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OZET

Ahmet Burak BILEKLI, “Spinal Fiizyonda Mezensimal Kok Hiicre Ve
Eritropoetin Kombinasyonunun Etkinligi”, Gulhane Askeri Tg
Akademisi Askeri Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabili ah,
Tipta Uzmanlik Tezi, Ankara, 2014.

Calismamizda EPO ve MSC’lerin birlikte kullaniminin rda

posterior ve posterolateral spinal flizyona olan etkileri degerlendi

posterior+posterolateral spinal fluzyo hisi uygulanmis ve sonuglar direkt

grafi, MDBT, manuel palp n opatolojik inceleme ile

degerlendirilmigtir.

Sonu¢ olarak, IU/K dozunda intraperitoneal EPO

uygulamasinin kontrol g kargilastirildiginda kikirdak ve kemik doku

geligimini [ ( oranlarini olumsuz etkiledigi; osteoblastik
farkhlas MSC’lerin skafold olmadan cerrahi bdlgesine
uygulanmasi ol ve EPO gruplar ile karsilastirildiginda flizyon
oranlarini arttird bu iki uygulamanin kombine edilmesinin ise flizyon

larini daha cok arttirdigi bulunmustur. Ek olarak, preoperatif 24. saat ve

operat’?Z. saat EPO uygulamasi arasinda anlamli fark olmadigi

ahtar Kelimeler: spinal flzyon, eritropoetin, mezensimal kdk hiicre,
MDBT, Mimics

Destekleyen Kurumlar: Gulhane Askeri Tip Akademisi Arastirma Bilimsel

Kurulu, AR-2014/04 numarali aragtirma projesi.



SUMMARY

Ahmet Burak BILEKLI, “Spinal Fiizyonda Mezensimal Kok Hiicre Ve
Eritropoetin Kombinasyonunun Etkinligi”, Gulhane Military Medical
Academy Military Medical Faculty, Department of Orthopaedic a&
Traumatology, Orthopedics and Traumatology Residency Thesis,
Ankara, 2014.

77 female Sprague-Dawley rats were used for thi groups
ation” and
“control” groups. A total of 11 groups were fo : ) ing “negative

and positive (sham) control groups”, “preoperativ Ayand postoperative

palpation assesment and

assess fusion.

est , administration of intraperitoneal rhuEPO (500
IU/kg/da . i rates compared to control groups. Also,

administrati@ s with no osteoblastic diffetantiation and without

gweups. At last, combination of EPO and MSCs further increases fusion rates
pared ’control, EPO only and MSC only groups. Also there were no
ig nt differance between preoperative 24th and postoperative 72th hour

O administrations.

eywords: Rat, spinal fusion, erythropoietin, mesenchymal stem cell,
MDCT, Mimics.

Supported by: Gulhane Military Medical Academy Research Scientific
Board, AR—2014/04 research project.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AIDS : Edinilmis Bagisikhik Eksikligi Sendromu (Acquired Immune
Deficiency Syndrome)

ALP : Alkalen Fosfataz (Alkaline Phosphatase)

BMP : Kemik Morfojenik Protein (Bone Morphogenic Protein) ®

BMP-R : Kemik Morfojenik Protein Reseptort (Bone Morphogeni
Protein Receptor)

BMSC : Kemik iligi Stromal Huicreleri (Bone Marrow Stromal Cells

BT : Bilgisayarli Tomografi

C-EPO : Karbamile EPO (Carbamilated EPO )

CFU-E . Eritroid Koloni Olusturucu Birim (Colony Forming Uit -
Erythroid)

DBM : Demineralize Kemik Makriksi (Deminelar B tri

EPC : Eritroid Onctil Hiicre (Erythroid Proge’tor

EPO . Eritropoetin (Erythropoietin)

EPO-R . Eritropoetin Reseptoru (Erythrogotetin Re or)

ESC : Embriyonik Kok Hiicre (Embry@ @ nCel

FGF : Fibroblast Biyume Faktort (Fibroblas OWth Factor)

GATA : Gulhane Askeri Tip Akademisi @

GH : Blyume Hormonu (@rowt

GIS : Gastrointestinal siste

GLUT1 : Glukoz Tasiyicisi 1 (Gl

GM-CSF . Granilosit-Makrofaj aktoéru (Granulocyte-
Macrophage Colo [

HIF1 : Hipoksi ile U i Oor 1 (Hypoxia-Inducible Factor 1)

HOBIT : Insan Oste

[ sfectant Cells)

HPC Ul Hicre (Hematopoietic Progenitor Cell)

HSC ; O0k*Hucre (Hematopoietic Stem Cell)

IGF SUli Uyume Faktoru (Insulin-Like Growth Factor)

IL-1 OkKi

IL-6

INOS : enebilen Nitrik Oksit Sentaz (Inducible Nitric Oxide
se)

iP, . intraperitoneal

ISTAT _ : Janus Kinaz/Sinyal ileticisi ve Transkripsiyon Aktivatorii
’(Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription)
B : Kronik Bébrek Yetmezligi
CS : Makrofaj Koloni Uyarici Faktért (Macrophage Colony
Stimulating Factor)

BT : Multi Dedektor Bilgisayarli Tomografi
PC : Mezensimal Onciil Hiicre (Mesenchymal Progenitor Cell)
MRG : Manyetik Rezonans Garuntileme
MRNA : Mesajci Ribonukleik Asit (Messenger Ribonucleic Acid)
MSC : Mezensimal Kok Hucre (Mesenchymal Stem Cell)
NF-kB : NUkleer Faktér Kappa B
OP-1 : Osteojenik Protein-1 (Osteogenic Protein-1)



PDGF
PMNL
PTH
RANK
RANKL
rhEPO
Runx2
TGF-B
VEGF

BcR

. Platelet Kaynakl Buyume Faktoru (Platelet-derived Growth

Factor)
: Polimorfonikleer Lokosit
: Paratiroid Hormon

: Nukleer Faktor Kappa B Reseptor Aktivatorii (Receptor

Activator of NF-kB)

: NUkleer Faktor Kappa B Reseptor Aktivatora Ligandi

(Receptor Activator of NF-kB Ligand)

: Rekombinant insan Eritropoetini (Recombinant Human

Erythropoietin)

: Runt iligkili Transkripsiyon Faktorii 2 (Runt-Related

Transcription Factor 2)

: Dénusturict Buylime Faktdru-p (Transforming

B)

Growth Factor)
: Ortak B Reseptort (Common 8

N
e
O

a
: Vaskdler Endotelyal Buytume Faktorgyas r theli

tor\

®
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Hipoksi ile Uretimi uyarilan eritropoetin hematopoetik oncul

hicrelerin ¢odalmasi, farklilagsmasi ve canlihginin koru asﬂl

sag@layarak eritrosit Uretimini kontrol eder. ............cccoooooiiiiininld

Endotelyal 6ncul hicreler (EPC) ve Her@to
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I0kosit ve endotelyal hicrelere fa . W, 45

Eritropoetin, hematopoez ve oste isi:¥ Akut kanama

bébrekteki O, alicilarini harekete EPO sentezini
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icin uyarir (Yesil HPC’lerin osteoklastlara
farkhlagsmasini sagla ik aktiviteyi arttirip kemik iligini
genigletmesini olgun eritrositlere farkhlagip ve
dolasima

direkt

(Kirmizigizgi). EPO ayni zamanda
ve BMSC’lere etki edip osteoblastik

etmeleri icin uyarir. BMP’ler MSC ve BMSC'leri
ara farklilasmasini saglayip osteogenezi arttirir. EPO
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GIRIS

Spinal fuzyon travma, deformiteler, dejeneratif hastaliklar, infeksiyoz
hastaliklar ve timorlerde glinimuzde yaygin olarak uygulanan bir cerrahi

yontemdir. implantlarin ve cerrahi tekniklerin gelismesi, daha ayrinfik

gelismeler sayesinde bu endikasyonlarin kapsami giderek genis

Bu gelismelere ragmen psddoartroz oranlari hala sifira indirilem

GUnumuzde omurga cerrahisi alanindaki ‘ag al
r kok

greftleri veya

bolumu flzyon oranlarini arttirabilecek faktorler ve@ost

2y ‘azaltmak, ayni

zamanda da tekrarlayan cerrahileri ve bunlarla ilig ikasyonlar azaltip

Eritropoetin (EPO) horm
artik sadece eritrositlerin Urgii mlu olmadigini, degisik dokularda
sitoprotektif etkisi olan oldugunu bilmekteyiz. EPO’nun
antioksidatif, antiapopt
oldugu, aniji ar tamirini hizlandirdigi, myokard iskemisi
sonrasi I dUzeltebildigi, bébrek epitelyal hicrelerindeki
iskemi repe arini azaltabildigi, reepitelizasyon ve yara iyilesmesini
hizlandirdigi rindan hareketle osteogenez Uzerindeki etkileri

ag@stinimaya baslanmistir.

Diger bir genis arastirma alani olan mezengimal kok hiicre (MSC)’lerin

iskelet sistemindeki yag, kemik, kikirdak, tendon/ligament, kas, stromal

u hucrelerinin hemen hepsine farklilagabildiginin bulunmasi ile kikirdak,

eniskls, sinir, tendon ve kas gibi iyilesme kapasitesinin kisithi oldugu

dokularin yenilenmesi igin arastirmalar hizlanmistir. Diger yandan genis

kemik defektleri ve kaynamama problemlerinin tedavisinde de etkinlikleri
bildirilmigtir.
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1.1. Amag

EPO ve MSC’lerin birlikte kullanimiyla ilgili calismalar literatirde gok

az olup; genellikle iskemik beyin hasari ve boébrek iskemisiyle ilgilidir.

EPO ve MSC'’lerin tek baslarina kirik iyilesmesinde ve spinal fuzfenda

etkili oldugunu bildiren birgok calisma mevcuttur. Ancak; bilindigi kadari

spinal fiizyonda birlikte kullanimlarini konu alan herhangi bir ¢alis

Bu calisma; osteogenez, anjiyogenez, antienfla
iyilesmesi ve reepitelizasyon konusunda ortak etkileregsahi
MSC'’lerin birlikte kullaniminin ratlarda spinal fijzﬁn te

arastirmak amaciyla yapilmigtir.

hacim oOlgimlerinde Mimics Innova

kadaryla, literaturde ilk defa bildirj li 6zelliktir.

r ile EPO, MSC ve EPO ile MSC

ri, var ise bu etkinin erken ve ge¢

Calismamizdan elde
kombine kullaniminin flzy
donemdeki farki, bu etkini iyilesmesinin ilk safhasi olan inflamasyon

safhasina i ig erlendirilecektir.

EP likteliginin etkinligi gosterilebilirse otolog veya allojenik

greft kullanimi atif olmasi yonunde c¢alismalara yol gosterecektir.

Ayrica, ratlarda MDBT kullanimi ve Mimics ile 6lgiim yéntemlerinin;
izdeggu kurumda bulunmayan ve pahali olan mikroBT kullanimina

ernatif yaratacagi ve diger galismalara oncu olacagi degerlendiriimektedir.
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GENEL BILGILER
2.1. Spinal Fuzyon

2.1.1. Tanimi ®

Spinal flzyon omurganin elemanlarinin  artrodezidir. \
omurgadaki patolojik segmental hareketi veya instabiliteyi gider agny ve
eslik eden bulgular azaltmaktir. Spinal fizyon cerrahisi; travma, def
dejeneratif hastaliklar, infeksiydz hastaliklar ve_ timor, siklikla
I

uygulanmaktadir. implantlarin ve cerrahi tekniklerin.qe a aymintih

radyolojik goruntuleme teknikleri, kemik iyilesmesi a lyi
anlasiimasi, preoperatif ve postoperatif ba alanindaki

gelismeler sayesinde bu endikasyonlarin kaps lemektedir.

Fuzyon cerrahisindeki a bir fluz aglanincaya kadar

omurganin dizilimini ve stabilitesi umaktir. Bunun igin uygulanan

teknikler:

tertransvers flizyon,

imal invazif anterior fizyondur.

Posterior ve posterolateral (intertransvers) flzyon omurganin arka
anlan‘ fluzyonu olup, Albee ve Hibbs tarafindan 1911 yilinda ortaya

llanjprensiplere dayanmaktadir.

