adet hayvandan bobrek
biyopsisi alinmasi. Tiim gruplardaki hayvanlar icin direkt femur grafisi ve BT
goriintiilemesini takiben hayvanlarin rastlege secilerek mekanik stres testi ve patolojik

inceleme uygulanmasi.

Grup I: (Kontrol, n:12): ilk 6 hafta hayvanlara cerrahi uygulanmayacaktir.
Nefrektomi gruplari ile sonug karsilagtirma amagl 3. haftada iire, kreatinin, hemoglobin
ve 6. haftada ire, kreatinin, hemoglobin, PTH, D vitamini ve kalsiyum degeri
Olciilecektir. 6. haftanin sonunda hayvanlarin tamaminin femoral bolgesine kesi
yapilarak kemik fraktiirii uygulanacak ve intramediiller igne ile kirik onarmmi
uygulanacaktir. 12. haftada hayvanlarin femurlar1 almip radyolojik olarak
goriintiilenecektir. Rastgele segilen hayvanlara mekanik stres testi ve patolojik testler
uygulanacaktir. Sakrifiye edilme asamasinda hayvanlarin kuyruk kanindan PTH, D

vitamini ve kalsiyum 6rnekleri alinacaktir.
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Grup Il: (Kontrol KBH, n:12): 12 adet hayvana daha onceden literatiirde
tariflenen 5/6 nefrektomi modeli yapilacaktir. KBH parametresi olarak 3. haftada iire,
kreatinin, hemoglobin degerleri olgiilecektir. KBH ve kemik metabolizmasi arasindaki
iliskiyi degerlendirmek amaci ile 6. haftada ire, kreatinin, hemoglobin, PTH, D
vitamini ve kalsiyum degerleri Olgiilecektir. 6. haftanin sonunda hayvanlarin
femurlarinda kirik olusturulacaktir. Kirik sabitlemesini takiben ¢alismanin 12.
haftasinda radyolojik goriintiilleme yapilacaktir. Hayvanlar rastgele secilerek kemik
biyopsisi ve mekanik stres testi igin sakrifiye edilecektir. Gruptaki hayvanlarin kanindan

PTH, D vitamini ve kalsiyum degerleri dlgiilecektir.

Grup Il: (KBH + TZP, n: 12): 12 adet hayvana 6nceden tariflenmis 5/6 KBH
modeli uygulanacaktir. Hayvanlarin kuyruk kanindan 3. ve 6. haftada KBH’nin tespit
edilebilmesi icin iire, kreatinin ve hemoglobin degerleri olgiilecektir. Kemik kirigi
oncesi KBH i¢in kan alinmasi sirasinda PTH, D vitamini ve kalsiyum degerleri
Olgiilecektir. 6. haftada tamamlanan KBH protokollerini takiben kemik kirigi
olusturulacak ve fiksasyon uygulanacaktir. Kok hiicre ve TZP eldesi i¢in ayrilan
nefrektomi uygulanmis dondr hayvanlarin kanindan TZP hazilanip III. gruptaki
hayvanlarin kemik iyilesmesi bolgesine uygulanacaktir. Deneyin 12. haftasinda Grup Il
de tarif edilen sekilde kan tahlilleri, mekanik ve radyolojik tetkikler yapilacaktir.

Grup 1V: (KBH + TZP + SVF, n: 16): 16 adet hayvana KBH cerrahisi
uygulanacaktir. Hayvanlarin kuyruk kanindan 3. ve 6. haftada KBH’nin tespit
edilebilmesi igin iire, kreatinin ve hemoglobin degerlerine bakilacaktir. KBH igin kan
alinmasi sirasinda kemik iyilesmesi parametreleri PTH, D vitamini ve Kkalsiyum
degerlerine bakilacaktir. 6. haftada kirik olusturulduktan sonra kirik fiksasyonu
uygulanacaktir. Kirik bolgesine bobrek hastaligi olusturulan kok hiicre donor
hayvanlarindan TZP ve SVF elde edilip kirik bolgesine uygulanacaktir. Deneyin 12.
haftasinda Grup Il de tarif edilen sekilde kan tahlilleri, mekanik ve radyolojik tetkikler
uygulanacaktir. Kok hiicre ile isaretlenmis hiicrelerin immunohistokimyasal boyamalari

ve mikroskobik incelemeleri yapilacaktir.

Donor Grup: 10 adet hayvana tarif edilen KBH protokolii uygulandiktan 6 hafta
sonra kok hiicre ve trombositten zengin plazma dondrii olarak kullanilacaktir.

Hayvanlardan ayni soydan gelen siganlarin hiicrelerinin bireyler arasinda immunolojik
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reaksiyon yaratmadan nakil edilebilmesi miimkiin olmaktadir. Grup Il ve IV teki
hayvanlara uygulanacak kok hiicre ve TZP'nin ayn1 6zellikteki si¢anlardan alinmasi
onemlidir. Kronik bobrek hastaliginin kok hiicre onarim kapasitesini azalttigina yonelik
calismalar literatiirde mevcuttur. Bundan dolay1 bobrek yetmezligi olusturulmus olan
I1l. ve IV. Gruptaki hayvanlara uygulanacak olan kok hiicre ve TZP'min de bobrek
yetmezligi hastas1 hayvanlardan alinarak saglikli dondrlere bagli olusabilecek muhtamel
olumlu sonuglarin ¢aligmay1 etkilememesi saglanacaktir. Dondr hayvanlarda KBH
olustugunun teyidi amaci ile 3. ve 6. haftalarda iire, kreatinin ve hemoglobin degerleri

Olciilecektir.

3.6 Makroskopik degerlendirme

Kemik iyilesmesinin makroskopik degerlendirmesi radyolojik ve mekanik olarak
yapilmistir. Radyolojik tetkikler ve degerlendirme; Baskent Universitesi Ankara
Hastanesi Radyoloji boliimiinde gergeklestirilmistir. Kemik iyilesmesinin mekanik
degerlendirilmesi Baskent Universitesi Ankara Baglica Kampiisiinde, Makine

Miihendisligi Fakiiltesinde yapilmistir.

3.6.1 Kemik dayaniklihig: ol¢giilmesi (Mekanik stres testi)

Kemik dayanikliliginin ol¢lilmesinde daha once tanimlanmis olan ii¢ nokta
biikkme testi (three point bending) kullanilmasi planlandi [239]. Tiim gruplardan 6
hayvan sigan rastgele segilerek mekanik stres testi igin hazirlandi. Biikme testi i¢in
Universal Kuvvet Cihazi (Instron 8874) kullanildi (Sekil 3.21).

Sekil 3.21: Universal kuvvet cihazi ve bitkme testi i¢in hazirlanan test diizenegi



Kallus olusumunun 6. haftasinda sakrifiye edilen hayvan kemiklerinin boyutlar
Olciilerek Universal Kuvvet Cihazinin kalibrasyonu yapildi. Test Oncesinde oda
sicakligi 23°C ve nem oran1 %30 olarak olgiildii. Cihaza konulacak olan kemiklerin
diizenekten kaymamas1 ve kemik dist dokularin sonuglar1 etkilememesi i¢in kemiklerin
yiizeyindeki yumusak doku artiklari temizlendi. Diizenek iizerine gelecek kemik ug
kisimlart bistiiri ve zimpara kagidi ile diizeltildi. Kemiklerin boylar1 olciilerek kayit
edildi. Test edilecek kemik yiizeyleri ve pozisyonlar1 kontrol edilerek uygulama standart
hale getirildi. Kemik kirilma islemine 2 Newton preload ile baslanip kemik kirilana ya

da ek kuvvete dayanma giicii tiikkeninceye kadar devam edildi (Sekil 3.22).

Sekil 3.22: Test edilecek kemiklerin temizlenmesi. Normal kemik ve kallus olusmus kemigin goériintiisii

3.6.2 Radyolojik degerlendirme

Tiim hayvanlara deney bitiminde (12. Haftada) sakrifiye edilmelerini takiben
kemik 1iyilesmesi ve kallus degerlendirilmesine yonelik direkt grafi ve BT
gorlntiilemesi yapildi. KBH olan hayvanlarin femurlarinin saglikli hayvan femurlari ile
karsilagtirilmast igin . gruptaki saglikli hayvanlarin cerrahi gegirmeyen taraftaki
femurlarma ait grafiler 1ile kiyaslandi. KBH’in erken dénem etkilerinin
degerlendirilmesine yonelik kok hiicre ve TZP eldesi i¢in sakrifiye edilen hayvanlarin
(Donor hayvanlar) femurlar1 kontrol grubu olarak alindi. 12. hafta KBH kontrol grubu
olarak Il. grup hayvanlarin saglam femurlar1 kontrol amagli olarak alindi. Yontemde
standart saglandiktan sonra hayvanlarin femurlar1 modifiye Lane ve Sandru skorlama
sistemine gore degerlendirildi (Tablo 3.5) [240]. Kirik hattinda olusan kallus kalinliklar

cekilen BT goriintiilemesi ve direkt grafilerde kargilagtirmali olarak 6l¢iildii.
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Tablo 3.5: Modifiye Lane ve Sandru skorlama sistemi

Kallus olusumu Birlesme Yeniden yapilanma
(proksimal ve distal)

Kallus olusumu yok 0 Birlesme yok 0 Var 2

Defektin %25’1n1 dolduran
kallus olusumu
Defektin %50’sini dolduran Radyografik

1 Mubhtemel birlesme 1

kallus olusumu 2 birlesme 2
Defektin %75 1n1 dolduran
3
kallus olusumu
Defektin %100’ini dolduran 4

kallus olusumu

3.7 Laboratuvar degerlendirmesi
Tiim hayvanlarin bobrek fonksiyon testleri ve kemik iyilesmesi parametrelerinin
bakilmasina yonelik 0, 3, 6 ve 12. haftalarinda kuyruk kanlari alind1 (Sekil 3.23) Alinan

kan 6rnekleri Baskent Universitesi Klinik Biyokimya Laboratuvarinda degerlendirildi.

Sekil 3.23: Siganin kuyruk veninden kan alinmasi

3.7.1 Kronik bobrek hastaligi1 dogrulanmasi

KBH’1n biyokimyasal degerlendirilmesine yonelik 0, 3, 6 ve 12. haftada Grup II,
Il ve IV igerisinde yer alan hayvanlarin ve kontrol amaci ile I. Gruptaki saglikli
hayvanlarin kaninda BUN, kreatinin ve hemoglobin degerlerine bakildi. Her hayvan
icin yaklasik 300 mikrolitre kan EDTA’lT hemogram tiiplerine alindi. Hayvanlarin
serum BUN dizeyleri Architect c8000 (Abbott Diagnostics) lireaz metoduyla kinetik
olarak Olciildii. Serum kreatinin diizeyleri Architect ¢8000 cihazinda kinetik alkalin
pikrat metoduyla kolorimetrik olarak degerlendirildi. Kan hemoglobin seviyeleri
EDTA’Il kandan fotometrik-kinetik yontemle otomatize sedimentasyon cihazi olan
TEST-1 (Alifax) cihazinda olgiildii. Hayvanlarin cerrahi morbidite ve KBH’a bagh
olusabilecek komplikasyonlar goz Onlinde bulundurularak kan alma islemleri gerekli

olan en diigiik miktarda tutulmaya c¢alisildu.
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3.7.2 Kemik iyilesmesi testleri

Tiim sicanlarin 6 ve 12. haftada KBH degerlendirilmesi i¢in kan alindig1 sirada,
kemik iyilesmesi parametreleri olan PTH, D vitamini ve kalsiyum bakilmak {izere
fazladan 1 cc kan alindi. Kalsiyum diizeyleri; Schwarzenbach ile o-cresolphtalein
komplekson yontemi ile fotometrik olarak olgiildii. PTH diizeyleri IMMULITE 2000
(Siemens Healthcare Diagnostics inc. Flansers NJ. 07836 USA) cihazinda
chemiluminescent immiinokimyasal yontem ile olgiildi. D vitamini (25(OH)D3)
seviyeleri Rat Vitamin D(VD) ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) kitinin
firma katalog oOnerilerine (Katalog no:201-11-0614, SunRed Biotechnology) uygun
sekilde Bio-Rad ELISA okuyucu cihazinda 6l¢iildii.