Basarili bir spinal fizyon ideal bir biyolojik ortam ve mekanik faktorlere
aghdir. Biyolojik faktorler; kikirdak dokularin temizlenmesi, dekortikasyon,
bolgenin yeterli kanlanmasinin saglanmasi, greftleme ve flizyon uygulanan
bdlgenin hareketsiz birakilmasidir. Mekanik faktorler ise; bdlgenin uygun

dizilimini saglayan ve hareketini engelleyen rod, plak, tel, kanca, algi, korse
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ve ortez gibi gesitli tespit araglarini internal veya eksternal olarak kullanarak
saglanmaktadir. Mekanik ve biyolojik faktorler tek baslarina fluzyon

olusturamazlar ve ikisinin de ideal sartlarda olmasi gerekir.

implant teknolojisinin gelismesi ve kemik iyilesmesi etkileyen biyoldijik

faktorlerin daha ayrintili bir bicimde anlasilmasina ragmen psodoatikoz
oranlari sifira indirilememigtir. Literatirde %5—43 arasinda dedisgn oranlar
bildiriimektedir (1). Bu oranlar altta yatan birgok lokal ve sistemik faktére \Bagl

olabilir. Kisaca bu faktorler:

. Yeterli lokal kan akimi ve dgk ksij yonunun
saglanamamasi,
. Kemik olusumu igin yete dN ik hlcrenin

olmamasi,

o Osteoinduktif ve osteokon€ aktorlerin  yeterli

olmamasidir.

Gunumuzde arastirmalar osteokonduktif faktorler ile

osteoprogenitdr kok hucrele . Kemik iyilesmesinin biyolojisi
ve bunu etkileyen lo ve ik faktorler ilerideki bdlumlerde

tartisilacaktir.

ik flepler ile fizyonun saglandigini bildirmistir. Ameliyat sonrasi hastalara

ekiz hafta boyunca yatak traksiyonu ve algi korse uygulamis ve 1924'de 59
skolyoz olgusunda uyguladigi flizyon sonuglarini yayinlamigtir. 1941'de

American Academy of Orthopaedic Surgeons derneginin kurdugu bir
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komitenin incelemesinde 425 fluzyon uygulanan hastanin 180'inde
psodoartroz gelistigi ve %69 vakada kotu sonug¢ oldugu bildirilmistir (4, 5).

Albee ise bir Pott olgusunda otolog tibia grefti kullanmis, spin6z

cikintilari ayirarak tibial grefti spindz ¢ikintilarin arasina yerlestirmigtir. ®

Turkiye'de ilk Albee operasyonu 1925 yilinda bir askeri doktor olan

Mim Kemal Oke tarafindan, Pott hastasi olan iki olguya uygul Istie (6).
Albee ve Hibbs’in 1911 yilinda ilk olgulari bildirdigi disundltrse, bu ¢
zamanin sartlari igin blyuk bir basaridir (7).
1926'da Dr. Burhaneddin Toker uyguladla Alb o} unu
bildirmis (8) ve 1942'de Dr. Sadettin Onaran staligr n i ile Albee

operasyonu uyguladigi dokuz olguyu sunm C a Turkiye'de

ilk yayinlanan spinal flzyon serisidir (7).

1940’'h yillarin sonunda Ul yaygin olan kemik ve eklem

tuberkulozu vakalarinin etkin tedawisini jimek icin kemik hastaneleri
kurulmus ve bu kurumlarda hocalarimiz omurga cerrahisi
ok 1960'li yillarin basinda Pott

hastalarinda Albee opetasy a baglamig, GATA Ortopedi ve Travmatoloji

alaninda onculik etmigl

Klinigi'nin kurucusgyDr. n Ege ise ayni donemde Albee operasyonunu
modifiye g Istif(7, 10-17).

gton sistemi tanitilip tim dinyada yayginlagsmaya
baglamasi (7) ve rasinda modern implantlarin ve tekniklerin geligsmesi ile

spinal fuzyon iglemi ¢ok sik uygulanan bir islem haline gelmistir.

®

Spinal fuzyon temelde kemik iyilesmesi surecidir. Bu slreci
ayabilmek i¢in oncelikle kemik anatomisi, histolojisi ve kirik iyilesmesinin

olojisinin bilinmesi gerekir.
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2.2. Kemik Anatomisi ve Histolojisi

Kemik vicudun hareketlerine destek saglayan, mineral deposu olan,
hematopoetik sistemle baglantii kompleks ve dinamik bir organdir. Kemik
dokusunun bitiinliigi; es zamanl olarak devam eden osteoblastik @

osteoklastik aktivitelerin hassas dengesine baghdir.

Kemik iligi hematopoetik kok hiicre (Hematopoietic Stem ‘Qell, C),

hematopoetik 6ncul hiicre (Hematopoietic Progenitor Cell, HPC), me

kok htcre (Mesenchymal Stem Cell, MSC), mezensima
(Mesenchymal Progenitor Cell, MPC), fibroblﬁt,

osteoblast, osteoklast, retikiler hiicreler ve endotelyal
2.2.1. Osteoblastlar

Osteositlerle birlikte baslica kemik doku olus jcredir. Pluripotent

MSC’lerden koken alirlar. Birgok | temik ve mekanik uyarana yanit

verirler. Tip | kollajen, ALP, oste iyaloprotein sentezlerler ve

PTH’a yanit verirler. Osteoid ineralize olmamis bir organik
matriks olustururlar. Bu a mineralize olur, kemige gucini
ve sertligini verir. Mi emik matriksi osteoblastin etrafini
sardiginda igerisi i na endoplazmik retikulum miktar azalr,

e osteosit haline gelir.

aci osteoblastlarin hematopoezi de duzenledigini
savunmaktadir. n nedeni; kemik iliginde osteoblastlarin HPC’lerden
osteoklast olusumunu ve gelisimini saglamasi ve sonu¢ olarak kemik

r rpsiyoﬂwu uyarmasidir (18, 19).
.2.2. Osteositler

Kemik matriks icinde sikisip kalmis olgun osteoblastlardir. Biyolojik
aktiviteleri daha azdir. Kemik dokunun lameller kisminda bulunurlar ve
uzantilari ile birbirleriyle birlesen hicre kumeleri olustururlar. Birlesme

yerlerinde siki baglantilar (tight junction, nexus) bulunur. Bu bolgeler araciligi
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ile kan dolagsimindan cgesitli maddelerin kemik iginde transportunu saglarlar.
Kalsiyumun ve fosforun ekstraselliler yogunlugunun kontroliinde aktif rol

oynarlar.
2.2.3. Osteoklastlar ®

CD34+ hematopoetik hiicrelerden koken alan multinikleuslu, bt

hicrelerdir. Osteoblastlar tarafindan Uretilen Nukleer Fakto ap
Reseptor Aktivatort Ligandi (Receptor Activator of NF-kB Ligand,

osteoklast farklilasmasi ve rezorptif aktivitesini dizenley: mI i
proteindir. Ayrica osteoklastlarin mineralize yijzey%re gru emesi ve
tutunmasini saglayacak kemotaktik sitokinler ile yuz a a zyon)

N

enzimi bulunur ve kemik rezorpsife im aracihgiyla olur.

molekullerinin sentezini diizenlerler.

Birincil kemik iyil esi ida  kirik hattinin  bir tarafindaki

osteoklastlar kesici k tting cones) adi verilen bir rezorptif kavite

o
c
W
@
c
-
c
=
o
-
<
®
-y

imler salarak kemigin ve kalsifiye kikirdagin
Ozerler (18, 19).

2.2.4.'He petik Hicreler

Hematopoetik kdk hucreleri, hematopoetik 6ncil hicreleri ve

lardan ‘klllagan hacreleri igerir.
2.5. Kemik Matriksi

Yaklagik %70’ini inorganik kisim; %5’ini su ve kalan %25’ini organik

kisim olusturmaktadir.

inorganik Kisim: Kemik matriksinin inorganik kismi kalsiyum

hidroksiapatit kristalleri seklindedir ve kismen karbonat, klorid veya florid

25




icermektedir. Ayrica ostekalsiyum fosfat (brushite) da bulunmaktadir. Orguli
(woven) kemikte gorulen kristaller lameller kemiktekine oranla daha kuguktr
(18).

Organik Kisim: Tip | kollajen kemigin organik kisminin cogunlugufiiu
olusturur. Diger proteinler; osteokalsin, osteonektin, kemik siyaloprotet@ve
cesitli blylime faktorleri ve sitokinleri igerir.

2.2.6. Kemik Doku Mineralizasyonu

Kemigin inorganik kismi  g¢ogunlukla ka m siapatit
kristallerinden olugur. Mineralizasyon; baslangig &]klea n) ume
seklinde iki asamada gergeklesir. Mineralleri es lla molekdlleri

arasindaki deliklerde olur.

2.2.7. Kemik Tipleri

Kemik yapisal olarak, trabek selléz, spongitz) kemik ve

kortikal kemikten olusmaktadir ikal igin kutlesi kanselloz kemigin

yaklasik 4 kati olup, kanse e ongusu (turnover) kortikal kemigin

yaklasik 8 katidir. Yapisa ikl erlerine yansiyan degisik kuvvetlere
dayanmalarini saglar. i ik en iyi bukulme, torsiyon ve kompresyon

guglerine ;pzellikle uzun kemiklerin  metafizlerinde ve

Ken‘ mikroskobik olarak orguli (woven) ve lameller kemik olarak
ir. Orgulu kemik, kirik iyilesmesi ile fetal ve neonatal donemdeki
dyen kemiklerin metafizlerinde fizyolojik olarak gorulirken; Paget

taligi, Osteogenezis imperfekta ve osteosarkom gibi cesitli patolojik
durumlarda da gérilir. icerdigi kollajen lifleri belirli bir yénelimde olmayip
organize halde degildir (izotropik 6zelliklere sahiptir). Ote yandan lameller

kemik, orguli kemigin yeniden sekillenmesi (remodelizasyon) ile daha
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organize héale gelir ve Uzerine binen kuvvetlere daha iyi karsi koyar

(anizotropik 6zelliklere sahiptir).

lameller kemik kortikal veya kansell6z karakterde olabilir. 3—8 lamel
birbirini distan sararak osteonu olusturur. Kortikal kemigin birincil yapi§al
unitesi osteondur. Osteonun uzun ekseni boyunca ortasinda uzanan vasKiiler

bosluga “Havers Kanallarn” adi verilir. Lameller boyunca seyr

kanallarini enine kdprucukler halinde birbirine baglayan kanallar

Kanallari”dir. Bu yapi ile periosttan gelen kan damarlari endoste

Osteositler lameller arasinda yer alan kijgijk‘an la uluniir ve
protoplazmik uzantilari aracihgi ile birbirleri ve HaWers a yunca

transportu saglarlar.

2.2.8. Kemik iyilesmesinin Biyolojisi

Kemik iyilesmesi lokal ve si faktorlerin etkiledigi karmagsik bir

biyolojik suregtir. Diger dokulardaki gOriulen skar olusumunun
aksine; iyilesme sureci ideal nda kemik doku anatomik ve

fonksiyonel olarak tamam esindeki haline dénebilir.

Gunumuizde molekl iyoloji ve genetik alanindaki ilerlemeler
rde rol alan sinyal molekdulleri, proteinler ve
aha ¢ok bilgi sahibiyiz, ancak hala bilmedigimiz

ve cevaplan en bircok mekanizma mevcuttur.

Kemik iyilesmesi birincil kemik iyilesmesi ve ikincil kemik iyilesmesi

rak iKi a‘ baslik altinda incelenebilir.

incil Kemik lyilesmesi: ikincil (indirekt, sekonder) kemik iyilesmesi,

a stk gorilen ve kirik hattinda saglam (rijid) bir tespitin olmadigi iyilesme
eklidir. lyilesme, hicrelerin  dzellikleri ve ekstraselliler matriksteki
degisiklikler goz onune alinarak degerlendirildiginde ¢ ana donemde

Ozetlenebilir:
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. Kemik doku hasarindan sonra oOncelikle “inflamatuar
evre” baglar,
J Sonraki “Tamir Evresi’nde intramembran®z ossifikasyon,

kikirdak yapimi (kondrogenez) ve endokondral ossifikasyon goralir,

J En son evre “Yeniden Sekillenme” evresidir.

lyilesme sirecindeki bu evreler i¢ ice gecmis duru

bdlgesinin bir béliminde yeniden sekillenme goérulurken, diger b

inflamatuar evre veya tamir evresi gorulebilir.

a) inflamatuar Evre ®

Kemik hasariyla birlikte dolagimini sagi@y a ve sinirler

dahil etraftaki yumusak dokularda da hasa adan hemen

kaybolan bir inflamatuar cevap . iKi¥sekilde kirik hattinda

stabilizasyonu saglamaya calisir:

ile bolgede pihtilagsma faktorlerinin salinimi,
kompleman SN asyonu, platelet agregasyonu ve icerdikleri
sitokinlerin S paslar. Polimorfonukleer 16kositler (PMNL), lenfositler,

dolagsimdaki m er ve doku makrofajlari yaralanma bdlgesine dogru

0
cdorilmaya baslar (kemoatraksiyon) ve bu hicrelerden yeni damar
umunt‘anjiyogenez) tetikleyen sitokinler salgilanir. Bu sitokinlerden

at Kaynakli Buyume Faktoru (Platelet-Derived Growth Factor, PDGF)
Donasturicu Buyume Faktoru-B (Transforming Growth Factor-8, TGF-3)

riosttaki mezengimal hucrelerin gogalmasini uyarir (20, 21).