3.8 Histopatolojik degerlendirme

KBH gelisiminin histopatolojik dokiimantasyonu i¢in tiim gruplardaki sicanlarin
kalan bobrekleri alindi. Her gruptan 6 hayvanin rastgele segilen kemikleri mekanik stres
testine gonderildikten sonra kalan kemikler patolojiye getirildi. Kemik kallus
olusumunun gosterilmesine yonelik kirik kemikler ile birlikte saglam taraftaki femur
kemikleri de alinarak numaralandirild: (Sekil 3.24). Biyopsi ornekleri %10’luk nétral
formaldehid soliisyonu igerisine konularak fikse edildi ve 4 °C’de 24 saat bekletildi.
Kemik dokularin formaldehid fiksasyonunu takiben Morse Cozeltisi ile (%10’luk
sodyum sitrat, %20’lik formik asit) dekalsifikasyon islemi uygulandi. Kemik dokular 4
giin sonra dekalsifikasyon sivisindan ¢ikarildiktan sonra tekrar formaldehite konularak

muhafaza edildi.

Sekil 3.24: Patoloji preparatlarinin numaralandirilmasi ve kasetlere yazilmasi
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Kemik dokunun proksimal ve distal metafizleri kallus dokusuna zarar
vermeyecek sekilde kesildi. Kallus dokusunun tam orta hattindan kemigin medullasina
paralel planda tam kat kesi yapildi. Kemigin medullaya bakan kismi kasetin alt kismina
denk gelecek sekilde yerlestirildi (Sekil 3.25).

+ ioee ‘I e 4:'1(:?1

Sekil 3.25: Kemik dokunun patoloji kasetine yerlestirilmesi

Parafin bloga gomiilen dokulardan 5 pm kalinliginda kesitler hazirlanarak
hematoksilen, hematoksilen-Eozin (H&E), ve immiin boya olan osteokalsin ile birer gift
olacak sekilde lam boyamasi yapildi. Isik mikroskopu ve immunflorasan mikoskopu
altinda Kesitler incelendi. Bu biyopsilerin histopatolojik incelemeleri Baskent
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji A.D.’da aymi patolog tarafindan, érneklerin hangi
gruba ait oldugu bilinmeksizin (kor olarak) yapildi.

3.8.1 Kemik dokunun mikroskopik degerlendirilmesi
Kemik iyilesmesinin derecesi Allen ve ark.’nin tanimladigi siiflandirma
kullanilarak yapildi [241]. Bu siniflandirmada kikirdak dokunun kemik dokuya

doniistimii ve kallus dokusunda kemiklesmeyi gosteren 7 farkli skor mevcuttur.

Skor 0; Kemik birlesmemesi (non-union), (fibroz dokular)

Skor 1; Tamamlanmamis kikirdak birlesmesi (fibroz doku igeren kikirdak)

Skor 2; Tamamlanmis kikirdak birlesmesi (tamamen kikirdak doku)

Skor 3; Tamamlanmamis kemik birlesmesi (az seviyede kemiklesme), (az miktar
trabekiiler kemik ile birlikte yogun miktarda kikirdak doku), (Sekil 3.26A)

Skor 4; Tamamlanmamis kemik birlesmesi (orta seviye kemiklesme), (esit miktarda
kikirdak ve kemik doku), (Sekil 3.26B)
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Skor 5; Tamamlanmamis kemik birlesmesi (ileri seviye kemiklesme), (az miktar
kikirdak doku ile birlikte yogun miktarda trabekiiler kemik), (Sekil 3.26C)
Skor 6; Tam kemik kaynamasi (tamamen kemik doku), (Sekil 3.26D)

Sekil 3.26: Allen ve ark. kirik iyilesmesi skorlamalari; Kemiklerin mikroskop altinda goriintiisi,
H&E boyama, x20 bityiitmede. A; skor 3, B; skor 4, C; skor 5, D; skor 6 6rnekleri.

Kemik dokunun saglamligi gosterilmesinde kemik doku mineralizasyon
acisindan ti¢ farkli seviye olarak skorlandi.

Skor 0; Mineralizasyon yok

Skor 1; Az mineralizasyon

Skor 2; Cok mineralizasyon

3.8.2 Kemik doku immiinolojik boyanmasi

Kemik dokunun immiinohistokimyasal boyamasi osteokalsin ile yapildi.
Osteoblastlar tarafindan sentezlenen bir matriks proteini olan osteokalsin mineral
depolamasinda ve kemik remodeling fazinin diizenlenmesinde rol alir. Kemik dokudaki

osteoblastik aktivite osteokalsin yogunluguna gore ii¢ kategoride skorlandi.
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Skor 1; x200 biiyiitmede rahat sekilde goriilebilen osteokalsin birikimi (Sekil 3.27A)
Skor 2; x100 biiyiitmede rahat sekilde goriilebilen osteokalsin birikimi (Sekil 3.27B)
Skor 3; x40 biiyiitmede rahat sekilde goriilebilen osteokalsin birikimi (Sekil 3.27C)
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3.8.3 Dil isaretli kok hiicrelerin izlenmesi

Bu degerlendirme sadece Dil igaretli kok hiicre grubu i¢in uygulandi. Preparatlar
immunfloresan mikroskop ile degerlendirildi. Eosin boyasindaki kirmizi renk ile Dil
isaretli hiicrelerdeki kirmizi rengin gorlintli acisindan karigiklik yaratmasinin
engellenmesine yonelik kesitler sadece hematoksilen ile boyandi [242]. Takip eden
kesitlerde H&E boyamasi kullanilarak immiinfloresan mikroskopta endotelyal
hiicrelerin tespit edilmesi saglandi. Bu endotelyal hiicrelerden MKH kaynakli olanlarin
(Dil ile isaretli olanlar) 565 nm dalga boyundaki floresan mikroskopta kirmizi-mor
renkte goriinmesi beklenmektedir [243]. Preparatlar Baskent Universitesi Tibbi Biyoloji
ve Genetik Laboratuvari’nda degerlendirildi. Immiinohistokimyasal incelemeler igin
Nikon Eclipse E600 floresan mikroskop kullanildi. Preparatlar 20x, 40x, 60x ve 100x
biiylitmelerde incelendi. Goriintiiler, renkli dijital video kamera (Nikon CCD) ile
bilgisayar ortamina aktarildi ve bilgisayar programi olarak Cytovision Genus Software

kullanildi.

3.9 Biyoistatistiksel degerlendirme

Kemik iyilesmesi parametreleri; mekanik dayaniklilik, radyolojik incelemeler,
laboratuvar sonuglari, histopatolojik inceleme sonucunda bulunan osteoblast
yogunluklari, kallus dokusu biyiikliigii verilerinin gruplar arasindaki farklari
istatistiksel olarak degerlendirildi. Oncelikle siirekli degerlerin tanitici istatistikleri
verildi. Degerler, ortalama + Standart sapma ve medyan (min.-max) olarak ifade edildi.

Varyans analizi 6n sartlarinin uygunluguna bakildi. Siirekli degiskenlerin normal
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dagilima uyumu Shapiro-Wilk Testi ile kontrol edildi. Grup varyanslarinin homojen
olup olmadig1 Levene Testi ile degerlendirildi. Daha sonra dort grup olan degiskenler
varyans analizi 6n sartlar1 saglaniyorsa Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way Anova)
ile analiz edildi. Varyans analizi 6n sartlar1 saglanmiyorsa Kruskal-Wallis Testi
kullanild1. Takibinde hangi gruplar arasinda fark oldugunun belirlenmesi i¢in ¢oklu
kargilastirma testlerinden Bonferroni Dunn testi yapildi. Giinler ile gruplar arasinda
degerlendirme yapilirken Iki Faktorlii Faktorlerden Biri Tekrarlayan Varyans Analizi
(Mixed Design (Repeated Measures)) kullanildi. Tekrarli 6l¢iim varyans analizi igin
gerekli olan Onsartlardan Mauchly’s kiiresellik testi sonucu Grup*Giin etkilesimi
kiiresellik varsayimmin saglandig1 belirlendi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak
kabul edildi. Veriler SPSS paket programinda (SPSS Ver. 17.0, SSPS Inc, Chicago IL,
USA) degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Agirhik degerlendirilmesi

Deneyin baslangici, deneyin 3, 6 ve 12. haftalarda hayvanlarin agirliklari

olgtldi. Grup Il, HI ve IV de bulunan KBH’li hayvanlarin agirlik degisimi anlamli
olarak bulundu (p<0.05) (Tablo 4.1) (Sekil 4.1).

Tablo 4.1: Caligmadaki siganlarin deney sirasindaki agirlik degisiklikler

Denek 1. Grup| 1. Grup |1. Grup| 1. Grup |2. Grup| 2. Grup |2. Grup| 2. Grup |3. Grup| 3. Grup | 3. Grup | 3. Grup |4. Grup|4. Grup| 4. Grup | 4. Grup
Numaralarn 0. giin | 3. hafta | 6. hafta|12. hafta| O.giin | 3. hafta | 6. hafta| 12. hafta| 0.giin | 3. hafta | 6. hafta | 12. hafta| 0. giin | 3. hafta | 6. hafta | 12. hafta
1 385 389 397 384 356 326 317 295 380 366 340 324 402 345 345 300
2 402 378 394 400 360 310 300 272 364 283 302 270 400 347 360 349
3 410 420 425 430 375 365 342 308 355 350 319 305 360 351 361 358
4 404 380 381 387 405 384 352 342 384 325 332 296 402 321 324 300
5 399 368 390 392 361 332 336 309 393 315 305 266 375 285 288 261
6 370 408 404 410 354 312 288 250 360 340 320 327 370 326 345 318
7 360 356 358 360 361 351 325 295 356 354 299 315 356 323 335 350
8 359 350 352 355 352 333 346 305 341 365 360 320 384 360 332 312
9 382 367 366 358 381 369 350 315 370 333 330 325 387 362 312 300
10 354 332 342 340 417 411 382 340 356 278 274 270 363 283 263 241
11 360 348 352 354 371 358 376 323 350 288 265 198 306 317 265 214
12 380 385 375 378 365 360 32 300 352 342 317 300 367 344 320 295
13 364 330 320 323
14 362 300 243 216
15 364 352 300 275
16 350 324 312 297
Ortalama | 380,77 | 374,62 | 379,46 |379,385|370,31| 349 |335.23|303.769 |364.69|331.15 | 315,62 | 293 369.5 | 329,38 | 314,06 | 294.313
Standart sapma| 18,364 | 24,309 | 23,903 [ 25,4722 19,615]28,3169 | 26,552 | 24,7975 | 14,784 | 29,777 | 25,643 | 35,7864 | 22,967 | 23,767 | 33,641 | 42,4687
A * * i H1  Deney baslangici
| I I =2 3. hafta
400
®3 6. hafta
350 =4 12, hafta
=5  Deney baslangici
300 m6  3.hafta
E m7 6. hafta
;f 2R =3 12 hafta
<=
B u5  Deney baslangic1
c 200
E H10 3. hafta
3
£ 150 mi1 6. hafta
° m12 12 hafta
100 ®13  Deney baslangici
m14 3. hafta
20 m15 6. hafta
o m16  12. hafta
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Sekil 4.1: Deneklerin agirliklarinin zamana gore ortalama degisimleri (*p<0.05)
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4.2 Kemiklerin makroskopik bulgulari
Kemik dokularin iyilesmesi gruplar arasinda tarafsiz olarak karsilagtirildi.
Morfolojik olarak kallus dokusu miktar1 ve kemigin diizgiin iyilesmesi sirasi ile Grup

IV> Grup HI> Grup 1> Grup 1l olarak bulundu (Sekil 4.2).