Erken donemde kirik bolgesi hipoksik ve asidik bir ortamdir ve bu
ortam PMNL’ler ve doku makrofajlarinin fonksiyon gérmesi igin idealdir. Yeni
damar olusumunu tetikleyen Vaskuler Endotelyal Buyime Faktoru (Vascular
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Endothelial Growth Factor, VEGF) ileride ayrintili olarak bahsedilecek EPO
ile ortak Ozelliklere sahiptir. EPO ve VEGF’nin salgilanmasi hipoksi ile
tetiklenir.  VEGF uygulamasi ile osteogenezin uyarilabildigini bildiren
calismalar mevcuttur (22, 23). Bu ¢alismalar ile EPO’nun da osteogenezi

uyarabilecegi hipotezi ortaya atiimistir.

Kirik uglari ve meduller kanal ile periost ve kas dokusu

disina ¢ikan (ekstravazasyon) kan pihtilasmaya baslar. Olusan
fazla kanamayi engelleyen bir hemostatik tika¢ ve hicrelerin gogih iGi
agi gorevi gorur. Kirik hattinda olusan butun bu sur: “ta
olarak da adlandirilan eksternal kallusu olusturur. ®

b) Tamir Evresi ’

Tamir evresi ilk birka¢ gun iginde, inflamatt itmeden baslar ve

birka¢ hafta boyunca devam ede sonunda hatti icerisinde ve

cevresinde ileride kemik doku ile d cek olan kallus dokusu olusur.

Kallusun gorevi kirik hatti ¢evr, stabiliteyi arttirmaktir. Kirik

hattindaki osteositler beslen ik apoptoza ugrar ve histolojik olarak
‘bos lakunalar” seklinde “g@rulebi sar goren periost, kemik iligi ve
cevreleyen yumusak d rbe olmaya basglar ve tamir icin pluripotent
MSC’ler fibrel t ve osteoblastlara donugsmeye baslar. Bu

i yaralanmig dokulardan agiga c¢ikar, bir kismi

da kan dola

C
fiboroz bag dokd E

[ ttir ve “Yumusak Kallus” olarak da adlandirilir.

jer dokulardan go¢ eder. Bu donemde gorulen kallus

an damarlar, kikirdak, 6rguli kemik ve osteoidden

Tamir sireci ilerledikgce ortamdaki pH giderek artar ve once nétral,
ra Rafif alkali hale gelir. Bu pH degerleri kallusun mineralizasyonunda
evli olan alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi icin idealdir. En erken olusan

emik dokusunun, periostun kambiyum tabakasindan olustugu gosterilmistir.
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Tamir dokusunun igerigi ve tamir hizi; kirigin kemikteki lokalizasyonu,
etrafindaki yumusak doku hasari, mekanik stabilite gibi lokal faktorler ve

hastanin genel saglik durumuyla ilgili sistemik faktorlerden etkilenir.

intramembranéz ossifikasyon, kiriktan sonraki ilk birkac giin icerisin@e
baglar ve proliferatif aktiviteler kiriktan sonraki ilk 2 hafta icerisinde r.
Histolojik bulgular osteoblast aktivitesinin oncelikle kirik hattinin
korteksine birka¢g milimetre uzakliktaki o6rguli  kemikte
gOstermektedir. Bu bdlgedeki kemik olusumu direkt olarak 6nci
farkhlasan osteoblastlar sayesinde olur ve arada dak
gorilmez. ®

intramembrandz ossifikasyon olugsurkg kisminda daha
i granulasyon

ttan koken alan

ansiye) hucreler de gorulir. Bu
hicreler hacimce buylyerek kikirdak IelRUmU kazanmaya baslar ve

epifizlerin proliferasyon bdlge e géril vaskiler bazofilik bir matriks

sentezlemeye baslarlar. Fibroz d eni kikirdaktan olugan bu bdlge

(yumusak kallus) ve kikérda ku zamanla fibroz doku ile degistirilir.

inin asik 10. gununde kirik hattini kaplayan yeterli
miktarda ve endokondral ossifikasyon ile mineralizasyon
baglar. Bu yume plaginda gorulen ile benzerdir. Hipertrofik
kondrositler bo yuksek miktarda olan ve mineralizasyonu engelledigi

erilen glikozaminoglikanlar yikan “nétral proteoglikanaz” enzimini

|Iarlar...| hicreler ve osteoblastlarlar, matriks icerisine kalsiyum fosfat
sleri iceren membran-kdkenli vezikllleri salgilarlar. Buna ek olarak
ral proteaz ve ALP enzimleri de salgilanir. Bu enzimler proteoglikandan
ngin matriksi yikar ve yuksek enerjili fosfat esterlerini hidrolize ederek

kalsiyum ile birlikte ¢coken fostatin kaynagini saglarlar.

Mineralizasyon islemi devam ettikce kallus daha sert hale gelmeye

baglar ve kirik hattinda “internal tespit” saglar. Komsu kemik dokusundan
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kapiller damarlar kalsifiye olmus kikirdagin icerisine ilerler ve lokal oksijen
basincini arttirirlar. Sonrasinda osteoblastlar bolgeye gelir ve kikirdak ve

orgulu kemikten olusan “Birincil Spongioza” olusur.

Son olarak, kallus sadece 6rgiilil kemik icerecek hale gelir ve iki kifik

ucunu birbirine baglar ve yeniden sekillenme evresi baslar.

c) Yeniden Sekillenme Evresi

Yeniden sekillenme (remodelizasyon); kemik iyilege
evresidir ve 0orguli kemigin lameller kemik ile yer

miktardaki kallusun rezorpsiyonu ile baglar. ®

Bu evre kemigin fizyolojik yeniden g
cok daha hizli bicimde gelisir. Orgiilii kemigin

trabekuller osteoklastik aktivite il

ile kirik hatti asamali olara n 6nceki “en optimal stabilitedeki”

ve “anatomiye en yakin” h geri

est. Birincil (primer, direkt) kemik iyilesmesi

I/algl tespiti) ¢ogu rijid bir tespit saglamadigi igin, birincil kemik iyilesmesi
ir oIaraWc‘jrulmektedir.

(

zI  yazarlar kirik iyilesmesinde birincil kemik iyilesmesinin
eflenmesi gerektigini savunurken, karsit gorusteki yazarlar ikincil kemik

ilesmesine gore belirgin bir avantajinin gosterilemedigini bildirmektedirler.

Birincil kemik iyilesmesi “aralik (gap) iyilesmesi” ve “temas (kontakt)

iyilesmesi” olarak ikiye ayrilabilir. Her ikisinde de kirik hattinda eksternal
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kallus ve fibroz doku veya kikirdak doku olusumu gorulmeden iyilesme

saglanabilir.
a) Aralik (Gap) iyilegsmesi

Aralik iyilesmesi, araligin kemik dokuyla doldurulmasi ve yémiden

sekillenmesi seklinde iki agamada gergeklesir.

ilk asamada kirik uglari arasindaki aralik birincil ossifi
doldurulur. Once yapi iskelesi (skafold) gorevi gorecek olan 4@
yerlesir ve sonrasinda paralel lifli lameller kemik dok ste
ilk agsamada olusan yeni kemigin yoénelimi (oryan&s on
kemik yonelimine transvers gsekildedir.

fibrokartilaj doku gorilmez.

ikinci asama birkac haft
haversian yeniden gekillenme ile ne
yonelimdeki orguld kemik orijin on steonlar ile yer degistirir.
Sonug olarak kirik hatti kirik @nce ik ve fizyolojik durumuna geri

doner.

b) Temas lyi

ine; kirik uglari anatomik olarak kargi karsiyadir
onelimli kemik dokusu olusmadan, osteonlar kemigin

arak kirik hattini direkt gegebilirler.

Kirik hattinin bir tarafindaki osteoklastlar “kesici koniler (cutting
cones)” &I verilen bir rezorptif kavite olustururlar. Bu kavite kapiller
mar@rin penetrasyonuna ve yeni bir haversian sistem olusmasina izin
ir. Endotelyal hucreler ve osteoprogenitor hicreler osteoblastlarin kirik
atti boyunca osteonlar olusturmasini saglarlar. Sonug olarak kirik hatti, kirik

oncesindeki anatomik ve fizyolojik durumuna geri déner.
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2.2.9. Kemik Metabolizmasinin Duzenleyicileri

Kemik metabolizmasinin dizenlenmesinde gorevli gesitli hormonlar,
vitaminler, blyume faktorleri, sitokinler, reseptérler ve sinyal molekdillerinden
bahsetmeden 6nce osteoindiiksiyon, osteokondiiksiyon ve osteogen@

kavramlarindan bahsetmekte fayda vardir:

Osteoinduksiyon: Osteoprogenitor kok hicrenin osteoje

farkhlasma yetenegidir. Ayrica uygulanan greft materyalinin matt
hicrelerine farkhlasacak kok hucreleri olusturma yetenegidi
DBM baglica osteoinduktif materyallerdir. Daha ﬁ ce ogreft ve
allogreft kemigin de osteoinduktif 6zellikleri mevcuttur.

Osteokonduksiyon: Greftin kemik 1yiles un bir yatak
al hucrelerin ve

norovaskuler yapilarin greft igerisi

r. Kansell6z otogreft
ve allogreftler ile DBM, kollajen ve kalsiyum fosfat

osteokonduktif maddelerdir.

Osteogenez: Ost ateryalleri canh osteprogenitor

hicrelere sahiptir ve ik hucrelere farklilagsma ve kemik olusturma

yetenekleri vardir. ez8adece taze otolog kemik ve kemik iligi

refti: Otolog kemik grefti mekanik destek saglamasi,
blyume faktorl atriks proteinleri ve osteojenik hucreleri icermesi

niyle osteojenik, osteoinduktif ve osteokonduktifti. Bu u¢ 06zelligi

niyle ’nUmuzde spinal fiizyon cerrahisinde hala altin standarttir (24,

iliak kanattan alinan kortikokanselléz kemik genellikle en sik kullanilan
ve en basarih grefttir. Miktarinin kisithi olmasi, donér alanda agri, ilium
kiriklari, enfeksiyon, vaskuler ve noral yaralanmalar nedeniyle artmis kan

kaybi ve transflizyon ihtiyaci ile hipoestezi, ameliyat slresinin uzamasi gibi
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morbiditeleri nedeniyle otolog kemik greftine alternatif olabilecek maddelerle
ilgili caligmalar yogun sekilde devam etmektedir.

2.2.10. Hormon ve Vitaminler

®
Kemik metabolizmasi sistemik ve lokal faktorler ile irekli
duzenlenmektedir. Kemik metabolizmasini en ¢ok etkileyen ¢ hormon P
vitamin D ve kalsitonindir.
C VO u
ke

PTH artis1 kemikten kalsiyum ve fosfor salinimina yol a U
ekstraselltler kalsiyum duzeyini ayarlar. PTH resept bul
hicresi osteoblastlardir. ®
3Glaya ri imile eder

Vitamin D intestinal ve renal kalsiyum

ve aktif kalsiyum transportunu kolaylastirir.

Kalsitonin, plazma kalsiy duzeyinin artn

parafolliktler hucreleri tarafindan sal
ederek kemikten kana kalsiyum h azaltir.

Ostrojen, testoster ayd onu (Growth Hormone, GH), tiroid

hormonlari osteoblastik aktiviteyi arttirirken; immobilizasyon,

glukokortikoidler, ve 0z

teoklastik aktiviteyi arttirir.
yrleri, Sitokinler ve Sinyal Molekulleri

sinin U¢ fazinda da hucreler ve ekstraselliler matriks

Indaki iletisim cesitli buyime faktorleri, sitokinler, reseptorler ve sinyal

ekUIIeri‘acmglyla olur. Molekduler biyoloji ve genetik alaninda ilerlemeler
inde gunumuzde bu faktorler daha iyi anlasilmaktadir ancak hala
stinimay bekleyen bircok husus mevcuttur. Asagida en fazla arastirilan

bilgi sahibi olunan faktorler agiklanmaktadir.

Donusturucu Buyume Faktoru-p (TGF-B): TGF-B kirik bdlgesindeki
plateletler, inflamatuar hucreler (monosit ve makrofajlar), osteoblastlar,
osteoklastlar, mezengimal hucreler, endotelyal hicreler ve kondrositlerce
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uretilir. Yaralanmayi takiben ilk 24 saat igerisinde kirikk hematomunda
gorulmeye baslar ve inaktif dncul bir peptid halinde iken kirik hematomundaki

asidik ortam ve proteazlarin etkisi ile aktiflesir.

Gorevleri:

®
. Makrofajlar icin en gucli kemoatraktan maddedir,
. Kemik iyilesmesi icin ¢ok 6nemli olan i ma
olusumunu uyarir,
e

. Periosteal mezengimal hucrelerin st
kondroblastlara donuasimunu uyarir, \

. Matriksin  kalsifikasyonu ve‘ eo t tesini
dazenler,

. Osteoklastik aktiviteyi v tla olusumunu

inhibe eder,
. Tip I, 1, 11, 1V,

osteonektin, thrombospondin, p

kollajen, fibronektin, osteopontin,

r ve ALP Uretimini uyarir.

Kt

ve m

FGF'ler kirik bdlgesindeki

jlar), osteoblastlar ve kondrositlerce

Fibroblast Buyime
inflamatuar htcreler (mon
uretilir. FGF-1 ve FGF-

ve periosteaighi . Gorevleri:

iyilesmesinin inflamatuar fazinda makrofajlar

ar olugsumunu uyarir,

krin ve intraselltler fonksiyonlari vardir,

ip 4 kollajenazi uyarir,

o Ayrica FGF-II kondrositler icin kemoatraktan ve mitojen

qup’UyUme plagindaki kondrositlerin farklilagmalarini dizenler.

Platelet Kaynaklhi Biyiime Faktori: PDGF’ler kirik bolgesindeki
teletler, monositler, aktif doku makrofajlari ve endotelyal hiicrelerce uretilir.

inflamatuar evrede az miktarda iken, tamir evresinde (iretimi artar. Gorevleri:

. Reseptori tirozin kinaz aktivitesine sahiptir,

. Mezensimal hucrelerin cogalmasini uyarir,
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. Kikirdak ve intramembrandz kemik olusumunu uyarir ve

kallus olusumunu baslatir,

. Plateletlerin a-granullerinden salgilanarak bag dokusu
hicreleri icin mitojen goérevi gordr,

) Osteosit ve osteoblastlarda DNA protein sentezini r%

. Prostaglandin sentezi ile kemik rezorpsiyonunu uyarir

. in vitro Tip | kollajen miktarini arttirir,

. Kan akimini duzenler,

. Hucre ¢ogalmasi, bayumesi ve fagklilas dlia
nikleer proteinler olan c-myc ve c-‘s to genjerinin
ekspresyonunu arttirir.
insiilin Benzeri Bilylime Faktorii (IG edinler veya

sulfatasyon faktorleri olarak da adlandirilir. | syonu periost ve
baylime plaginin gelisimi, kirik ka iyilesmesi‘@ktopik kemik olusumu

sirasinda artar. Gorevleri:

. Kollajen sentezin Ikimini azaltir,

iferatif bdlgesinde kondrositlerin

osteoklastik dncul hucrelerin gogalmasini

duzenleyerek kemigin yeniden

gorev alir.

Kemik enik Proteini (BMP): BMP’ler TGF-B ailesinin Gyesi
0 kemik matriksindeki suda ¢oOzinen ve osteoinduktif aktiviteye sahip
oIIajer’roteinIer olarak kesfedilmigtir.

zerinde en ¢ok calisma yapilanlari BMP-2, BMP-4 ve BMP-7'dir.

Ik bolgesindeki primitif mezensimal ve osteoprogenitdér hicreler,
ibroblastlar ve prolifere olan kondrositlerce Uretilir. Embriyonik ve
postembriyonik dokularda gesitli fonksiyonlari mevcuttur. Bunlardan bazilari:

° BMP-2 osteoblastlarda IGF-I ve IGF-Il sentezini arttirir,
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. insan  Osteoblast benzeri  Oncll  Transfektan
Hucrelerinde (Human Osteoblast-like Initial Transfectant, HOBIT)
TGF-B ve IL-6 ekspresyonunu arttirir,

. BMP—-4 monositlerde TGF- ekspresyonunu arttirir,

J BMP-4 Tip 4 kollajen ve heparini baglayarak yeni damar

olusumunda gorev alir,

J BMP-7, diger adiyla Osteojenik Protein—1
protein—1, OP-1) IGF tip 2 reseptor ekspresyonunu arttirir,

Osteokalsin: Osteoblastlara

icerdigi  A-karboksiglutamik  asi e kalsiyum baglayarak

hidroksiapatit kristallerinin gelisi

Osteokalsin sentezi<@ktif vi Dz (1,25-dihidroksivitamin D3) ile
artar, PTH ve Kkortiko id ile inhibe edilir. Plazmadaki osteokalsin
seviyeleri ile koraledir ve biyokimyasal olarak Olcimu

osteoblastia =2sini gesi olabilir.

emik iyilesmesi sirasindaki hucreler arasi iletigimi
duzenleyen ekstraselluler matriks proteinidir. Hyaltnorik asit, Tip | kollajen ve
onektin‘aglayan bir hucre ylzeyi glikoproteini olan CD-44 ile etkilesir.

y osteoklastlarin fibronektin reseptorleri Uzerinden kemige tutunmasini

rezorpsiyon yapmasini saglar.

Fibronektin: Hucre yapismasi (adezyon) ve gocunde (migrasyon)
gorev alan ekstraselliler matriks proteinidir. Fibroblast, osteoblast ve

kondrositlerce Uretilir.
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Kemik Morfojenik Proteini Reseptdri (BMP-R): BMP-R’leri, BMP-R-
| ve BMP-R-Il inflamatuar fazdaki farklilasmamis mezensimal hucreler,
intramembran6z  ossifikasyon sirasinda ¢odalan osteoblastlar ve
kondrogenez ve endokondral ossifikasyon sirasinda olgunlasmis hipertrofik

kondrositlerde gozlemlenmistir.

Bu reseptorler araciligiyla mezensimal hucrelerin kon

osteoblastik dncul hicrelere farkhlastigr disunilmektedir.

interlékin—1 (IL-1): Erken inflamatuar fazda m
miktarda salgilanan ancak aktivitesi yuksek olanéir
yeniden sekillendirme fazlarini baglatan 1L-6, Gra
Uyarici Faktoru (Granulocyte-Macrophage @
CSF) ve Makrofaj Koloni Uyarici Faktora (M
Factor, M-CSF) salinimini tetikler. Ayrica kallu

proteazlari uyarir

interlékin—6 (IL—6): Tami d teoblastlarda Uretilen bir sitokin
olup IL-1 uyarisina ¢ok hd ik~ rezorpsiyonunda goérev aldigi
dusunulmektedir.

Granulosit-Makro oleni Uyarici Faktorii (GM-CSF): T-lenfositler

ve osteg lla k osteoklast farklilasmasini, T-lenfositlerin

in Sentezlemesini saglar. Ayrica fibroblast gocu ve
anulosit 6ncili ve monosit/makrofaj dncull hicrelerin

farkhlasmasini sadfar.

Kol&nler: Tanimlanmig en az 18 kollajen izotipi mevcuttur. Ozetle:

. Tip | kemik doku,

. Tip Il kikirdak doku,

. Tip Il ve Tip V grantlasyon dokusu,

o Tip IV ve VI endotelyal matriks,

. Tip X hipertrofik kikirdak dokusu ile iligkilidir.
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Mekanik olarak stabil kiriklar baskin olarak Tip | kollajen ile Tip Il ve
Tip V kollajen igerirler. instabil kiriklarda ise éncelikler Tip Ill ve Tip V kollajen
uretilip sonrasinda Tip Il, Tip IX ve ¢ok az miktarda Tip | kollajen ile yer

deqigtirirler.

Tip | kollajen kemikteki ana kollajen olup organik kis
¢ogunlugunu olusturur. Capraz baglantilar ile kollajen fibrillerigve k
lifleri olusur ve kiriktan sonraki yaklasik 10. glinde bu bdlgelere hi

kristalleri mineralizasyon bagslar.
Tip Il kollajen kikirdagin ana yapisal proteinid"

Tip Il kollajen kemik iyilesmesinin j tas ikle kemik
dokuda hizla artar. Uretimindeki proble iS ynama veya

kaynamamaya yol acar.

Tip IV kollajen bazal membr a komponenti olup Tip | ve Tip X
kollajen ile birlikte mezengimal hugcrele stlara farklilasmasinda rol
alir. %

Tip V kollajen yumu ve s lus yapisinda gorulir ve kikirdak ve
kikirdak olmayan dokul ve Tip Il kollajenin biyume ve yonelimini

dizenler.

kikirdak dokuda gérulir ve kollajen fibrilleri ve

proteoglikanlar ini dizenler.

Tip IX kollajen endokondral ossifikasyon sirasindaki hipertrofik

rositlem bir isaretleyicisi olup kikirdak dokunun mineralizasyonunda

Tip Xl kollajen kikirdak dokuda gorullr ve kollajen fibrillerinin mindr bir

komponentidir.
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2.3. Eritropoetin
2.3.1. Tanimi

Eritropoetin (EPO), 34 kilodalton molekul agirliginda glikoprot@

yapisinda bir hormon olup ilk klonlanan hematopoetik biylime faktagudur.

Kemik iligindeki eritrosit 6ncult hdcrelerin  ¢gogalmasi, farklilagmasi

canlihginin korumasini saglayarak eritrosit uretimini kontrol eder 27

Eritrositlerin temel gorevi akcigerlerden oksijeni peri o} r
tasimaktir. Bu nedenle EPO  Uretiminin enl do
oksijenizasyonunun saglanmasi acgisindan ¢ok emli slica

ilir ritr@sit dretiminin

nd O Uretiminin

X g A ©- O
h‘ \ CFU-GEMM @ '{ e ®)
« Bobreklerde hipoksi -{ @ +O

ile md:;:::.:? EPO . @Y@ _{ ._ _{@‘ @
' ©, ©.

.
| ”‘;‘i CFU-E
) T ¥@, 0.
Proe_ritroblast ve v @ ‘®
Q \ o Eritroblastlar ."

*@)n O
0.k itesi
Lukapastesi  omotiastr @) O

O, affinitesi —_— b @ Retikiilositler

Sekil 2.1. Hipoksi ile Uretimi uyarilan eritropoetin hematopoetik 6ncul
hlcrelerin ¢gogalmasi, farklilasmasi ve canliiginin korumasini

saglayarak eritrosit Uretimini kontrol eder.
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Eritropoetini kodlayan gen yedinci kromozom Uzerinde yer alir ve 3000
baz cifti icerir. Dort intron ve bes ekzonlu 193 aminoasitli bir molekuldir.
Salinimi sirasinda 28 aminoasidini yitirir, matiir protein 165 aminoasit icefip.

Genin transkripsiyon hizi oksijen bagimli bir mekanizma ile kontrol edilir.

yihinda Carnot ve Deflandre eritrosit Uretiminin “h&o o]

2.3.2. Tarihgesi
ilk defa Fransiz bilim adamlari tarafindan Bert ve Jourd rafiida
doku hipoksisi ve eritrosit Uretimi arasindaki iliski ortaya,kon e 19
" i mon

olan tavsanlardan

yilinda Miyake ve

arkadaslarinca (31) aplastik an astalarin idrarlarindan EPO'’yu

saflagtinimis ve 1985 yilinda aglarinca (32) aminoasit
siralamasi belirlenmistir. Boyl relerinde eritropoetin geni ve
gen ekspresyonu yapilabilmis ve Binant insan eritropoetini (rhEPO)

klinik kullanima girmisti

bobrek yetmezligi (KBY) ve kanser
kemoterape | gelisen anemilerin tedavisinde kullaniimis;

immun hastaliklarda, Ediniimis Bagisiklik Eksikligi

n@kli ve myelodisplastik sendromda gorulen kemik iligi baskilanmasi sonucu
n a’milerde kullanilmigtir.  EPO ayrica hemoglobinopatilerin
davisinde ve otolog kan transfuzyonu amaciyla da kullaniimaktadir.
PO’nun klinik kullanima girmesinden 15 yil 6nce, diyaliz tedavisi goéren

Y hastalarinin yaklasik %25’'ine duzenli olarak eritrosit slispansiyonu
verildigi (33) goz onune alindiginda rhEPO’nun transflizyonla ilgili riskleri

belirgin olarak azaltmasinin ne kadar 6nemli oldugu goérilmektedir (34, 35).
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2.3.3. Eritropoetin Uretiminin Diizenlenmesi

Vlcutta onceden depolanmis halde bulunmayan EPO Uretimini
tetikleyen ana faktor, doku oksijenizasyonunda azalma, yani hipoksidir. Kan
kaybi, arteriyel parsiyel oksijen basincinin (pO2) azalmasi veya hemoglobifiin
ik

oksijene olan baglama kapasitesin artmasi gibi nedenlerin hepsi pe
dokularda dugsuk oksijen konsantrasyonuna neden olur. Hiicre BNA’siada
Hipoksi ile Uyarilabilen Faktor 1 geni (Hypoxia-Inducible Factor
HIF1a, HIF2a, HIF3a gibi gesitli proteinlerin transkripsiyonunu

EPO, hlcre yizeyindeki ho ' an reseptorine (Epo-

R) baglanarak hiacre ici Janus Kin jleticisi ve Transkripsiyon

Aktivatori (Janus Kinase/Signa nd Activator of Transcription,
JAK/STAT) sinyal iletimi etki eder. EPO reseptorleri, kemik
iligindeki eritrosit Ancidlu Eritrofd Koloni Olusturucu Birim (Colony

Forming Unit-Erythroi bicrelerinde daha fazla oranda gorulir ve bu

it sayisi artar. Buna ek olarak EPO, HPC’lerin

apoptozunu dae erek eritrosit Uretimini arttirmaktadir (38).