Sekil 4.2: Kemiklerin makroskopik goriintiisti; A: Grup I, B: Grup I, C: Grup 111, D: Grup IV

4.3 Kemik dayaniklihg: sonuclari (Mekanik yontem)
Mekanik stres testi i¢in her gruptan rastgele secilen 6 adet sicana ii¢ nokta
blikme testi uygulandi. Kemiklerin mekanik dayanikliklar: sirasi ile Grup IV> Grup 11>
Grup 1> Grup Il olarak dl¢iildii (Tablo 4.2) (Sekil 4.3).

Tablo 4.2: Her gruptan rastgele segilen 6 siganin mekanik dayanikliligi

Denek Mekanik dayanikhlik (N)
Numaralan * 1. Grup| 2. Grup | 3. Grup | 4. Grup
1 16 24
2 35 12
3 18 37
4 10 22
5 42 18
6 25 28
7
8 32 15
9 35
10 38.5 19 42
11 36
12 46 12 15 37
13 45
14
15
16
Ortalama 382 [14.14286 21 35.8
Standart sapma | 5,07543 | 2,733537 3,5 4.534314
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Sekil 4.3: Kemik dokunun ii¢ nokta biikkme testi sonuglarinin ortalamasi
4.4 Kemik iyilesmesinin radyolojik bulgulari
Modifiye Lane ve Sandru skorlama sistemine gore yapilan skorlamada test

sonuglart: 3.91 +£0.64 (Grup 1) (Tablo 4.3), 3.5 +0.64 (Grup 1I) (Tablo 4.4), 5.08 +1.44
(Grup 1) (Tablo 4.5), 5.43 £0.99 (Grup 1V) (Tablo 4.6) olarak bulundu.

Tablo 4.3: Grup | siganlarin modifiye Lane ve Sandru skorlama sonuglari ve 6l¢iilen kallus kalinliklart

Birlesme
Denek Kallus (Proksimal ve | Yeniden Skor Kallus
Numarast | Olusumu distal aras1)) | Yapillanma |sonucu Kalinh@: (mm)
Grupl-1 2 1 0 3 1,6
Grup I-2 3 1 0 4 1,8
Grupl-3 2 2 0 4 1,8
Grup 1-4 3 1 0 4 2
Grup I-5 3 1 0 4 3,2
Grup I- 6 4 1 0 5 2,8
Grup I-7 2 2 0 4 2,7
Grup 1-8 3 1 0 4 2,1
Grupl-9 3 2 0 5 15
Grup I- 10 2 1 0 3 1,7
Grup I- 11 3 2 0 4 2,5
Grup I- 12 2 1 0 3 2,3
Ortalama 2,66 1,33 0 3,91 2,16
Standart
Sapma 0,62 0,47 0 0,64 0,51
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Tablo 4.4: Grup Il siganlarin modifiye Lane ve Sandru skorlama sonuglari ve dl¢giilen kallus kalinliklart

Birlesme
Denek Kallus (Proksimal ve | Yeniden Skor Kallus
Numarasi |Olusumu | Distal aras1)) | Yapilanma |sonucu Kalmhgi (mm)
Grup ll-1 2 1 0 3 1,2
Grup I1-2 2 2 0 4 1,3
Grup I1-3 2 1 0 3 2,4
Grup -4 3 1 0 4 2,2
Grup I1- 5 2 2 0 4 1,9
Grup 11-6 2 1 0 3 15
Grup I1-7 2 1 0 3 1,7
Grup 11-8 3 1 0 4 2,2
Grup 11-9 2 1 0 3 1,3
Grup 11- 10 2 1 0 3 0,8
Grup I1- 11 2 1 0 3 2,1
Grup 11- 12 3 2 0 5 2,4
Ortalama 2,25 1,25 0 3,5 1,75
Standart
Sapma 0,43 0,43 0 0,64 0,50

Tablo 4.5: Grup Il siganlarin modifiye Lane ve Sandru skorlama sonuglar1 ve 6lgiilen kallus kalinliklari

Birlesme
Denek Kallus (Proksimal ve | Yeniden Skor Kallus
Numarasi Olusumu | Distal aras1)) | Yapilanma |sonucu Kalinhigi (mm)
Grup I11-1 2 2 0 4 2,3
Grup I11-2 3 1 0 4 3,1
Grup I11- 3 4 1 2 7 2,6
Grup I11- 4 2 2 0 4 3,1
Grup I11-5 3 2 2 7 3
Grup I11-6 4 1 0 5 2,9
Grup I11-7 3 2 2 7 3,1
Grup I11- 8 2 1 0 3 2,8
Grup I11-9 4 2 0 6 3,1
Grup I11- 10 2 1 0 3 2,9
Grup I11- 11 3 1 2 6 3,3
Grup I11-12 3 2 0 5 2,7
Ortalama 2,91 1,5 0,66 5,08 2,90
Standart
Sapma 0,75 0,5 0,94 1,44 0,26

Skorlama sistemi sonuglarina gore TZP ve SVF tedavisinin sonuglar istatistiksel

olarak anlamli gosterildi (Sekil 4.4)
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Tablo 4.6: Grup IV siganlarin modifiye Lane ve Sandru skorlama sonuglari ve dlgiilen kallus kalinliklart

Birlesme

Denek Kallus (Proksimal ve | Yeniden Skor Kallus
Numarasi | Olusumu | distal arasi) Yapilanma | sonucu Kalmhgi (mm)
Grup IvV-1 3 1 0 4 2,9
Grup IV-2 2 2 2 6 3,7
Grup IV-3 3 1 0 4 2,9
Grup IV-4 4 2 0 6 3,1
Grup IV-5 2 1 2 5 3,4
Grup IV-6 4 2 0 6 3,9
Grup IV-7 3 1 2 6 2,6
Grup IV-8 3 2 2 7 3
Grup IV-9 4 2 0 6 2,7
Grup IV- 10 3 1 2 6 3.9
Grup IV-11 3 2 0 5 3,2
Grup IV-12 4 1 0 5 3
Grup IV- 13 2 2 2 6 3,3
Grup IV- 14 3 1 0 4 3,6
Grup IV- 15 4 1 2 7 3,8
Grup IV- 16 2 2 0 4 2,8
Ortalama 3,06 1,5 0,87 5,43 3,23
Standart
Sapma 0,74 0,5 0,99 0,99 0,41

7

%k k

6 * %k I

5 ‘

4

3

)

1

0

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 4.4: Modifiye Lane ve Sandru skorlama sisteminin gruplar arasi ortalamasi

* Grup | ile Grup Il aras1 fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05)

**  Grup Il ile Grup Il arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)

*** Grup Il ile Grup 1V arasi fark istatistiksel olarak anlamhidir (p<0.05)
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Kortikal kemik iyilesme bdlgesinden, kallusun en dig noktasina olan
kalinliklariin 6lgiilmesi sonucu ortalama kallus kalinliklari; 2.16 £0.51 mm (Grup 1),
1.75 £0.50 mm (Grup 1), 2.90 £0.26 mm (Grup 1l1), 3.23 =041 mm (Grup V) olarak
Olctldii (Sekil 4.5). Grup Il ve 1V siganlarin kallus kalinliklar1 Grup I1’ye gore anlaml
olarak daha kalin 6lgiildii (p<0.05) (Sekil 4.6).

* %k %k

4

o T L
2 I |

1,5
1

0,5

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 4.5: Tiim gruplarin ortalama kallus kalinliklar: sonuglart (mm)

* Grup | ile Grup Il arasi fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05)
** Grup Il ile Grup III aras1 fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)
*** Grup Il ile Grup 1V arasi fark istatistiksel olarak anlamhdir (p<0.05)

GRUP 1 GRUP 2

Sekil 4.6: Kallus kalinlig1 6lgiilmesinde gruplardan 6rnekler

Kemik iyilesmesi skorlama sistemi sonuglari ile 6l¢iilen kallus kalinliklarinin
karsilastirilmasinda; skorlama sistemi ile kallus kalinliklar1 arasinda anlamli korelasyon

gozlendi (Sekil 4.6).
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

mmm  Skorlama sistemi sonuclari

- Kallus kalinhig olctimii

Sekil 4.7: Modifiye Lane ve Sandru skorlama sistemi ile kallus kalinlig1 arasindaki korelasyon

4.5 Kan ornekleri test sonuclari

Deneklerin bobrek yetmezligi icin 0. giin, 3. hafta, 6. hafta ve 12. haftada alinan
kan orneklerinde BUN, kreatinin seviyelerinde yiikselme ve hemoglobin seviyelerindeki
diisme anlamli bulundu (p<0.05). Normal aralik gosterilmesi amaci ile Grup |
sicanlardan (KBH olmayan) da kan alindi. Kemik iyilesmesi parametreleri igin
sicanlarin 6. ve 12. hafta kaninda PTH, D vitamini ve kalsiyum parametreleri bakildi.

TZP hazirlanmast igin alinan kandaki trombosit sayis1 yeterli bulundu (1398 bin/mm?).

4.5.1 Bobrek fonksiyon testlerinin sonuclari
Grup | sicanlarin kirik oncesi ve kirik sonrasi yapilan bobrek fonksiyonlar

testleri arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Grup | siganlarin kirik 6ncesi ve kirik sonrasi alinan bobrek fonksiyon testleri

Denek Kink dncesi Kink sonrasi 6. hafta

Numaralan BUN mg/dl | Kre mg/dl | Hgh g/dl |BUN mg/dl{Kre mg/dl| Hgb g/dl
Grupl-1 184 0,56 153 211 0,45 142
Grup1-2 148 0,51 15,6 16,1 049 13
Grupl-3 152 0,5 18 172 0.5 152
Grupl-4 145 0,56 16,1 16,3 0.46 142
Grup1-5 18,6 0,55 152 16,8 0,52 141
Grup1-6 16,1 0,5 16,2 17,1 0,5 15
Grupl-7 15,7 0,58 157 17 044 134
Grup1-8 18,6 0,58 16,2 17,5 0,49 146
Grup1-9 18,9 0,57 16 16,7 0,49 13,6
Grup1-10 17 0,52 16,7 20,7 047 154
Grup1-11 172 0,54 16,3 183 0,33 158
Grup1-12 16,8 0,53 15.8 173 049 152
Ortalama 16,82 0,54 16,09 17,68 0,49 14,64

Standart sapma 1,51 0,03 0,71 1,54 0,03 0,84
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Grup 1l (KBH), Grup 1l (KBH + TZP), Grup IV (KBH + TZP +SVF) iin bobrek

parametreleri acisindan kan BUN, kreatinin seviyelerindeki ylikselme ve hemoglobin

seviyelerindeki diisiis Tablo 4.8, Tablo 4.9 ve Tablo 4.10 da gosterilmistir.