Karbamile EPO (C-EPO) gibi EPO turevlerinin EPO reseptdrlerine
Ianmac’u eritropoezi uyarmadigl ancak hala doku koruyucu etkiler
igi in vivo ve in vitro ¢calismalarla gosterilmistir. Bu nedenle EPO’nun

u koruyucu etkilerinin bagka bir reseptor Uzerinden gergeklestigi

sunulmektedir. Brines ve arkadaglarr GM-CSF, IL-3 ve IL-5
reseptorlerinde ortak bir sinyal iletim alt Gnitesi olan Ortak B Reseptori’nin
(Common [ receptor, [BcR) Epo-R ile birlikte doku koruyucu bir
heteroreseptor oldugunu tespit etmistir. BcR ayni zamanda CD131 veya

GP130 olarak da adlandiriimaktadir (39).
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intrauterin gelisim sirasinda Epo-R’lerin neredeyse tiim embriyonik
dokularda goruldigu ve organ gelisimi ve anjiyogenezde hayati bir rol
oynadidi dusunulmektedir. Molekdl agirhdinin yiksek olmasindan dolayi kan
beyin bariyerini gegcemedigi ancak beyinde ayri bir parakrin EPO sistemi
oldugu Dbildirilmigtir (28). Bu nedenle sistemik olarak uygulanangEP
dozlarinin normal fizyolojik dozlarin gok Ustlinde olmasi gerektigi ve kulla

suresinin uzadikga arteriyel kan basincinda artisa ve lokal tro

olarak doku hasarina yol agabilecegi bildirilmistir (38). Bunun tersine
reseptdr aracili mekanizma ile EPO’nun kan beyin bariyeri
bildiren galigmalar da mevcuttur (40, 41).

Kemik iligi ve karaciger disinda Epo- e roteinlerinin

endotelyal hicreler, epikardiyum ve perikard greleribenal mezengial

ve epitelyal hucreleri, pankreatik ada hucrel apta, beyin, retina,

periferik sinirler ve spinal kord, testisler, gibi birgok dokuda

bulundugu gosterilmistir (33, 36, ematopoetik olmayan dokularda

eritropoetin reseptorlerinin sap Sl ‘'nun sadece eritroid seri

uretiminden sorumlu olmadi dokulara etki eden (pleiotrofik) ve

doku koruyucu etkisi

baslanmistir (38, 42, 4&
@

(™ § ¥ _-._f--‘ .
\fé' EPO H

. cilt ___";j; Periferik Sinirler

o :IIN?;-:"/:?JI
L) ¢ :.‘ ) "_1
( ‘-J

Sekil 2.2. Eritropoetin sadece eritroid seri Uretiminden sorumlu olmayan,

n oldugu hipotezi savunulmaya

Spinal Kord

Barsaklar

vicutta bircok dokuya etki eden sitoprotektif bir faktordir.

(Savino ve arkadaslarinin ¢alismasindan (38) Tiirkgelestirilmistir).
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2.3.4. Eritropoetinin Noroprotektif Etkileri

Santral sinir sisteminin hipokampus, kapsula interna, korteks ve orta

beyin bdlgelerinde Epo-R mRNA ve proteinlerinin bulundugu gosterilmistir.

®

Sistemik olarak verilen rhEPO’nun deney hayvanlarinda bdlgesel

otoim

beyin iskemisi, kontuzyona bagl beyin hasar, deneysel
ensefalomyelit ve kimyasal olarak olusturulan epilepsi
noroprotektif, antioksidatif, antiapoptotik ve antienflamatuar etkileri n
etkili olabilecegi bildirilmistir (33, 44). Ayrica retina,gspinal erl
sinirlerde de benzer etkilerinden bahsedilmigtir. ®

lanan fare

defektlerinin

EPO’nun noroprotektif etki an calismalarinin yaninda
Klinik calismalar da mevcuttur. (Ehrearei arkadaslarinin (46) akut inme
hastalarinda yaptiklar gift rand inik calismada, 40 hastaya rhEPO
veya serum fizyoloji anmis ve sonuglart manyetik rezonans
goruntileme (MR@), i erléadiriimigtir. rhEPO uygulanan hastalardaki

na gore belirgin azalma saptanmig ve 3 hafta

2.3.5. Eritropoetinin Kardiyoprotektif Etkileri

®

EPO'nun endotelyal hicreler Gzerindeki biyolojik etkilerinin
stinlmasiyla endotelyal oncul hicrelerin proliferasyonunu sagladigi ve
ptozunu engelledigi ve bu 6zellikleri ile anjiyogenez ve damar tamirinde

fonksiyonu olabilecegi bildirilmistir (28).

EPC’ler CD34+ kok hucrelerden kaynaklanip farkli yolaklar ile eritrosit,

trombosit I6kosit ve endotelyal hiicrelere farkhlasirlar (Sekil 2.3.). Cogunlukla
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kemik iliginde bulunur ancak vicutta anjiyogenez gereken yerlere dolagim
yolu ile go¢ edebilirler (47). Deneysel calismalar ile bu hicrelerin myokard
iskemisi sonrasi kardiyak fonksiyonlari dizeltebildigi gosterilmigtir (48-53).
Ayrica EPO’nun iskemi reperfizyon hasari sonrasi kardiyomyositlerin
apoptozunu engelledidi, sol ventrikuli yeniden sekillendirdigi ve bu te bﬁ(

etkileri nedeniyle myokard enfarktisli veya myokardit gecirmis hastal

klinik kullanimi olabilecegi bildirilmistir (36). \ !

Hemanjiyoblast
CD34+ ¢

EPC
CD34+
Lenfoid
EPO Prekursér Hicre
! PI?tEIE_'t T Lenfosit
Endotelyal sit Notrofil B Lenfosit
iicre Monosit
Bazofil
Eozinofil

Sekil 2.3. Endotelzal oncul hacreler (EPC) ve Hematopoetik 6ncil
hicreler (HPC) CD34+ kok hicrelerden koken alip eritrosit,

trombosit I6kosit ve endotelyal hiicrelere farklilagirlar.

®

2.3.6. Eritropoetinin Renal Protektif Etkileri

Kronik bobrek yetmezlikli hastalarin gogunlugu ateroskleroz, myokard

enfarktlsi veya beyin enfarktisine bagl komplikasyonlar nedeniyle
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kaybedilmektedir. Bu komplikasyonlarin temelinde bozulmus vaskuler tamir

mekanizmalarinin oldugu dusunulmektedir.

rhEPO tedavisinin ileri dénem bdbrek yetmezlikli hastalarda sol

ventrikiler yiki azalttigi, egzersizle iliskili kardiyak iskemiyi azalttigi ve kliffik

bulgular duzelttigi bildirilmigtir. EPO duzeyleri ve EPC’lerin sayisinda
fonksiyonlarinda azalmanin bu hastalardaki yuksek kardiyovaski]
ve mortalite nedeni olabilecegi dusunulmektedir. EPO’nun dige
bdbrek epitelyal hucrelerindeki iskemi reperfizyon hasari sq I

apoptozu engellemesidir (38).

®

2.3.7. Eritropoetinin Yara iyilesmesi ve Anjiyogene t

Cesitli calismalarla EPO ve Epo- nezin erken
asamalarindaki anjiyogenez sirasinda tespit

delesyonunun kardiyovaskuler siStemdefidefektlere

neden oldugu bildiriimistir (54). Ayric ‘nun yara iyilesmesi, iskemik cilt

lezyonlari ve deneysel yanik lez ayvan modellerinde anjiyogenez
ve reepitelizasyonu arttirdigy, Ve iyilesmesini hizlandirdigini bildiren

cesitli calismalar mevcutt 5, 56):

2.3.8. Eritr etin Osteogenez

kardiyoprotektif ve@grenal protektif etkilerinin gésteriimesi ile hematopoez ve

H

teojenik hudcrelerin  birbirinin  fonksiyonlarini

etkiledigi hsmalarda bildirilmigtir. EPO’nun  néroprotektif,

of§téogenez arasindaki iletisimden sorumlu sitokinlerden biri olabilecedi
tezi or@a atilimistir (36).

an kaybi sonrasinda kaybedilen olgunlagsmis kan elemanlarini

ilemek amaciyla yagli kemik iligi genigleyerek hematopoetik kemik iligi
haline gelmeye basglar (Sekil 2.4.). Kavitenin geniglemesi i¢in belirli bir oranda
kemik yikimi gerekmektedir. ilizarov ve arkadaslari 1986 yilindaki
c¢alismalarinda, hayvanlarda akut kan kaybi sonrasinda kemik rejenerasyon

oraninin arttigini bildirmiglerdir (57).
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Shiozawa ve arkadaslari, HSC’lerin yuzeylerinde Epo-R ekspresyonu
oldugu ve EPO’nun HSC’leri uyararak JAK2/STAT3 hucre igi sinyal iletimi
mekanizmasi araciligiyla BMP-2 ve BMP-6 sentezlenmesini sagladigini
gOstermiglerdir (58). Sonrasinda BMP’ler Kemik Morfojenik Protein

Reseptori’'ne (Bone Morphogenic Protein Receptor, BMP-R) baglapara

osteojenik  Oncul hucrelerin  osteoblastlara donusmesini ve Kkiki
olusumunun uyariimasini saglamaktadir. Ayni ¢alismada EPO’
etkisinin kemik iligi kékenli MSC’lerin Runt iligkili Transkripsiyon
ti
ug dirilmistir.

(Runt-Related Transcription Factor 2, Runx2) gen ekspresyo

ALP duzeyini ve mineralizasyon artigini saglamak

EPO’nun osteoklastik aktiviteyi de etkiledigi anca larak
osteoklastlara etki ederek degil, HPC’lerd una etki
ederek yaptigi dugsunulmektedir. Ayrica osteob tiran PTH'un
serum EPO duzeylerini etkilemedigi saptanmi nedenle EPO ve

yolaklardan” etki ettigi; PTH'un

osteoblastik dnctl hicreler ve olgunla lcrelerine, EPO’nun HSC’ler

suprafizyolojik dozlarda EP emik mineral dansitesinde, kemik
hacminde ve osteoblast sa & neden oldugu bildiriimigtir (58) (Sekil

2.4.).
@

sonrasinda @ boyunca 5000 1U/kg/giin  dozunda EPO tedavisi
uygulamiglar ve'2, h@ftadan sonra kallustaki hipertrofik kondrositlerde Epo-R

e_ark I (23) farelerde olusturulan kapal femur kirgi

ekspresyonu oldugunu bildirmiglerdir. Calisma sonunda EPO tedavisi goren
lerde t")mekanik olarak torsiyonel diren¢ ve kallus yodunlugunda artis

ap IS ancak bu etkilerin 5. haftadan sonra gorulemedigi bildirilmistir.

Ayni grubun bir sonraki galigmasinda farelerde olusturulan segmental
efektli kirkk modelinde 500 IU/kg/gun’luk daha dusik dozun daha uzun
suredeki (5 hafta) etkileri arastiriimis ve bukulme kuvvetlerine direng ve
radyolojik dansitede gelisme saptanmigtir. Bu etkilerin ilk iki haftahk
periyoddan sonra da devam ettigi bildirilmistir. Ayrica EPO’nun 6nemli bir
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inflamatuar regulator protein olan Nukleer Faktor Kappa B (NFkB)
seviyelerini azaltarak inflamatuar sitokinlerin salinimini azalttigi ve

antienflamatuar etkili oldugu da bildiriimektedir (59).