Tablo 4.8: Grup Il siganlarin deney baslangig, 3. hafta, 6. hafta ve 12. haftada alinan BUN, kreatinin ve

Hgb degerleri
Denek Baslangic 3. hafta | 6. hafta (karik zamani) |12, hafta (karigin 6. haftas:)
Numaralar: BUN mg/dl | Kre mg/dl | Hgb g/dl |BUN mg/dl|Kre mg/dl| Hgb g/dl BUN mg/d] Kre mg/dl|Hgb g/dl| BUN mg/d Kre mg/dl| Hgb g/dl
Grup2-1 182 0,58 7 35 0,71 16.01 38.1 13 135 88.9 1,56 105
Grup2-2 146 0.48 158 539 0.82 141 741 1,02 133 1003 149 124
Grup2-3 154 047 16 32,7 0,68 145 134 128 13,7 110.7 1,54 113
Grup2 4 17.5 0.52 164 423 0.79 1438 67.9 125 152 98.7 1,62 145
Grup2 -5 183 0,54 15.7 33,7 0,63 15 596 101 148 | 946 167 12,1
Grup 2- 6 164 051 15.8 343 0,67 132 39 0,85 144 9 164 10,7
Grup2-7 152 042 159 444 0,73 1394 64.6 1,16 139 1042 1.83 114
Grup2-8 179 0.56 163 382 0,92 146 %4 145 154 95.6 1,97 13.6
Grup2-9 18.8 054 158 298 0,71 1481 67.1 0,97 143 103.5 124 133
Grup2-10 18 0.5 164 355 0.66 143 704 1,05 15 120.7 1,59 138
Grup2-11 17.6 052 16.8 356 0,84 14 735 127 146 98.7 1,72 124
Grup2-12 16.6 0.57 154 40.1 0.78 144 79.5 1.09 142 103.9 1.36 112
rtal 17,04 052 16,11 37.96 75 1445 | 6122 114 | 1448 | 10157 | 160 1227
Standart sapma 132 0,04 046 623 0,08 0,65 6.85 0,16 0.61 7.83 0,19 125
120,00 1,80 18,00
160 16,00
100,00
1,40 14,00
80,00 120 12,00
1,00 10,00
60,00
0,80 8,00
40,00 0,60 6,00
0,40 4,00
20,00
0,20 2,00
0,00 0,00 0,00
Baslangic 3.hafta 6.hafta (kink  12. hafta Baslangic 3.hafta  6.hafta (nk 12 hafta Baslangig 3.hafta 6. hafta fink 12, hafta
zamani) (kingin 6. zamani) {kangin 6. zamani) (kingin 6.
haftasi) ) haftasi) haftasi)
—BUN mg/d| e re mg/dl b g/d

Sekil 4.8: Grup I1°deki siganlarin ortalama BUN, Kreatinin ve Hgb degisimi (p<0.05)

Tablo 4.9: Grup Il sicanlarin deney baglangig, 3. hafta, 6. hafta ve 12. haftada alinan BUN, kreatinin ve

Hgb degerleri

Denek Baslangic 3. hafta I 6. hafta (kank ) 12. hafta (karigin 6. haftasi)

Numaralan BUN mg/dl | Kre mg/dl | Hgb g/dl [BUN mg/dl[Kre mg/dl] Hgb g/dl BUN mg/diKre mg/diHgb ¢/d1| BUN mg/dKre mg/dl] Hgb g/dl
Grup3-1 162 047 15,8 513 091 124 66.6 1:5 11,1 98.3 1,96 10.1
Grup3-2 16,9 0.54 16,1 482 0.83 146 59.8 1,02 12,6 954 1,19 11
Grup3-3 17.8 052 15.6 346 0.76 13.6 67.1 097 22 1026 142 10.8
Grup3 4 174 053 16.3 322 0.69 146 604 112 12,7 110.7 1.89 102
Grup3 -5 172 0.58 16,7 341 0.75 148 63.5 1 142 95.9 126 112
Grup3-6 16.8 0.56 152 525 1,03 13.7 7435 1,53 22 86 182 10.6
Grup3-7 18 0.59 17.1 741 0.89 152 95.1 124 13,1 120.8 1,69 10.8
Grup3-8 147 046 15.6 53,7 0.99 134 741 125 12,5 862 1,79 9.5
Grup3-9 152 049 16.6 80 1,05 144 954 1,62 94 102.7 191 84
Grup 3-10 179 0.56 16,7 378 0.71 148 67,9 1,06 22 93.1 1,88 10.7
Grup3-11 18.1 0.53 15,9 341 0.74 13,9 392 12 12.8 98.3 1,56 11,5
Grup3-12 162 052 15,5 45 112 127 69 089 12,6 912 128 113
Ortal 16.87 0.53 16.09 49.80 0.87 1401 71,05 120 230 [ 9893 1.64 10.51

Standart sapma 1,06 0.04 0.56 14,50 0.14 0.84 11.83 023 1,11 9.28 027 0.83
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Gruplar arasindaki ortalama BUN, kreatinin ve Hgb degerlerinin zamana gore

degisimi Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da ifade edilmistir.

120,00 2,00 18,00
1,80 16,00
100,00
1,60
’ 14,00
1,40
80,00 12,00
1,20
0,00
60,00 1,00
8,00
0,80
40,0¢ 060 6,00
040 4,00
20,0 "
0,20 2,00
0,00 0,00 0,00
Baglangig 3. hafta 6.hafta (kink ~ 12. hafta Baglangg 3. hafta 6.hafta (lunk ~ 12. hafta Baglangig 3. hafta 6. hafta (kink 12, hafta
zamani) (langin 6. zamani) {langin 6. ama (langin 6.
naftasi) haftas) haftasi)
—RUN meg/dl ——Kre mg/dl = Hgh g/dl

Sekil 4.9: Grup I11I’deki siganlarin ortalama BUN, Kreatinin ve Hgb degisimi (p<0.05)

Tablo 4.10: Grup IV siganlarin deney baslangig, 3. hafta, 6. hafta ve 12. haftada alinan BUN, kreatinin ve

Hgb degerleri
Denek Baslangic 3. hafta I 6. hafta (karik ) 12. hafta (karigin 6. haftasi)
Numaralan BUN mg/dl | Kre mg/dl | Hgb g/dl |BUN mg/dl|Kre mg/dl| Hgb g/dl BUN mg/d] Kre mg/dl{Hgb g/dl| BUN mg/d|Kre mg/dl| Hgb g/dl
Grup4-1 16,2 0.49 16,7 38 0.8 143 74,5 1,53 13 1122 1,95 103
Grup 4-2 16.9 0,56 152 372 0,97 13,1 86.4 123 119 92,1 1,78 9.8
Grup 4 -3 17.8 0.53 17.1 426 0,71 148 853 145 11,8 25 1,71 104
Grup4 4 174 0,52 15,6 511 0,67 132 76.9 1.35 115 1009 1,57 10.8
Grup4 -5 183 0,54 15.8 60,1 0,96 13.8 892 1,57 123 1127 1.64 117
Grup 4-6 164 0,51 164 487 0,86 12, 74,6 131 113 105.8 1,56 10,2
Grup4-7 152 0.42 16.8 33,6 0.74 22 834 142 10.3 119.1 1.66 9.5
Grup 4 -8 179 0,56 154 515 0,56 139 79.1 0,97 113 108.4 1,15 10,6
Grup4-9 189 0.57 153 45.1 0.8 143 80.6 15 14 1053 1,74 113
Grup 4-10 17 0,52 15,6 322 0,71 12.5 754 1,67 10,9 110.1 1,93 89
Grup4-11 172 0,54 16 375 0,62 148 70,1 0.94 124 109.6 14 10,7
Grup 4-12 16.8 0,53 16,1 348 0,69 13.6 63.9 092 22 1089 1.16 10.5
Grup 4-13 7.3 047 15,9 393 0,81 141 772 25 12.8 105,7 1,72 112
Grup 4-14 183 0.54 16.3 529 0,82 132 77, 123 124 1118 19 104
Grup 4 -15 164 0,52 158 63.9 0,74 13.8 o4 16 114 109.1 1,84 10,9
Grup 4-16 152 0,53 164 60.4 0,95 124 92 1,38 102 1202 1,99 10.1
Ortal 17,09 0,52 16.03 48,07 0.78 13.53 80,11 133 11.86 109.81 1,67 10,46
Standart sapma 1,02 0,04 0,54 9.55 0,12 0,82 7.54 023 0,96 747 0,25 0,67
140,00 2,00 18,00
oo 1,80 16,00
160 14,00
100,00 1,40 1200
80,00 120 10,00
1,00 A
60,00 030 8,00
40,00 0,60 oo
0,40 4,00
20,00 o0 500
0,00 0,00 0,00
Baslangic 3. hafta 6. hafta (lank 12, hafta Baslangic 3. hafta 6. hafta (kink  12. hafta Baslangig 3. hafta (karike 12. hafta
zaman))  (kingn 6 zamani) {kingin 6 ani) {kingin 6.
——BUN mg/dl haftasi) ——Kre mg/dl haftasi) S haftasi)

Sekil 4.10: Grup 1V deki siganlarin ortalama BUN, Kreatinin ve Hgb degisimi (p<0.05)
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4.5.2 Kemik iyilesmesi laboratuvar testlerinin sonuclari

Tim gruplardaki sicanlarin kirik 6ncesi ve kirik sonrasi dlgiilen Ca, PTH, D
vitamini sonuglar1 Tablo 4.11, Tablo 4.12, Tablo 4.13 ve Tablo 4.14’de gdsterilmistir.

Gruplar arasindaki ortalama Ca, PTH ve D vitamini degerlerinin kirik 6ncesi ve kirik

sonrast degisimi Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’de ifade edilmistir.

Tablo 4.11: Grup | siganlarin kirik 6ncesi ve kirik sonras1 Ca, PTH ve D vitamini degerleri

Denek Kirik éncesi Kirigin 6. haftasi
Numaralari Ca mg/dl | PTH pg/ml | D vit ng/ml | Ca mg/dl | PTH pg/ml | D vit ng/ml
Grup|-1 9,4 3,384 87,25 9,2 2,924 72,56
Grupl-2 9,1 4,362 88,69 8,7 3,015 73,45
Grupl-3 9,6 3,392 86,52 9,4 2,305 68,47
Grup | -4 9,2 3,968 85,49 8,9 2,251 71,96
Grup -5 9,6 3,271 83,21 9,2 2,094 75,12
Grup I- 6 9,7 4,181 87,44 9,3 3,335 74,07
Grup I -7 9,3 3,309 91,13 8,9 2,307 82,46
Grupl-8 9,8 4,068 88,97 9,4 3,324 84,61
Grupl-9 9,5 3,171 86,46 9,2 2,398 79,14
Grup | -10 9,4 4,042 84,63 9,1 3,44 78,85
Grup I -11 9,3 3,034 79,67 8,9 2,204 71,74
Grup I -12 9,4 4,087 82,65 91 3,063 73,33
Ortalama 9,44 3,69 86,01 9,11 2,72 75,48
Standart sapma 0,20 0,45 3,00 0,21 0,49 4,58
Ca mg/dl PTH pg/ml D vit ng/ml
10,10 105,00
5,00 100,00
9,60
4,00 95,00
9,10 }\} } 90,00
3,00 { 85,00
8,60 2,00 80,00
810 100 75,00
70,00
7,60 0,00 65,00
Kirik 6ncesi Kirigin 6. haftasi Kirik 6ncesi Kingin 6. haftasi Kirtk Gncesi Kingin 6. haftasi

Sekil 4.11: Grup I’deki si¢anlarin kirik dncesi ve sonrasi ortalama Ca, PTH, D vitamini degisimi
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Tablo 4.12: Grup Il siganlarm kirik dncesi ve kiritk sonrasi Ca, PTH ve D vitamini degerleri

Denek Kirik éncesi Kirigin 6. haftasi
Numaralari Ca mg/dl | PTH pg/ml | D vit ng/ml | Ca mg/dl | PTH pg/ml | D vit ng/ml
GrupIl-1 9,2 3,241 74,12 8,8 2,354 65,55
Grup Il -2 9,4 3,099 72,73 9 2,71 42,03
Grup Il -3 9,3 4,653 75,72 9,1 2,606 63,01
Grup Il -4 9,3 3,324 69,46 9,1 1,545 61,11
Grup Il -5 8,6 3,201 72,22 7,8 1,554 61,1
Grup I1- 6 9,9 4,027 70,51 8,2 2,624 61,59
Grup Il -7 9,9 4,241 66,07 8,5 2,324 57,14
Grup Il -8 9,2 3,314 64,22 8,7 1,368 53,87
Grup I1-9 7,7 2,974 68,77 7,2 1,345 55,52
Grup Il -10 8,9 2,384 73,54 8,4 1,305 62,81
Grup Il -11 8,7 3,021 69,94 7,9 1,014 53,47
Grup Il -12 9,6 3,311 60,47 8,7 1,925 49,47
Ortalama 9,14 3,40 69,81 8,45 1,89 57,22
Standart sapma 0,59 0,59 4,24 0,56 0,58 6,47
Ca mg/dl PTH pg/ml D vit ng/ml

10,50
10,00
9,50
9,00
8,50
8,00
7,50
7,00
6,50
6,00
Kirtk 6ncesi

i

Kingin 6. haftasi

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00 {
2,00
1,00
0,00

Kirik dncesi

95,00
85,00
75,00
65,00
55,00
45,00

35,00

Kingin 6. haftasi

Kirtk 6ncesi

Kingin 6. haftasi

Sekil 4.12: Grup I1’deki siganlarin kirik 6ncesi ve sonrasi ortalama Ca, PTH, D vitamini degisimi

Grup | siganlarin kemik kirig1 6ncesi ortalama Ca (9.44 £0.20), PTH (3.69

+0.45) ve D vitamini (86.01 +3.00) degerleri kirik sonrasinda sirasi ile 9.11 £0.21, 2.72

+0.49 ve 75.48 +4.58 olarak bulundu.

Grup Il siganlarin kemik kirig1 6ncesi ortalama Ca (9.14 £0.59), PTH (3.40

+0.59) ve D vitamini (69.81 +4.24 degerleri kirik sonrasinda sirasi ile 8.45 +0.56, 1.89

+0.58 ve 57.22 +6.47 olarak bulundu.
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Tablo 4.13: Grup Il siganlarin kirik 6ncesi ve kirik sonrasi Ca, PTH ve D vitamini degerleri

Denek Kirik éncesi Kirigin 6. haftasi
Numaralari Ca mg/dl | PTH pg/ml | D vit ng/ml | Ca mg/dl | PTH pg/ml | D vit ng/ml
Grup 11 -1 9,4 1,961 72,9 9,1 1,085 58,08
Grup Il -2 9 5,624 72,9 8,4 3,035 57,51
Grup I -3 9,3 3,307 73,47 8,9 1,265 69,22
Grup Il -4 9,9 3,864 72,96 9,5 2,001 51,39
Grup 111 -5 8,8 3,506 73,56 8,4 3,192 68,62
Grup I11- 6 9,2 3,624 70,15 8,7 1,812 50,1
Grup I -7 9,3 4,625 77,66 8,8 2,901 66
Grup 111 -8 9,2 2,291 74,02 8,8 1,412 58,89
Grup 111 -9 9,1 3,92 73,07 8,7 1,825 58,24
Grup I11-10 9,4 2,354 68,47 8,8 1,341 57,21
Grup 111 -11 8,7 3,515 73,56 7,7 2,534 60,47
Grup Il -12 9,2 3,54 76,05 8,9 1,938 64,57
Ortalama 9,21 3,51 73,23 8,73 2,03 60,03
Standart sapma 0,30 0,97 2,25 0,42 0,70 5,85
Ca mg/dl PTH pg/ml D vit ng/ml
10,00
050 6,00 90,00
¥\+ 500 80,00
9,00 400
- - } 70,00
8,00 200 { 60,00
7,50 1,00 50,00
7,00 0,00 40,00

Kirik 6ncesi Kingin 6. haftasi Kirik dncesi Kirgin 6. haftasi Kirik dncesi Kingin 6. haftas

Sekil 4.13: Grup I1I°deki siganlarin kirik 6ncesi ve sonrasi ortalama Ca, PTH, D vitamini degisimi

Grup 11 siganlarin kemik kirig1 dncesi ortalama Ca (9.21 +0.30), PTH (3.51
+0.97) ve D vitamini (73.23 £2.25) degerleri kirik sonrasinda sirasi ile 8.73 £0.42, 2.03
+0.70 ve 60.03 £5.85 olarak bulundu.

Grup 1V siganlarin kemik kirigi 6ncesi ortalama Ca (9.27 £0.18), PTH (3.52

+0.81) ve D vitamini (81.06 £8.79) degerleri kirik sonrasinda sirasi ile 8.95 £0.29, 2.47
+0.73 ve 65.49 £11.18 olarak bulundu.
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Tablo 4.14: Grup IV siganlarin kirtk dncesi ve kirik sonrasi Ca, PTH ve D vitamini degerleri

Denek Kirik éncesi Kirigin 6. haftasi
Numaralari Ca mg/dl | PTH pg/ml | D vit ng/ml | Ca mg/dl | PTH pg/ml | D vit ng/ml
Grup IV -1 9,2 3,566 95,4 9 2,161 82,3
Grup IV -2 9,2 2,332 80,78 9,3 2,057 50,79
Grup IV -3 9,3 3,789 83,21 9,4 2,485 57,77
Grup IV -4 9,5 2,665 86,67 9,1 2,062 60,85
Grup IV -5 9,4 2,884 79,51 8,9 2,025 84,7
Grup IV- 6 9,5 3,315 73,86 8,9 2,333 57,61
Grup IV -7 9,3 3,044 95,89 9 1,543 75,68
Grup IV -8 9,1 2,354 85,14 8,8 1,549 63,74
Grup IV -9 9,3 3,791 67,34 9 2,122 63,57
Grup IV -10 9,1 3,155 79,98 8,9 2,284 59,87
Grup IV -11 9,2 5,048 80,65 9 4,081 66,03
Grup IV -12 9,3 4,512 82,05 9,1 3,685 67,01
Grup IV -13 9,6 4,603 77 9,4 3,307 65,79
Grup IV -14 9,3 3,534 92,48 8,5 3,486 86,85
Grup IV -15 8,8 4,625 63,46 8,4 2,352 47,25
Grup IV -16 9,2 3,031 73,61 8,5 1,931 57,96
Ortalama 9,27 3,52 81,06 8,95 2,47 65,49
Standart sapma 0,18 0,81 8,79 0,29 0,73 11,18
Ca mg/dl PTH pg/ml D vit ng/ml

10,50

10,00

9,50

9,00

8,50

8,00
Kirtk dncesi

——

Kingin 6. haftasi

6,00

5,00

4,00 %
3,00

2,00
1,00

0,00

Kirtk dncesi

110,00

100,00

90,00

80,00

70,00

60,00

50,00

40,00

Kingin 6. haftas

Kirtk dncesi

Kingin 6. haftasi

Sekil 4.14: Grup IV’deki si¢anlarin kirik dncesi ve sonrast ortalama Ca, PTH, D vitamini degisimi

Tiim denek gruplarinda kan Ca, PTH ve D vitamini sonuglarinda diislis gézlendi.
KBH’l1 gruplardaki si¢anlarda kirtk dncesi benzer kemik iyilesmesi parametreleri tespit

edilmis olup, uygulanan TZP ve SVF tedavileri sonrasi vitamin ve minerallerdeki diisiis

miktar1 daha az oranda oldu (Sekil 4.15).
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Ca mg/dl PTH pg/ml

9,60 5,00
9,40 4,50
9,20 4,00
9,00 3,50 \
80 3,00

260 2,50
! 2,00
8,40 1,50
8,20 1,00
8,00 0,50
7,80 . . . 0,00 . . N
Kirik dncesi Kingin 6. haftasi Kirk Gneesi Kingin 6. haftasi
e Grup 1 9,44 9,11 e Grup 1 3,69 2,72
Grup 2 9,14 8,45 Grup 2 3,40 1,89
Grup 3 9,21 8,73 Grup 3 3,51 2,03
Grup 4 9,27 8,95 Grup 4 3,52 247
D vit ng/ml
100,00
90,00
80,00 ‘\.
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00 . . .
Kirik dncesi Kirigin 6. haftasi
=@ Grup 1 86,01 75,48
Grup 2 69,81 57,22
Grup 3 73,23 60,03
Grup 4 81,06 65,49

Sekil 4.15: Ca, PTH, D vitamini degerlerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi

4.6 Histopatoloji ve immunohistokimyasal degerlendirme bulgular

Mekanik stres testi uygulanmayan Grup | (n:6), Grup Il (n:6), Grup Il (n:6),
Grup IV (n:10) si¢anlarin, kemik iyilesmesinin histopatolojik ve immunohistokimyasal
arastirtlmasinda Allen skorlama sistemi, kemik mineralizasyonu, immun boya olan
osteokalsin ile kemik hiicreleri yogunlugu Olgiilerek skorlandi. Dil ile boyali kok
hiicrelerin kemik hiicresine doniisiimii floresan mikroskopta gosterildi. KBH’li
deneklerin 5/6 nefrektomi sonrasi kalan 1/6’lik bobrekleri kemik kirigi sonrast 6.
haftada sakrifiye edilmelerini takiben mikroskop altinda incelendi. Bobreklerin H&E
kesitlerinde irilesmis glomeriil ve hafif derecede miyointimal kalinlagsma gosteren

hiperplastik arterioller gozlendi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: KBH’l1 bobreklerin H&E boyasinda x200 biiyilitmede mikroskopik goriiniimii

4.6.1 Kemik iyilesmesinin histopatolojik degerlendirmesi

Kemik dokunun iyilesme skorlamasi (Allen skorlamasi) sonuglar1 4.71+0.99
(Grup 1), 4.17 +0.62 (Grup II), 5.17 +0.90 (Grup II), 5.38 +0.88 (Grup IV) olarak
bulundu (Tablo 4.15). Denekler kirik sonrasi kallus dokusundaki kemiklesme miktarina
gore degerlendirildi (Sekil 4.17).