Tirkiye’den Mihmanli (60) ve arkadaslarinin calismasinda, rhEPO'n@h
tavsanlarda mandibuler distraksiyon osteogenezi modelinde kemik kalit@si
ve iyilesme hizini arttirdigini ve ayrica yeni kemik olusumu olag, bolg

osteoblast sayisinda ve anjiyogenezde artisa yol agtigini bildirmigl

Lee ve arkadaslari EPO tedavisinin kemikg iligin

yuzeylerdeki osteoklast sayisinda artiga ragmen k@ik
bildirmislerdir (61).

Kirik iyilesmesinin ilk safhasi olan i ginden fazla
smesini olumsuz

etkileyebilecegi hatirlanmalidir.

u hangi dizeyde

etkiledigi ve kirik iyilesmesi igin ge lamatuar cevabin hangi Olgude

olmasi gerektigi arastiriimasi g bi nudur. Biz de bu galismamizda
t

lliginin flzyon oranlarina etkisini

EPO’nun muhtemel antien
kargilagtirmak amaciyla, C ve nun birlikte uygulanacagi gruplara
preoperatif 24. saatte v st atif 72. saatte EPO uygulamasi yapilmistir.
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Sekil 2.4. Eritropoetin, hemato@g/e o‘steogenez iligkisi: Akut kanama
bobrekteki Oz'allcna-rlnl harekete gecirerek EPO sentezini
baglatir. EPO kemlk |I|g|nden HSC ve HPClleri dolasima
katiimasi |g|n uyarl%Ye@I ¢izgi). Ayrica HPC’lerin osteoklastlara

a -
arklilasmasini saglayip osteoklastik aktiviteyi arttirip kemik
N W =Ev
iligini_genigletmesini ve HPC’lerin olgun eritrositlere farkllagip
ve dolasima gegmelerini uyarir (Kirmizigizgi). EPO ayni
- &
zamavnda direkt olarak MSC’lere ve BMSC’lere etki edip
osteoblastik aktiviteyi arttirir (Mavi c¢izgiler). Ek olarak EPO
’HSC’Ier ve HPC’leri BMP uretmeleri igin uyarir. BMP’ler MSC

ve BMSC’leri osteoblastlara farklilagsmasini  saglayip
osteogenezi arttirir. EPO tarafindan direkt ve indirekt olarak
uyarilan osteoblastlar hematopoezi de destekler (turuncu
cizgiler). Kan ve kemik kompartmanlarinin yerine konmasi EPO

uretimini azaltir (gri kesikli gizgiler)
(Shiozawa ve McGee'den (36, 58) adapte edilmistir).
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2.4. Kok Hucreler

1992 yilinda Leland Kaiser “Yenileyici (rejeneratif) Tip” terimini ilk
defa kullandiginda “kronik hastaliklarin gidisatini degistirecek ve yaslanmis,

yorulmus organ sistemlerini yenileyecek bir bilim dal” olacagini &fie

surmugtur (64). Yenileyici tip, cogunlukla kok hucre kullanimini temel
hasar gormus dokulari hicre ve hatta organ duzeyinde yepileyebi
amaclamaktadir. Ortopedi alaninda son on yilda kikirdak doku ta
genis kemik defektleri, atrofik tendon ruptirleri gibi birgok kon

tip sayesinde alternatif tedavi segenekleri geligtirilmisti

2.4.1. Tanim

Kok hucre terimi siklikla yanhs kullan olarak, cesitli

hicre tiplerine farklilagsabilen ve kendini yenileye relere kok hucre
denir. Tum kok hucreler ayni olayip

adlandinlirlar (Sekil 2.5.).

kapasitelerine gore

M

@Totipotent

1

Plurlpotent
Multipotent ' 6 / \ Multlpolent
HSC
Hematopoetik Kok Hiicre Mezen;umal K&k Hiicre
Eritrsitler Lenfosltler / / \\

Diger

Kok Hiicreler l l l l Unlpotenl‘

Kas Slnlr Kemm Diger

Sekil 2.5. Kok hacrelerin farklilagabilme kapasitelerine gore

siniflandiriimasi.
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Totipotent Kok Hucre: Bir organizmadaki tim embriyonik ve ekstra
embriyonik hicrelere (plasenta gibi) farklilagabilen hicrelerdir. Totipotent kok
hicreler genellikle fetal gelisimin morula evresinde (embriyonun erken
preimplantasyon evresindeki 2-32 hicreli hali) veya o©6ncesinde elde

edilebilirler.

Pluripotent Kok Hucre: Embriyo blyumeye devam gettikceq k

hicrelerin farklilasma potansiyelleri kisittanmaya basglar. Blastokis

totipotent hucreler iki ayri “pluripotent” kdk hlcre grubuna

baglar. Bunlar embriyonik ve ekstra embriyonik hucrel

®

Embriyonik kok hucreler (ESC’ler) blastokistin i lunur
alan tim

ise ekstra

asyon (IVF) uygulamasi disinda

Belirli bir hicre grubunun oOncult olan
“‘unipotent” kok hig rkiff@sirlar. Kemik iligindeki hematopoetik kdk
hiicreler eki epidermal kok hucreler, intestinal villus

kriptleri ic stinal kok hucreler yetigkin tip kdk hicrelere érnektir.

ok Hucre: Multipotent kok hucrelerin  ortopedik
uygulamalar icerisinde en sik yer bulanidir. Bunun nedeni kas iskelet
sistemindekP yag, kemik, kikirdak, tendon/ligament, kas, stromal doku

Lcrelerinin hemen hepsine farklilasabilme kapasiteleridir.

ilk defa Friedenstein ve arkadaslarinca 2002 yilinda tanimlanmistir
(65, 66). MSC’ler kemik iligi, yag dokusu, kas dokusu, endosteum,
periosteum, perisitler (damar duvarlarindaki retikler hucreler), kordon kani,
dental dokular ve sinovyal sivi gibi birgok bdlgede tespit edilmigtir. Butin bu

dokulardaki MSC miktari az olup yasla birlikte daha da azalmaktadir. Ornegin
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kemik iliginde MSC’ler mono nukleer hicrelerin 1/20000-1/2000000'ini
olusturur (64). Kemik iyilesmesinde muhtemelen en o6nemlileri kemik iligi,

endosteum, periosteum ve perisit hlicreleri kaynakl olanlardir (64, 67).

Tedavide kullanilacak ideal bir kdk hiicre donérden invazif olmayan @ir

sekilde alinabilip in vitro doku kulturlerinde hizla Uretilip, konakgi ik
dokusuna vyerlestirildiginde canli kalabilmeli ve oradaki dokuya enieg

olabilmelidir. Ayrica timdrojenik etkisi olmamalidir (67).

Kemik iliginde bulunan koék hicreler hemat
hemanijioblastlar, multipotent erigkin o6ncdl hucre‘r
hicrelerdir. Kemik iligi kok hucrelerinin elde edil

ortaya konulamamistir. An [ 2rin in vitro ortamdaki kaltdrlerinin 7.

giiniinde fibroblast kolorilei rak 10°~10° mononiikleer hiicre icin 1 adet

inde MSC'ler hematopoetik hucrelerin en 6nemli

CD34'U tasimazlar. Fakat bu hucreler Thy—1 (CD90),

CDR106 (VCAM), R—1 integrin CD29/CD49, CD10 ve CD13 gibi markerleri ve
GF, EG‘NGF ve IGF1 gibi reseptorleri tagirlar.

alismamizda rat kemik iliginden elde edilen hucrelerin MSC
ugunu gostermek icin akim sitometrisi ile CD45 (-), CD34 (-), HLA-DR (-),
D73 (+), CD90 (+), CD105 (+) yuzey belirteglerine bakiimistir (Bkz. Bolim

3.4.).

immiin fenotipik karakteristikler ise birincil hiicrelerde degil kiiltiire

hiicrelerde gorundr hale gelir. Bildirilen karakteristik belirtecler SH-2, SH-3
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ve SH-4 dir. Ancak bu belirteclerden higbiri MSC'ler i¢in spesifik degildir. Ek
olarak MSC'ler HLA class-1'leri de tagirlar.

MSC'lerin "lineage" (dizi) degistirmesi - kemik, kikirdak ve yag doku-
kullanilan diger bir fonksiyonel ayirici yéntemdir. Kiiltiire ediimis MSC'ler@g
seklinde fibroblastik bir gériiniime sahiptirler (Sekil 2.6.). Bunlarin oste ik
aktivasyonu igin 3-gliserol-fosfat, askorbik asit—2-fosfat, deksametaz
fetal bovine serumu igeren osteojenik farklilasma besiyeri kullanilifg¥Xaklasik

Uc haftalik kultir sonucunda osteoblastik hiicre gérinumleri, kalsi

ve ALP gdstermesi osteoblastik farklilagma olarak degeglendiri

Sekil 2.6. Calismamizda kullanilan kulttre edilmis rat MSC ve HSC’lerinin
- | Y

inverted mikroskoptaki goruntusa.
-

taliklari, kardiyomyopatiler, Crohn hastahgi, Ulseratif kolit, SLE, graft

2.4.3. Mezensimal Kok Hiicrelerin Tedavide Kullanimi
MSC’ler spinal kord hasari, amyotrofik lateral skleroz, multiple skleroz,
rkinson hastaligi, beyin iskemisi, myokard iskemisi, periferik arter
ersus host hastaligi, kronik Ulser ve yara tedavisi, siroz,

mukopolisakkaridozlar, [6semi gibi tibbin ¢ok ¢esitli alanlarindaki hastaliklarin
tedavisi amaciyla kullanilmakta ve arastiriimaya devam etmektedir.
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immin yaniti engellemek igin geleneksel olarak allojenik hiicre
tedavileri oncesinde immunsupresif tedavi uygulanmaktadir. MSC’ler greft
rejeksiyondan sorumlu T lenfositleri aktive eden Class Il molekulleri ve B7-1
(CD80), B7-2 (CD86) ve CD40 kostimulatuar molekullerini hicre
yuzeylerinde eksprese etmezler. Bu nedenle hipoimmunojeniktirler, k@nakci

immin sisteminden gizlenebilirler ve imminsupresyona gerek kalma

kullanilabilirler. Ayrica adiposit, osteoblast ve kondrositlere fakl
da, stimile edilseler bile nonimmunojenik kalmaya devam ederler
MSC’ler canliliklarini ve osteoblastik farklilagsma o6zelliklerini
eksi 80 C° sicaklikta saklanabilmektedir (70).

MSC’lerin immun yanit olusturmamala
etkileri de gosterilmistir. GATA’ dan Nevruz
ratlarda kemik iligi nakli sonrasi gelisen graft{}
(GVHD) MSC’lerin immunsupresi
olarak GVHD tedavisi ve profilaksi kullanilabilecegi bildirilmigtir (71).
arda da MSC’lerin steroid
ilecegi bildirilmigtir (72).

Benzer sekilde insanlarda yapil

tedavisine direngli refrakter

Ortopedi alanin lerin irdak doku tamiri, meniskus tamiri,

tendon ve kas t su tamirinde kullanimlariyla ilgili birgok

farklilagtirilan r ve okside selllozun tavsankulaklarinda olusturulan
kiKirdak defektlerinin iyilesmesini hizlandirdigr gosterilmigtir (85). Klinigimizde
am edQ bir calismada; tavsanlarin her iki dizinde meniskius avaskuler
0lgesinde olusturulan tam kat vertikal defektin diz i¢ci MSC enjeksiyonu
rasi defektlerin kontrol grubuna gore makroskopik ve histolojik olarak

ha fazla iyilesme gosterdigi gozlemlenmistir (77).

MSC’lerin ¢ok genis bir kullanim alani olmasi nedeniyle ilerleyen
bdlimlerde sadece kirik iyilesmesi ve spinal fuzyondaki kullanimlarindan
bahsedilmisgtir.
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2.5. Mezensimal Kok Hiicrelerin Kemik iyilesmesi ve Spinal Fiizyonda

Kullanimi

®

Travma, enfeksiyon ve timorler nedeniyle olusabilen genis &emik

defektlerinin ve kaynamama problemlerinin tedavisi MSC kullaniminin

. Bu da otolog
greftlere ihtiyacin azalacagi ve kaynamama problems azaltilabilecegini
dusundurmektedir.

Kemik iyilesmesi ile ilgili iler Bolum 2.2.8.’"de verilmisgtir.