Denek Allen skorlamasi sonug¢lar:
Numaralari 1. Grup | 2.Grup | 3.Grup | 4.Grup
1 55 6
2 4 5
3 5 4
4 3 6
5 4 4
6 4 4
7 4 4 6 6
8 6 6
9 6 3,5 6
10 4
11 5,5 5 4
12
13 - - -
14 - - - 6
15 - - - 6
16 - - - 6
Ortalama 4,71 4,17 5,17 5,38
Standart sapma 0,99 0,62 0,90 0,88

Tablo 4.15: Kemik iyilesmesinin patolojik skorlamasi olan Allen skorlamasi sonuglari
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Sekil 4.17: Allen skorlama sistemine gore gruplarm histolojik 6rnekleri H&E x20 biiyiitmede; A: Grup I,
ince kallus dokusu. B: Grup Il, az gelisen kemik doku. C: Grup Ill, kallus dokusunda belirgin artig. D:
Grup 1V, yiikli kallus dokusu

Tablo 4.16: Kemik iyilesme bolgesinde mineralizasyon siddeti sonuglart

Denek Mineralizasyon siddeti
Numaralari 1. Grup 2.Grup 3. Grup 4. Grup
1 1 2
2 1 1
3 1 1
4 2 2
5 2 1
6 2 1
7 1 1 2
8 2 1
9 2 1 2
10 2
11 1 1 2
12
13 - - -
14 - - - 2
15 - - - 2
16 - - - 2
Ortalama 1,43 1,33 1,50 1,63
Standart sapma 0,49 0,47 0,50 0,49
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Kemik dokunun mineralizasyon miktarlar1 1.43 +0.49 (Grup 1), 1.33 £0.47
(Grup 11), 1.50 +£0.50 (Grup I11), 1.68 +0.49 (Grup 1V) olarak bulundu (Tablo 4.16).

4.6.2 Kemik iyilesmesinin immunohistokimyasal degerlendirmesi
Kemik dokunun immunohistokimyasal incelenmesinde osteoklasin ile boyanma
yogunluklarina gore sirast ile: 1.43 £0.49 (Grup 1), 1.33 £0.47 (Grup II), 2.17 +£0.37
(Grup 111), 2.38 £0.49 (Grup 1V) olarak bulundu (Tablo 4.17). Grup Il ile Grup IV

sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulundu (p<0.05).

Tablo 4.17: Kallus dokusunda osteokalsin ile boyanma yogunlugu sonuglari

Denek Osteokalsin ile boyanma yogunlugu
Numaralar 1. Grup | 2.Grup | 3.Grup | 4. Grup
1 1 2
2 2 2
3 1 2
4 3
5 2 3
6 2 2
7 2 1 2 2
8 3 3
9 1 1 2
10 1
11 1 2 2
12
13
14 2
15 3
16 - - - 2
Ortalama 1,43 1,33 2,17 2,38
Standart sapma 0,49 0,47 0,37 0,49

4.6.3 Dil boyah kemik hiicrelerinin gosterilmesi
Immiinohistokimyasal olarak; Dil ile isaretli adipéz kaynakli kok hiicrelerden
transforme olan hiicreler, floresan mikroskop altinda 565 nm dalga boyunda incelendi.
Kemik hiicrelerine 6zel immiinolojik boya olan osteokalsin ile boyali preparatlar ayni
kesitlerin Dil boyamasi uygulanmis olan 6rnekler ile karsilagtirildi (Sekil 4.18). Adipoz

kaynakl1 kok hiicrelerin kemik hiicresine dontistim gosterildi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18: Preparatlarin osteokalsin ile immunohistokimyasal boyamasi (x200 151k mikroskopu) ve Dil

boyal1 hiicrelerin gosterilmesi (x200 immunfloresan mikroskopu)

Sekil 4.19: Havers kanallar1 etrafinda bulunan Dil boyal1 hiicreler ve Dil ile boyanmig (Kok hiicreden

doniisiime ugramis) osteoblast hiicresinin goriintiisii.
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5. TARTISMA

Kirik 1yilesmesi ve kemigin yeniden sekillenmesi, bir¢ok farkli hiicrenin gorev
aldig1, kimyasal ve mekanik uyaranlarin etkilestigi, aktif dinamik bir siirectir [244].
Kirik iyilesmesinin ilk basamagi kirik hematomu ile baglar, ortama go¢ eden
inflamatuar hiicreler kemotaktik ajanlar salgilayarak hiicre arasi matriks olusumunu ve

hiicre farklilagsmasini tetikler [245].

Kirik iyilesmesini hizlandiracak tiim gelismelere ragmen kiriklarin %35-10
kadarinda gecikmis kaynama ve kaynamama goriilmektedir [246]. Yas, sigara
kullanimi, ilaclar ve gesitli sistemik hastaliklar gibi etkenler gecikmis kaynama ya da
kaynamama olusumunda onemli rol oynamaktadir. Kronik bobrek hastaligi kemik
iyilesmesinde olumsuz etkisi oldugu bilinen sistemik hastaliklardan birisidir. KBH’in
ABD’de eriskin niifusun %11’ini etkiledigi tahmin edilmektedir [1]. Cok sayida bireyi
etkileyen KBH, kemik kirig1 iyilesmesi konusunda ciddi sorunlara yol agmasi nedeni ile

arastirma yapilmasi gereken ciddi bir konudur.

Calismada deneysel KBH olusturulabilecek, kemik iyilesmesi parametreleri i¢in
uygun denek modeli arastirildi. Birgcok yayma bakildiginda siganlarin travma, KBH
gelisimi, TZP tedavisi ve SVF calismalarinda kullanildigr gortildii [84,122,242]. Ayrica
siganlarda kirik olusturma modelinin ilgili ¢aligmalarda iyi tarif edilmis olmasi1 denek

olarak si¢an kullanilmasinda etkili oldu [247].

Denek sayilart ve caligma siiresi belirlenirken literatiirde daha Once yapilan
kemik iyilesmesi ¢alismalar 6rnek alinmistir [69, 246]. Anestezi ile cerrahinin etkisi de
g6z Oniine alinarak istatistiksel power analiz sonucunda her grup en az 12 denekten
olusturulmustur. Herhangi bir ¢alismada istatistiksel anlamlilik elde etmek i¢in gereken
denek sayist en az 6 adettir [248]. Calismada gruplardan mekanik stres testi ve

histopatolojik aragtirma i¢in bakilan 6rnek sayis1 yeterli miktardadir.

Calisma siiresince toplam 62 siganla ¢alisildigindan, hayvanlarin barindirildigi
kafeslerin tizerine hangi grup oldugu yazilmasma ragmen, tiim deney siiresince Kilo
degisimi takibi, kiritk modeli uygulanmasi, kan alinmasi sirasinda ve kafes temizligi

yapilirken gruplarin birbirine karismamasi i¢in her gruptaki deneklerin kuyruklarina
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denek numaras: verilerek denekler isaretlenmistir. Isaretlemeler zaman icinde
kaybolabilmesi nedeni ile haftalik yenilenmistir. Hayvanlar her kafeste en fazla 4 sigan

olacak sekilde ayr1 ayr1 kafeslerde tutulmuslardir.

Kemik kirig1 olusturulmasinda ve kirigin sabitlenmesinde literatiirde tarif
edilmis birgok yontem mevcuttur. Sican deneylerinde kullanilmak tizere 6zel dizayn
edilmis fiksasyon cihazlar1 olmakla beraber deney maliyetini ciddi anlamda
arttirmaktadir. Holstein ve ark. kapali kirik sabitlemesinde intramediiller olarak matkap
yardimi ile uygulanan mikrovida ‘MouseScrew’ kullanmistir. Femur distal kismindaki
segment yuvarlak ve kalga eklemine ulasan kismi yivli olan sistemin kirigin besinci

haftasinda yeterli kemik iyilesmesi sagladigi belirtilmistir [249].

Matthys ve ark. femur kirigi modelinde kirik olusturulacak bolgeyi izole edecek
bir aparat kullanarak ciltten actiklar kesi ile mikro boyutta gigli teli yardimi ile kemik
kirigt olusturmustur. Kirik sonrasi aparat iizerinde sabit kalan kirik kemik dort delikli
plak ve vida ile sabitlenmistir. Ayrica internal fiksasyon yontemi uygulamasi ile

maksimum stabilite saglandig1 iddia edilmektedir [250].

Siganlara 0zel iiretilen bir baska cihaz da sican eksternal fiksatoriidiir (Research
Implant Systems, AO Foundation, Davos, Switzerland). Osteotomi sonrasi kemik
distraksiyonlarinda ideal kullanim alani olan eksternal fiksatorler kemik dokuda yeterli

stabilizasyon saglayabilmektedir [251].

Calismada maliyet diigiiriilmesi ve uygulama kolaylig1 nedeni ile intramediiller
fiksasyon yontemi tercih edildi. Ayranci B.’nin ¢alismasinda tarif edilen ydnteme
benzer sekilde intramediiller 21 gauge igne (yesil igne) uygulandi [252]. Kirik kemik
parcalarinin rotasyonunun engellenmesine yonelik enjektoriin u¢ kismindaki plastik
kistm korunarak kemik icerine gomiildii. Intramediiller fiksasyon yontemleri her ne
kadar dikkatli uygulansa da literatiirde yiiksek rotasyon oranlari bulunmaktadir [250].
Majkowski ve ark. 43 hasta i¢eren c¢alismasinda 22 hastada cesitli derecelerde kotii
kaynama ve kisalik tespit etmiglerdir. 10 hastada 10°den fazla malrotasyon, 10 hastada

5°den fazla valgus, 6 hastada 5°den fazla varus, 6 hastada 2cm den fazla kisalik, 2
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hastada kaynamama ve 1 hastada da derin sepsis gelistigini belirtmislerdir [253]. Kirik
yonteminde farkli olarak ti¢ nokta biikme kirig1 prensibinin kontrolsiiz kirik olusturdugu
diisiintilerek kontrollii ve aynmi noktadan kirik olusturmak iizere tur motoru (Dremel
3000, Model 255) ve elmas matkap ucu kullanildi. Kemik kirigi modeli, fiksasyon
yontemi, bobrek hastaligi olusturulmasi ve diger parametreler igin 4 sican {izerinde pilot

calisma yapilarak yontemde diizeltmeler yapildi.

Kemik iyilesmesinin ve olgun kallus olusumu igin literatiirde en az 6 hafta siire
beklenmesi onerilmektedir [254]. KBH’l1 siganlarin cerrahi 5/6 nefrektomi operasyonu
gecirmesi sonrasi literatiirde tarif edilen maksimum yasam siiresi 13 hafta olarak
belirtilmektedir [11]. Calismada KBH’nin gosterilmesi i¢in 6 hafta beklendikten sonra

maksimum sican yagsam siiresi hesaplanarak kirik kallus olusumu i¢in 6 hafta beklendi.

Calismadaki 2, 3 ve 4. Gruptaki hayvanlara, ilerleyici renal kitle ve fonksiyon
kaybina neden olacak tek seansli 5/6 nefrektomi modeli uygulandi [234]. Cerrahi
yontemlerden iiriner obstriiksiyon modeli hidronefroz temelli KBH ¢alismalarina uygun
oldugu icin tercih edilmedi. Diger bir yontem olan kimyasal model nefrotoksik ilaglarin
deneklerin diyetine katilarak ila¢ kullanimimin uzun siirede belirsiz oranlarda etki
gostermesinden dolayr ¢alismada kullanilmadi. Gagnon ve ark. cerrahi modeli iki ayri
seansta olacak sekilde tarif etmistir [118]. Bu cerrahi yontemi Seth ve ark. tek seans
olarak modifiye etmistir [234]. Calismada ek cerrahi komplikasyonlardan kaginmak
amaci ile tek seansli nefrektomi modeli tercih edildi. Seth ve ark. Tarafindan siganlarin
flank bolgesinde iki ayr1 kesi ile nefrektomi uygulanmigtir. Caligmada iki ayr1 kesi
yerine abdominal bolge orta hat Kesisi tercih edilmistir. Bu yaklasimin dezavantaji,
bagirsaklarin ekartasyonu sirasindaki maniiplasyonlarin daha Onceden gosterilen

bagirsak anslarinda 6dem, distansiyon ve nekroza neden olabilmesidir [108].

Kemik kirigr olusturulan KBH’l1 siganlara kemik dokunun diizgiin iyilesmesini
saglayacak yontemleri tespit etmek amaci ile literatiir tarandi. Doku miihendisligi
calismalar1 [247], indometazin ve aspirin gibi ilaglarin [241] kemik iyilesmesi iizerine
olumlu etkilerinin ¢alisilmis olmasi ve cerrahi yontemlerin daha kanitlanabilir olmasi
nedeni ile calismada doku iyilestirici potansiyeli yiiksek olan SVF ve TZP tedavileri

tercih edildi. TZP uygulamasinin biiylime faktorleri ve iyilesme regiilasyonu gorevleri
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disinda tercih edilmesinin diger bir nedeni kok hiicreleri barmndiran SVF’nin
tasinabilmesi ve iyilesme bolgesinde kalabilmesi i¢in TZP’nin kalsiyum glukonat ile
jellestirilmis halinin en ideal tasima araglarindan biri olmasidir [255]. TZP tasinmasinda
kalsiyum fosfat ¢imentosu [256] ve hidrojel yapiskani [257] gibi tasiyicilar yabanci

cisim reaksiyonu riskini engellemek amaci ile tercih edilmedi.

Kok hiicrelerin  farkli hiicrelere farklilasma yeteneklerinden dolayr doku
rejenerasyonunda kullanilmak tizere ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Etik sorunlardan
otiri klinik aragtirmalar ve tedaviler mezenkimal dokudan kaynakli kok hiicreler
tizerine yogunlagsmistir. Birgcok dokuda bulunmasina ragmen MKH’nin en yogun olarak
bulundugu dokular kemik iligi ve adip6z dokudur. Zuk ve ark’nin yaptigi ¢alismada
adip6z dokunun mezenkimal hiicrelerden olduk¢a zengin oldugu gosterilmis ve kemik
iliginden elde edilen kok hiicrelere gore fonksiyonel olarak farkli olmadigi
gosterilmistir [179]. Ayrica AKKH’nin elde edilmesi kemik iligi kaynakli kok hiicre

eldesine gore daha basit, daha az travmatik ve daha az agrilidir.

Adipdz kaynakli kok hiicrelerin kiiltiire edilerek ya da kiltiirde elde edilmeden
SVF halinde dokuya verilmesi arasinda fark gosterilememistir [142,143]. Ferreira ve
ark’in yaptiklar1 ¢aligmada ise siganlarda psddoartroz yapilan alana diger sicanlardan
alinan heterolog MKH nin verilmesinin takiben farkli bir gruba kiiltiire edilip ¢ogaltilan
kok hiicre verildiginde kiiltiire edilmemis kok hiicrelerin (SVF) kiiltiire edilmis kok
hiicrelere gore tedavide daha iistiin oldugu gosterilmistir [258]. Baska bir ¢alismada
hem kemik iligi kokenli MKH’lerin hem de adip6z kokenli MKH kullanilmig ve doku
damar sayisinin, adipdz kokenli MKH grubunda, kemik iligi kokenli MKH grubuna

gore anlamli derecede fazla oldugu gorilmistiir [243].

Calismada SVF inbred hayvanlardan elde edildi. Literatiirde inbred
hayvanlardan elde edilen adip6z kokenli kok hiicrelerin immiinolojik redde ugramadan

farklilasabildigi ve doku rejenerasyonu kapasitelerinin normal oldugu gosterilmistir [4].
SVF tedavisinin osteoblastik aktiviteye ve kemik formasyonuna olumlu katkisi

oldugunu gosteren bir¢ok c¢alisma mevcuttur [259]. Uysal ve ark. adipéz kokenli
MKH’lerin kemik dokuda iyilesmeyi hizlandiran TGF ile FGF diizeylerini arttirdigini
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bulmuslardir [132]. Ayrica AKKH’lerin baglica indirekt yani parakrin mekanizma
tizerinden etkinlik gosterdigi savunulmaktadir [243]. Taguchi ve ark’nin ¢alismasinda
kemik iligi hiicrelerinin gocli ve kemik tamirine olan katkisi degerlendirilmistir. Bu
calismada GFP-simerik farelerin femurlarinda olusturulan kiriklardan sonra kuyruk
veninden kemik iligi verilerek takip edilmistir. Kirik bolgesindeki kallus dokusu iginde
ve kemik c¢eperindeki hiicrelerin hepsinin GFP pozitif oldugu yani MKH’nin
osteoblastlara doniistiigii kesin olarak gosterilmistir [260]. Horwitz ve ark.’nin yaptigi
baska bir calismada osteogenezis imperfektali ¢cocuklarda MKH verilmesi sonrasi

osteblastik farklilagma ve kemik mineral dansitesinde artma oldugu gosterilmistir [261].

Bagka bir ¢alismada tavsanlarin her iki tibialarinda defekt olusturularak eksternal
fiksator uygulanmis. Defekt bolgelerinden birine MKH lokal olarak verilmis ve diger
tibia kontrol grubu olarak kullanilarak hicbir sey verilmemistir. Uygulamanin 15. giinii
ve bir ay sonra yapilan radyolojik ve histokimyasal ¢alismada MKH uygulanan tarafta
daha hizli iyilesme saglandigi ve eksternal fiksatoriin tutulma siiresinin kisaldigi
gosterilmistir [262]. Literatiirde MKH nin kemik kirig1 bélgesine uygulamanin sistemik
uygulamaya gore tUstiin oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir [263, 264]. Her ne
kadar MKH’lerin sistemik etkilerinin kemik iyilesmesi tizerindeki olumlu ektileri
gosterilmis olsa da c¢alismada daha iyi bir yontem olan kirik bolgesine SVF

uygulanmasi tercih edilmistir.

Kemik iyilestirmesini olumlu etkileyen diger bir yontem TZP tedavisidir.
Trombositlerin salgiladiklari biiyiime faktorleri ile kemik iyilesmesi siirecini hizlandiran
ve arttiran etkileri mevcuttur [265]. Literatirde TZP’nin yeni kemik olusumunu
hizlandirdig1 ve arttirdigina yonelik ¢alismalar bulunmaktadir [266,267]. Nagata ve ark.
tavsanlarin kalvariumlarinda yaptilar kritik boyuttaki kemik defekti sonrasinda otogreft
ile otogreft-TZP kombinasyonunu karsilastirmislar ve dordiincii haftada otogreft-TZP
grubunda sadece otogreft uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli kemiklesme
gostermislerdir. Deneyin 12. hafta sonuglarinda ise birbirine yakin sonuglar elde

edilmistir [268].
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Gumieiro ve ark. yaptigi ¢alisgmada TZP, otogreft ve TZP-kemik iligi kaynakli
stromal hiicre karisiminin kritik boyuttaki tavsan kalvarial defektine uygulamislardir.
Tek basina TZP grubunda tamirin en alt seviyede olmasina ragmen kemik iligi kaynakl
stromal hiicre-TZP karigiminda anlamli derecede yeni kemik olusumu tespit edilmistir
[269]. Calismada literatiir sonuglarina benzer sekilde SVF ve TZP verilen grupta kemik

iyilesmesi sadece TZP verilen gruba gore daha iyi sonuclanmistir.

SVF calismalarinda adip6z kaynakli kok hiicre eldesi i¢in en sik kullanilan
donor saha inguinal bolgedir. inguinal bdlgeden yag doku alinmasi sirasinda her hayvan
icin yaklagik 1-2 gr adipéz doku elde edilebilmektedir. Bu miktar KBH modeli
uygulanan sicanlarda agirlik kaybi ve sistemik nedenlere bagli olarak azalmaktadir.
Calismada SVF ve TZP eldesi i¢in 10 sigan kullanilmistir. KBH’in kok hiicre
fonksiyonlarmi bozdugu bilinmektedir bu nedenle SVF tedavisi uygulanan sicanlara
verilecek kok hiicrelerin KBH’l1 sicanlardan alinmasi, saglikli sicanlardan alinan kok
hiicrelere gore fonksiyonel olarak daha benzer olacaktir. Donér siganlara 5/6 nefrektomi
modeli uygulandiktan sonra 6 hafta takip edilerek bobrek hastaligi olusturuldugu
biyokimyasal ve patolojik olarak kanitlandi. Bu siganlar Ogawa ve ark.’nin yayinlamis

oldugu protokole uygun olarak SVF eldesi i¢in kullanilmigtir [235].

Kemik kirig1 olusumu sonrasi gecikmis veya diizglin olmasa da kemik kirik
hatlarinin temast durumunda degisik seviyelerde iyilesme gerceklesecektir [251].
Kemik iyilesmesi degerlendirilmesinde biyokimyasal ve patolojik yontemler hiicresel
diizeyde kemik iyilesmesini gosterebilmektedir ancak kemik dokunun dayanikliliginin
mekanik olarak gosterilmesi klinik uygulamada ©nem arz eder. Mekanik
degerlendirmede tensil kuvvet testi, kompresyon yontemleri, makaslama kuvveti
uygulamasi, biikkme yontemleri, torsiyon yontemleri vb. bulunmaktadir [270].
Calismada dayaniklilik 6l¢lilmesine en uygun yontem olan ii¢ nokta biikme testi (three
point bending) kullanilmasi planlandi [239]. Mekanik stres testi igin her gruptan
rastgele segilen 6 sicana ii¢ nokta biikkme testi uygulandi. Kemiklerin mekanik
dayanikliliklar1 sirast ile Grup 1V> Grup 11> Grup I> Grup |l olarak ol¢iildi. Saglikli

sicanlarin kirik uygulanmayan femur dokularinda dayanikliligi ayni sicanin kirik olan
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kemigine oranla ortalama 5 kat daha kuvvetli oldugu bulunmustur. Kemik kirig1 sonrasi

bekleme siiresinin arttiritlmasi aradaki farkin azalacagini diistindiirmektedir.

Deneyin bitiminde (12. haftada) tiim si¢anlarin sakrifiye edilmelerini takiben
kallus dokularinin miktar1 ve kemigin sekli agisindan olusan farklar gruplar arasinda
karsilastirildi. Morfolojik olarak kallus dokusu miktar1 ve kemigin diizgilin iyilesmesi
sirast ile Grup V> Grup 111> Grup I> Grup 11 olarak gozlendi. Ayrica kemik iyilesmesi
ve Kallus degerlendirilmesine yonelik sigan femurlarinda direkt grafi ve BT
goriintiilemesi yapildi. Mikro-BT kemik degerlendirilmesinde en ideal yontemdir [271].
Calismada mikro-BT cihazinin hastanemizde bulunmamasindan otiirii benzer verilerin
elde edilebilecegi standart BT cihazi kullanildi. Elde edilen direkt grafiler ve BT verileri
birlestirilerek yontemde standart saglandiktan sonra sicanlarin femurlar1 modifiye Lane
ve Sandru skorlama sistemine goére degerlendirildi [240]. Modifiye Lane ve Sandru
skorlama sistemine gore yapilan skorlamada test sonuglari: 3.91 +0.64 (Grup 1), 3.5
+0.64 (Grup Il), 5.08 £1.44 (Grup IlI), 5.43 +£0.99 (Grup IV) olarak bulundu.
Degerlendirme yontemi sirasinda belirli parametrelere bakilsada hatalarin azaltilmasina
yonelik her direkt grafi ve BT sonucu kor olarak ikiser defa degerlendirildi ve sonuglar
arasinda farklar bulunmasi durumunda ortalama degerler alindi. Skorlama sirasinda
kortikal kemik iyilesme bolgesinden, kallusun en dis noktasina olan kalinliklarinin
olglilmesi sonucu ortalama kallus kalinliklart; 2.16 £0.51 (Grup 1), 1.75 £0.50 (Grup I1),
2.90 +0.26 (Grup I1), 3.23 +041 (Grup IV) olarak 6l¢iildii. Literatiirde bulunun kok
hiicre tedavisi calismalarinin ¢alismada bulunan kok hiicre etkilerine benzer sekilde

kemik kitlesini arttirdigi bulundu [272].