Burada hatirlanmasi gerek kt ik Ilyilesmesinin baslarinda olusan

dusuk oksijen basinci ve ek p rlerinin hipoksisinin duzeltiimesi igin

gerekli sitokinlerin sa agladigidir. Kirik bolgesindeki plateletler,
fajlar IL-1, IL-6, PDGF, VEGF ve BMP gibi

eni damar olusumunu, MSC’lerin yaralanma

inflamatuar, e m
cesitli s
bdlgesine ve sonu¢ olarak osteoblast ve kondrositlere

esine nasil go¢ ettigi tam olarak bilinmemekle birlikte ¢esitli sitokin ve

okinlen’gérev aldigi ve MSC’lerde bu sitokinlere ait reseptorlerin oldugu

Bu sitokinlerden TGF-B, kemik iligi kaynakli MSC’ler igin etkili bir
emotaktik sitokindir. MSC’lerin osteoblast ve kondroblastlara dontsimuna
uyarir. Ayrica kollajen, fibronektin, osteopontin, osteonektin, proteoglikanlar
ve ALP Uretimini uyarir. TGF-B emdirilmis kollajen hidrojelin tavsanlarda

olusturulan humerus basi defektlerinde iyilesmeyi hizlandirdigi gosterilmigtir
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(67). Diger bir sitokin olan FGF, kemik iyilesmesinin erken safhalarinda
anjiyogenez ve mezensimal hlcre mitozunu uyararak onemli bir rol oynar.
Eksojen FGF uygulamasi, kallus yeniden sekillenmesini ve biyomekanik

dayaniklih@r arttirip kemik iyilesmesini hizlandirabilir (67). Etkisi doz bagimh

®
erin

olup tek bir enjeksiyonu kallus icerisindeki kondrojenik 6ncul hicgel
cogalmasini ve daha fazla kikirdak Uretmesini saglayabilir ancak kondr@sit
maturasyonu veya kikirdak dokunun kemik doku ile degistirimesiietkilemez

(86). PDGF ise inflamatuar hicreler icin gucli bir kemotaktik ma

MSC ve osteoblast gogalmasi ve gogunde guglu etkileri mevc e
BMP’lerin kombine kullaniminin kemik iyilesmesini WI %edir

rdi
ancak klinik kullanim agisindan uygunlugu tartismalidir£67).

MSC tedavisi:
. Sistemik inflzyon,
o Tedavi bolgesi [ enjeksiyo
. ombinasyon,
. Cesitli bayu [aktC e sitokinler ile kombinasyon,

. jye edilmis (viral veya non viral

edilmig vb.) hucrelerin verilmesi

distrofileri gibi c¢esitli sistemik hastaliklarda bildirilmigtir (87-89). Sistemik
rak verilen MSC’lerin gogunlugunun akcigerlerde tutulmasi nedeniyle lokal

k imlar on plana ¢ikmistir (67).

2.5.2. Mezengsimal Kok Hiucrelerin Tedavi Bodlgesine Direkt

jeksiyonu

Bu tedavi yontemi genellikle psddoartroz ve nonunionlarda perkitan

kullanim seklindedir.
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MSC izolasyonu ve kultiranun yayginlagsmasindan once genellikle
kemik iliginden elde edilen aspiratin tedavi bdlgesine enjeksiyonu
uygulanmaktaydi. Connolly ve arkadaslari 1991 yilindaki ¢alismalarinda (90)
5 yildan uzun sureli tibia psédoartrozu olan 20 vakada kemik iligi aspirati ve

IMN veya algi tespitinin birlikte uygulamasinin etkili oldugu ve otolog greft ve

aclk psodoartroz tamirine alternatif olabilecegini bildirmiglerdir. Bu calis
benzer sekilde Garg (91), Kettunen (92), Hernigou (93), G (94) gibi
arastirmacilar tibia ve femur gibi uzun kemiklerdeki nonunion veya

kaynamalarda basarili sonuglar bildirmiglerdir.

Hucre kultird ve MSC izolasyon tekniklerinifilerleMesi aligmalar

izole MSC tedavilerine ydnelmigtir. GATA’ adaslarinin

c¢alismasinda tavsanlarda olusturulan segmeni ‘ inde uygulanan
lokal MSC enjeksiyonunun kontrol grubuna gore iyilesme sagladigi
ve eksternal fiksator tutulma sir iImigtir (95). Ayrica
MSC’lerin femur basi avaskiler tedavisinde(96-98), kemik

defektlerinin kapatiimasinda (9 mik kistlerinin tedavisinde
(102-104), osteokondral kemik¥de ini

tibial osteotomide iyile nin dirlmasinda (106), distraksiyon

kapatiimasinda (105), yuksek

osteogenezinde iyiles landinimasinda (107) da etkili oldugunu

bildiren cali

2.5% ok Hiicrelerin Skafold Ozellikli Maddelerle

Kombinasyo

Guncel literatir incelendiginde spinal fuzyonla ilgili ¢alismalarda

ellikle ‘kafoldlar ile  kombinasyon yoénteminin yaygin oldugu
ktedir.

Huang ve arkadaglari (108) MSC'yle birlikte hidroksiapatit ve tip |
ollajen skafold kombinasyonunun tavsan posterolateral spinal flzyon
modelinde etkili ve basarili bir bigimde kullanilabilecegini bildirmiglerdir.
Benzer calismalarla MSC’lerin farkli skafoldlar ile posterolateral spinal
fuzyonda basaryi arttirdigi bildirilmistir (67, 81, 108-115).
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Urrutia ve arkadaglari osteojenik olarak diferansiye edilmis otolog
kemik iligi kaynakli MSC’lerin tavsan posterolateral spinal fUzyon modelindeki
etkinligini inceledikleri ¢calismalarinda; sadece otolog kemik grefti ve otolog
kemik greftiyle birlikte MSC pelleti kullanilan 15’er tavsani kargilagtirmiglardir.

Sadece otolog greft kullanilan grupta fuzyon orani %53; MSC ve otolog,greft

kombinasyonu kullanilan grupta fizyon orani %0 (p<0.05) olarak bildirilm
Bu bulgulara dayanarak osteoblastik farklilagsma uygulanmis otol
kaynakli MSC’lerin “skafold” olmadan kullaniminin flzyon

arttirmamakla birlikte kemik gelisimini tamamen inhibe ettigini

116).
(116) ®

2.5.4. Mezensimal Kok Hiicrelerin Buyi Faktérle Sitokinler

ile Kombinasyonu

Bu faktorlerden en ¢ok c¢aligilanlari BMP-2, e BMP-4'tlr.

Salamon ve arkadaslari, Sp awley ratlarda olusturulan tek

seviyeli posterolateral intertrans odelinde BMP-7’ nin etkinligini

arastirmiglar ve flizyonu do arttirdigini géstermislerdir (117).

Ohyama ve ar kopeklerde diskektomi sonrasi yerlestirilen
lomber interbody ¢l feslerine beta-trikalsiyum fosfat (3-TCP) ve
rhBMP-2;
kullanimd

(118).

uygulanmasinin etkili oldugunu ve klinik

erine alternatif olarak uygulanabilecegini bildirmislerdir

Grauer ve arkadaslar Yeni Zelanda cinsi tavsanlarda olusturulan tek

iyeli Io’aer posterolateral intertransvers fiizyon modelinde OP-1'in
ini arastirmislar ve kontrol gruplarina kiyasla 5 hafta igerisinde solid

flizyon sagladigini gostermislerdir (119).

Alanay ve arkadaslari ise BMP Baglayici Peptid (BMP Binding
Peptide, BBP) ve rhBMP-2 kombinasyonunun ratlarda olusturulan
posterolateral intertransvers flizyon modelinde etkinligini arastirmiglar ve

BBP’nin solid bir fizyon ve tatmin edici bir klinik sonug icin gerekli olan
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rhBMP-2 miktarini azalttigi ve yluksek dozla ilgili potansiyel yan etkilerini
engelleyebilecegini bildirmiglerdir. Ayrica ¢ok yuksek fiyatlar ile satilan
BMP’lerin daha az miktarda ve etkin bir bicimde kullanimini saglayarak

ekonomik agidan da buyuk fayda saglayabilecegini dnermislerdir (120).

Cheng ve arkadaslar Yeni Zelanda cinsi tavsanlarda olusturul ek

seviyeli lomber posterolateral intertransvers flizyon modelinde

etkinligini arastirmislardir. Fakl dozlardaki rhBMP—4 por6z bir hid
TCP seramik skafold ile kombine olarak fuzyon hattina konulm
4’Un doz bagiml olarak fuzyonu arttirdigini gésterm dir.
4un etkin dozunun rhBMP—2 ve rhBMP-7'den 18Pkat a oldagunu
bildirmiglerdir (121).

2.55. Mezensimal Kok Hicrele

Sonrasinda Kullanimi

Skafold o6zellikli maddeler, ¢e Uyume faktorleri ve sitokinler ile

kombinasyon seklinde kullan k vaat etse de; MSC’lerin
proliferasyonu ve canhliginigsurdi e buyume faktorlerinin uzun sire
bir
olarak modifiye edildigi r yapilmaktadir. Adenovirus, lentiviris gibi

salinimini saglayabilmek dir. Bu nedenle MSC’lerin genetik

viral veya ' 0 llanilarak MSC DNA's| transfekte edilmekte ve

Wang ve arkadaslari Lewis cinsi ratlarda olusturulan tek seviyeli
terolateel intertransvers fluzyon modelinde; ex vivo adenoviris gen
ra ri ile olusturduklart BMP-2 Ureten kemik iligi htcrelerini flizyon
gesine yerlestirmiglerdir. Farkli gruplarda skafold olarak guanidin
roklorid ekstrakte DBM ve kollajen sunger kullanmislardir. Sonug olarak
denovirus ile transfekte edilmis kemik iligi hucrelerinin fuzyon saglayabilmek

icin yeterli miktarda BMP-2 Uretebildigini gostermiglerdir (123).
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Zhu ve Boachie-Adjei ile arkadaslarinin ratlarda olusturduklari tek
seviyeli posterolateral intertransvers flizyon modelinde adenovirls
kullanilarak kombine BMP-2 ve BMP-7 gen transferleri yapilan kemik iligi
hicrelerinin  flzyona olan etkisini karsilastirmiglar ve kombine gen
transferinin tek basina olana kiyasla belirgin olarak daha c¢ok say ve
mekanik olarak daha stabil fuzyon olusturdugunu ve kemik hacmi

mineralizasyonun 2 kat daha fazla oldugunu géstermislerdir (124

Miyazaki ve arkadaslari lentiviris ve adenovirls kullan
gen transferleri yapilan kemik iligi hicrelerinin ratlar
etkisini kargilagtirmiglar ve lentiviris kullaniminf® da

sagladigini bildirmiglerdir (25).

2.6. Eritropoetin ve Mezensimal ¢ e Kullanimi

antioksidatif, osteojenik,

kondrojenik, anjiyojenik, antiemi kilerinden o©nceki bolumlerde

BMP-R’lere baglanarak oncul hicrelerde
ostead ilagsmayi saglar (58),

C’lerde Runx2 gen ekspresyonunu arttirir, ALP
dizeyini ve mineralizasyon artigini saglar (58),

’o MSC’lerin apoptozunu engeller (125),

o HPC’lerden  osteoklast olusumuna etki ederek
osteoklastik aktiviteyi de arttirir (58),

o HSC’ler ve osteoblastik dncul hiicrelere etki eder (58),

. NFkB seviyelerini azaltarak inflamatuar sitokinlerin

salinimini azaltir ve antienflamatuar etki gosterir (59),
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. Distraksiyon osteogenezinde kemik kalitesini ve iyilesme
hizi ile anjiyogenezi arttirir (60),

. Santral ve periferik sinir sisteminde olusturulan néronal
hasar modellerinde néroprotektif, antioksidatif, antiapoptotik ‘e

antienflamatuar etki gosterir (33, 44),

. Akut inme hastalarinda infarkt alaninda kuigu
norolojik bulgu ve Klinik tablolarda dizelme saglar (46), \ !

. HSC ve EPC’lerin proliferasyonunu saglar, apo
engeller, mobilizasyonunu uyarir ve anjiyogeneziarttirir , ,

. iskemi reperfiizyon hasarl sQgras yositlerin

apoptozunu engeller (36),

o Bbbrek epitelyal hicrel

anjiyogenez ve reepitelizasyonu

lezyonlari gibi hayvan mode
arttinir (55, 56).