KBH’mm biyokimyasal olarak degerlendirilmesine yonelik 0, 3 ve 6. hafta
kanlarinda BUN, kreatinin ve hemoglobin bakilmasi 6nerilmektedir [119]. Calismada
sicanlarin  bobrek degerlerinin  degisiminin daha ileri sevideki degisikliklerinin
gosterilmesi i¢in 0, 3, 6 hafta kanlarina ek olarak 12. hafta kanlar1 alinarak yontem
tyilestirilmistir. Referans degerlerin kontrolii ve kemik kirigimin bobrek fonksiyonlar
tizerindeki degisimlerinin gosterilmesine yonelik KBH modeli uygulanmamis olan
siganlardan (Grup 1) ayn1 siirelerde kan alimistir. Insanlarda KBH takibinde 24 saatlik

idrarda GFH hesab1 altin standart olarak degerlendirilse de hayvan modellerinde
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metabolik kafes temininin zorlugu nedeni ile KBH tanisinda agirlik takibi, kan sonuglari

takibi ve patolojik glomeriiler analiz yontemleri kullanilmistir.

Agirlik degisimi tespitine yonelik sicanlar deneyin baslangici, deneyin 3, 6 ve 12.
haftalarinda tartildi. Grup I, Il ve IV de bulunan KBH’li siganlarin agirlik degisimi
literatiire benzer sekilde anlamli olarak bulundu [273]. Shobeire ve ark.’nin yaptiklar
literatiir taramasinda 5/6 nefrektomi sonrasi serum Kkreatinin seviyesinin normal
degerlerin 2.2 katina ulastig1 gosterilmistir [274]. Gagnon ve ark.’nin 5/6 nefrektomi
sonrasinda serum BUN seviyesinin 1.5- 4.8 katina ¢iktigin1 bildirmistir [118].
Calismada KBH’na yonelik yapilan laboratuar testleri serum BUN ve Kkreatinin
seviyelerinin yaklasik 3- 4 katina ¢ikmasi ve hemoglobin seviyelerindeki diisiis KBH
modelinin olusturuldugunu desteklemektedir. KBH modeli sonrasinda beklenen yasam
siiresi ciddi miktarda azalsa da kemik iyilesmesinin ge¢ donem sonuglarinin
arastirilmasi i¢in kemik kirig1 sonrasi siirenin 6 haftadan daha uzun tutulmas: kemik

iyilesmesi ¢aligmalari i¢in 6nemli bilgi edinilmesini saglayacaktir.

Kemik iyilesmesinin biyokimyasal degerlendirilmesine yonelik PTH, D vitamini
ve kalsiyum degerlerine bakilmaktadir. Caligmada tiim si¢anlarin 6 ve 12. haftada KBH
degerlendirilmesi i¢in kan alindig1 sirada, kemik iyilesmesi parametreleri olan PTH, D
vitamini ve kalsiyum bakilmak iizere fazladan 1 cc kan alindi. Nefrektomi uygulanmis
deneklerde serumda PTH, D vitamini ve kalsiyum seviyelerinde azalma g6zlenmektedir
[275]. Mevcut literatiir bilgileri ile benzer sekilde tiim denek gruplarinda kan PTH ve D
vitamini ve Ca sonuglarinda diisiis gézlenmistir. KBH’l1 gruplardaki si¢anlarda kirik
oncesi benzer kemik iyilesmesi parametreleri gozlenmekte iken uygulanan TZP ve SVF
tedavileri sonrasi vitamin ve mineral diizeyinde daha diisik oranda azalma

gerceklesmistir.

Kemik iyilesmesinin histopatolojik incelemesi kemik birlesmesi ve kikirdak
oraninin temel alindigr siniflandirma kullanilarak yapildi [241]. Allen ve ark.’nin
tanimladig1 yontemde yedi farkli skorlama mevcuttur. Bu skorlama sisteminde skor 5
(Tamamlanmamis kemik birlesmesi/ileri seviyede kemiklesme) ile skor 6 (Tam
kemiklesme) arasindaki sinir ¢ok genis birakilmistir. Allen skor 6, taniminda kemik

iyilesmesi dokusunun tamaminin kemik dokudan olugmasi olarak belirtilmektedir.

125



Kemik iyilesmesi sirasinda kemiklesme oncesinde kikirdak model olugsmaktadir bu
neden ile az da olsa kikirdak doku bulunmak zorundadir. Calismada %10 ve altinda
kikirdak oranina sahip olan kemik iyilesmesi dokular1 Allen skor 6 olarak kabul
edilmistir. Calismada Allen skorlamasi sonuglari; 4.71 £0.99 (Grup 1), 4.17 £0.62 (Grup
i), 5.17 £0.90 (Grup I1I), 5.38 £0.88 (Grup 1V) olarak bulundu. Sonuglar kok hiicre
tedavisinin kemik iyilesmesini destekler nitelikte ve literatiir ile uyumlu olarak bulundu
[276]. Histopatolojik inceleme sirasinda kallus dokusunun miktar1 ile ilgili dikkat
¢ekici noktalar gozlendi. Grup 11 teki preparatlarda Grup 1V’a gore daha az kikirdak
mevcuttu (Grup I1I’te ortalama kikirdak oran1 %10) ve Grup IV teki kallus dokusunun
hacmi diger gruplardan daha biiyiik olarak dl¢tildi. Grup I11’te erken donemde daha az
organize kemik doku olmasina ragmen hizli iyilesme go6zlenmistir. SVF tedavisi
uygulanan grubun (Grup 1V) kallus miktarindaki fazlalikla birlikte remodelizasyon
parametrelerinin (trabekiiler formasyon, hiicre dizilimi vb.) diger gruplara gore daha iyi
oldugu gozlendi. Kallus dokusunun yapisi, kok hiicre tedavisinin kemik remodelingi
diizenlemesi ve osteoklastlarin aktivasyonu nedeni ile erken dénemde kemik dokunun
dayaniklihigimi geciktirse de ge¢ donemde kemik iyilesmesi bulgulari daha diizenli

olacaktir.

Kemik iyilesmesi sirasinda Grup | siganlarda fibréz doku ve fibrokartilagindz
doku yani iyilesme dokusunun erken ve ileri asamalari es zamanlh gozlenmektedir. Grup
I ile Grup Il ve IV karsilastirildiginda fibrokartilaginéz alanlar Grup 111 ve Grup 1V’te
gbzlenmemistir. Bu nedenle TZP ve SVF tedavisi kemik matiirasyonuna olumlu katkida
bulunmustur. Grup | ile Grup Il karsilastirildiginda skorlama bir miktar diisiik bulunmus
olup yapisal olarak anlamli fark gozlenmemistir. Ayrica kemik dokunun saglamliginin
gosterilmesinde kemik doku mineralizasyonu agisindan ¢ farkli seviye olarak
skorlandi. Kemik dokunun mineralizasyon miktarlar1 1.43 +0.49 (Grup I), 1.33 +0.47
(Grup 1), 1.50 £0.50 (Grup 1), 1.68 £0.49 (Grup 1V) olarak bulundu.

Kemik hiicrelerinin diger dokulardan ayrilmasinda immunhistokimyasal boya
olan osteokalsin boyas1 kullanildi. Sitoplazmik boya olan osteokalsin; osteoblastlarda ve
osteoklastlarda degisken derecelerde pozitiflik gostermesi nedeni ile degerlendirme

kallus alanlarindaki aktif osteoblastlardaki boyanma siddeti (staining intensity) ile
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yapilmigtir. Agirlikli boyanma paterni dikkate alinarak bu degerlendirme ii¢ kademeli
olarak skorlandi. Tek bir patolog tarafindan kor olarak degerlendirilen osteokalsin ile
boyanma yogunluklar1 sonucunda 1.43 £0.49 (Grup 1), 1.33 £0.47 (Grup II), 2.17 £0.37
(Grup 1), 2.38 +0.49 (Grup IV) olarak bulundu. Yiiksek miktarda osteokalsin ile
boyali olan Grup IV preparatlarinin seri kesitlerinde Dil boyasi ile isaretlenmis olan
MKH’lerin yerleri belirlenerek alinan goriintiilerin birlestirilmesi saglandi. Boylece
osteokalsin ile boyal1 hiicrelerin ayn1 zamanda MKH’den doniisiim gostererek olustugu

kanitlandi.
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6. SONUC

Kronik bobrek hastaligina bagli olan kemik iyilesmesi bozukluklarina bagli olumsuz
etkilerin TZP ve SVF tedavileri ile daha diizgiin hale getirilebilecegi gosterildi. Kemik
kirig1 sonrasi olusan kallus dokusunun kalinlig1 kemik dokunun iyilesme siirecini uzatsa
da ge¢ donemde daha saglam kemik olusumuna Onciil olacagi bulgularina rastlandi.
KBH olusumu sonrasi uygulanan TZP ve SVF tedavilerinin KBH gelisimi siirecini
anlaml sekilde degistirmemistir. Kemik dokunun iyilesmesi sirasinda uygulanan SVF
tedavisinin tek basina uygulanan TZP tedavisine gore listiin oldugu gosterildi. Yine de
SVF tedavisinin miimkiin olmadig1 durumlarda tek basmna TZP tedavisi kemik

iyilesmesine 6dnemli oranda katki saglayacaktir.

SVF tedavilerinin kemik {izerine olan etkileri sadece kemik hiicre sayisini
arttirmakla smirlt kalmamig, kemik remodeling asamasinda Onemli olan kikirdak
dokusunu da arttirmistir. SVF tedavisi kikirdak dokusunu arttirmasi nedeni ile
kikirdagin kemik dokuya doniismesi i¢in gereken siire artmistir. Bdylelikle SVF
grubunda erken déonemde TZP grubuna gore daha uzun siirede iyilesme gergeklesmesi

beklenmelidir.

Sonug olarak, kronik bobrek hastalifinin kemik iyilesmesine olan olumsuz
etkilerinin TZP ve SVF tedavileri ile mekanik, histolojik, radyolojik ve biyokimyasal
olarak daha olumlu parametreler elde edilebilecegi gosterildi. KBH hastalarinda kemik
iyilesmesinin hizlandirilmas:1 ve regiile edilmesi amaci ile mezenkimal kok hiicre
uygulanmasi1 sonrasi hayvan calismalarinda elde edilen olumlu sonuglarin klinik

uygulamada benzer etkileri gosterebilecegi diisiincesindeyiz.
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