MSC’lerin antienflamatuar, supresif, anjiyojenik, osteojenik,
kondrojenik, etkilerinden eki b erde ayrintili olarak bahsedilmigtir
(Bkz. Bolum 2.5.). Ozetleyece rsak:

PDGF, VEGF ve BMP gibi sitokinlerin
arak yeni damar olusumu, MSC’lerin yaralanma

masini ve osteojenik ve kondrojenik farklilagmay:i

. TGF-B tarafindan uyarilip osteoblast ve kondroblastlara
donusur. Ayrica kollajen, fibronektin, osteopontin, osteonektin,

oteoglikanlar ve ALP Uretimini uyarir,

. FGF anjiyogenez ve mezensimal hicre mitozunu uyarir
(86),

. PDGF MSC ve osteoblastlarin ¢gogalmasi ve goéglinde
etkilidir (67),

. immiinsupresif etkileri mevcuttur (71, 72).
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inflamasyonun diizenlenmesi konusunda ortak ézelliklere sahip EPO
ve MSC’lerin birlikte kullanimiyla ilgili caligmalar literatirde ¢ok az olup,
genellikle iskemik beyin hasari ve bobrek iskemisiyle ilgilidir. ik calismalar
genellikle EPO geni ile transdukte edilmis MSC’lerin kullanimi seklindedir.
EPO’nun sistemik yan etkileri azaltmak amaciyla sadece noral dokalarda
lokal EPO salinimi yapan genetik olarak modifiye edilmis MS

olusturulmustur (128). Bu hicrelerin iskemik beyin hayvan

norotrofik, antioksidan, antiapoptotik ve antienflamatuar etki gost

hematokrit seviyelerini yukseltmeden iskemiyi belirgin or,

bildirilmigtir (129). Burada dejenere SSS hiicrelerind glut@mat
artis1 ve beta amiloid birikiminin toksik bir ortam olusturd lerin
canhligini, ¢cogalmasini ve farklilasmasini e ve bu etkileri
tersine gevirdigi dusunulmektedir.

Ratlarda olusturulan ekstremite isk€misinde, e MSC'lerin birlikte

kullaniminin anjiyogenezi arttirip da In bir sekilde iskemiyi azalttigi ve
periferik arter hastaliklarinda k lab
bahsedilmektedir (125). Benzeriseki ka
kardiyovaskuler ve rena ruyu ilerinin belirgin bir gekilde arttigi

bildirilmistir (130, 131).

modalite olabileceginden

PO salinimi yapan MSC'’lerin

aslarina kirik iyilesmesi ve spinal flizyonda
sma mevcuttur ancak bilindigi kadariyla birlikte
kullanimlarini alan herhangi bir aragtirma yoktur. Yukaridaki

mekanizmalarin “‘kémik dokudaki ortak etkilerini arastirmak amaciyla

lez‘apllmlgtlr.
Q_ Hayvan Deneyleri ile ilgili Genel Bilgiler

Bilimsel arastirmalarda yeni fikir ve hipotezlerin Oncelikle in vitro
(laboratuar deneyleri) ve in siliko (bilgisayar bazli similasyonlar) veya in vivo

(hayvan modelleri) olarak etkili ve guvenli olduklari kanitlandiktan sonra klinik
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calismalarla yapilmaktadir. Spinal flzyonun 20. vyizyilin baslarinda
bildiriimesinden gunimuze kadar omurga cerrahisi alaninda kaydedilen
blyuk ilerlemelerde hayvan deneyi modellerinin blayUk bir payi vardir. Spinal
fuzyonla ilgili bilinen ilk havyan modeli Albee’nin 1913 yilinda kopeklerde

uyguladigi posterior flizyonun modelidir (132).

Hayvan deneyleri sayesinde fluzyon biyolojisi,

geligtiriimesi, greft ve kemik yerine gecebilecek maddelerin ge
beslenme ve buyiume faktorlerinin etkisi, radyasyon maruziyetinj S
ve nikotinin flizyona etkisiyle ilgili SGnemli bilgiler elde e istir
hayvan deneyi modelinin 6zellikleri sunlardir (117): ®

. Deney hayvaninin deney ma uy olmasi,

. Kisa bir zaman diliminde enegin gozlemine
izin vermesi,

. Tekrarlanabilir aslVve sonuclariin ekstrapolasyonuna

izin vermesi.

Schimandle ve arkadaslarina
faktorler sunlardir (134):

deney hayvani se¢iminde etkili olan

ninin biyolojik o6zellikleri ile ilgili mevcut

ayvaninin biyolojik &zelliklerinin insanlarla

konular vb.),

.- Deney hayvaninin tir icerisindeki benzerligin yuksek
anda olmasi,
. Deney hayvaninin tutsakhgi tolere edebilmesi,
. Deney hayvaninin yapilacak iglem igin gerekli buyuklikte

olmasi,
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. Yapilacak islemin deney hayvanina kolay
uygulanabilmesi (denegin korku duzeyinin az olmasi, saldirgan
olmamasi, kagmamasi),

. Deney hayvaninin anestezi ve cerrahiyi tole‘e

edebilmesi,

. Deney hayvaninin enfeksiyon ve hastaliklara dire
olmasi,
J Deney hayvaninin fiyati ve gunluk bakim uc

uygunlugu,

Spinal fuzyon hayvan modeliici oyun, keci, domuz, kopek,
kullaniimistir (118, 135-142).

ve ratlar olup ileriki bélimlerde

fuzyon olus saglamak gittikge guglestiginden hayvan modellerinde

genellikle daha Kt hayvanlar secilir. Kopekler gibi belirli ttrlerin endojen
on oranlarn ¢ok yuksek olup sadece posterolateral elemanlarin

rtikasﬂw ile saglanabilir. Diger sik yapilan hatalardan birisi iyilesme ve
yoRolusturma yetenedi yuksek olan immatir hayvanlarin kullanimidir.
e edilen verileri insanlara yorumlayabilmek icin temel olarak insanlarda

Orulen sonuglar gosterebilecek hayvan modelinin secgilmesi esastir (133).

Otogreft kullanimi spinal flzyonda altin standart olup iliak krest
kullanimi gerekiyorsa yeterli derecede kemik stoku olan hayvanlar

kullaniimalidir.
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2.8.1. Tavsan Modelleri

iliak krest otolog greftinin yeterli miktarda oldugu ve kontrol grubu
olarak kullanilabilecek en kiguk hayvan modeli tavsanlardir. Genellikle tek
seviyeli posterior spinal fiizyon modeli igin kullanilirlar. Patel ve arkadas!@h

(143) nikotinin spinal fizyon Uzerindeki olumsuz etkilerini gostermislerdi

Tavsan modelleri posterolateral spinal fuzyon agisinda
yakin sonuglar gosterdigi icin yaygin olarak greft benzeri maddeler,

faktorleri ve farmakolojik ajanlarin etkilerini incelemek amaciyl

Siklikla Yeni Zelanda cinsi beyaz tavganlar posteri%ve ral gpinal
flizyon modellerinde kullaniimaktadir. Nikotin ve NSAdklari zyona
etkisi, manuel palpasyon ve flizyo ik olarak
deg@erlendiriimesi gibi birgok calismada Kkulle 144-146). Ancak,
maliyetleri ratlara gore daha fazladir, daha guctur ve
cerrahi/anesteziye dayaniklhliklari azdir.

2.8.2. Rat Modelleri

Spinal flzyon call arind llan en kuglk hayvan olup bizim

calismamizda  oldug siklikla  Sprague-Dawley cinsi ratlar

kullaniimaktadir.

tek seviyeli posterior spinal flzyon igin

kullaniimakta k olmalarindan dolayl sadece enstrimentasyonun

nilmaktadir. insan kaynakli greftler, DBM gibi maddelerin immiin yanit
turmar’m icin atimik ratlar; osteoporotik kemik iyilesmesi modeli
S ak igin overektomili (ovaryumlari eksize edilen) ratlar da

smalarda siklikla kullaniimaktadir. Ratlarin diger hayvan modellerine gore

antajlar:
. Daha ucuz olmasi,
. Daha kolay bulunabilmesi,
J Daha az bakim ve insan gucu gerektirmesi,
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. Cerrahi stres ve anesteziye dayanikli olmasi,
) Goreceli olarak enfeksiyona direngli olmasi,

. Diger hayvan modellerine kiyasla daha az etik problem

olusturmasidir.

Dezavantajlari ise (117):

®
. Klguk olmasi, \
. Manipule edilmesinin buyidk hayvanlara goére U

olmasi,

. Anatomik ve Dbiyolojik 6zelliklai In Insamlarla
ortak noktalarinin cok az olmasi,
. Elde edilen doz ve e\ kt olarak

insanlara uyarlanamamasi (147),

. Omurga biyomekaniklerini tayak uzerinde

yurimelerinden dolay (qua ed)linsanlardan Tarkli olmasi,
. Cerrahi islemd
icin kullanilabilecek bir i i azi olmamasi,

. Kullangabilece eft miktarinin cok az olmasidir.
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GEREC VE YONTEM
3.1. Etik Kurul ve Proje Onayi

Calisma icin GATA Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 08 Subat ZOQ

toplanti tarihli ve 13/26 numarali karari ile etik kurul onayi alinmistir.

Bu ¢alisma AR-2014/04 numarali arastirma projesi teklifi k
GATA Arastirma Bilimsel Kurulu'nun 07 Mart 2014 tarih ve (231
toplantisi ile onaylanarak; Mart 2014 — Haziran
yuratlimastur. Proje kapsaminda GATA Arastirma Bilims
uretiminde kullanilacak laboratuar sarf malze ri h
10.485,80 TL tutarinda mali destek alinmigti

tedavisi icin

3.2. Ornek Biiyiikliiginiin Segimi

Sonug degiskeni olara n kuatlesi hacmi kullaniimasi

durumunda, gruplar arasin 00 farki olusmasi ve genel standart

sapmanin 150 bulunm

IV yiml %95 guven araligi ve %80 gug icin
her bir grupta 6 adet rat sI gerektigi hesaplandi. Olasi kayiplar g6z

onune alig adet rat ile galismaya baslanmasi (11 grup

3. alisma Tasarimi
3.3.1. Deney Hayvanlari

Cahsmada GATA Arastirma ve Gelistirme Merkez Baskanligi Deney
Hayvanlari Kismi'nca Uretilen ve bu merkezde bakilan 18-20 haftalik,
ortalama 253,2+32 gr. agirhginda 80 adet disi Sprague-Dawley cinsi rat
kullanildi.
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12 saatlik aydinlik ve karanlik siklusunun oldugu ve isisinin 19-20 C°

arasinda tutuldugu bu odada ratlar Gger ve dorderli gruplar seklinde kafeslere

kondu ve standart besin rejimi (ad libitum pellet yem ve su) ile beslendi. 3

glnde bir kafes temizligi yapildi ve su ile yemleri gunlik olarak tazelendi. °
3.3.2. Deney Gruplari

Toplam 77 rat rastgele olarak 11 gruba ayrildi (Tablo 3.1.).\ !

Tablo 3.1. Deney gruplari, rat sayilar ve gygulagaca irisimlerin
aciklamalari.
Rat

Grup Adi Aciklama Sayisi
Grup 1 Herhangi bir cerrahi veya tibbi islem 7
Negatif Kontrol (NK)  uygulanmayanlar
Grup 2 Sadece cerrafiliglemiiygulanan ve'cerrahi ;
Pozitif Kontrol (PK_3) sonrasi 3. haftada sakrifiye edilenler
Grup 3 Sadece cerrahjjgle“n ve cerrahi ;
Pozitif Kontrol (PK_6) sonrasi 6. haftada sakrifiye edilenler
Grup 4 Cerrahiden 24 saat 6nce EPO uygulamasina

baslanan ve cerrahi sonrasi 3. haftada sakrifiye 7
(EPO_J3) .

edilenler
Grup 5 Cerrahiden 24 saat 6nce EPO uygulamasina

baslanan cerrahi sonrasi 6. haftada sakrifiye 7
(EPO_6) .

edilenler
Grup 6 “WeerrahilSirasinda MSC uygulanan ve cerrahi ;
(MSC_3) sonrasi 3. haftada sakrifiye edilenler
Grup 7 errahi sirasinda MSC uygulanan ve cerrahi 7
(MSC_6) sonrasi 6. haftada sakrifiye edilenler
Grup 8 Cerrahiden 24 saat 6nce EPO uygulamasina

baslanan, cerrahi sirasinda MSC uygulanan ve 7

e cerrahi sonrasi 3. haftada sakrifiye edilenler

Cerrahiden 24 saat 6nce EPO uygulamasina
baslanan, cerrahi sirasinda MSC uygulanan ve 7
cerrahi sonrasi 6. haftada sakrifiye edilenler

Cerrahi sirasinda MSC uygulanan, cerrahi sonrasi
72.saatte EPO uygulamasina baslanan ve cerrahi 7
sonrasi 3. haftada sakrifiye edilenler

Cerrahi sirasinda MSC uygulanan, cerrahi sonrasi
72.saatte EPO uygulamasina baglanan ve cerrahi 7
sonrasi 6. haftada sakrifiye edilenler

Grup 9
(pre24EPO+MSC_6)

Grup 10
(MSC+post72EPO_3)

Grup 11
(MSC+post72EPO_6)

68



3.3.3. Ratlarin isaretlenmesi ve Randomizasyon

Ratlarin radyolojik, histopatolojik ve mekanik degerlendirmeler ile

kafes degisimi, temizlik vb. nedenlerle karismasini engellemek amaciyla

anestezi uygulamasindan hemen sonra kuyruklarina kalici asetat kalefi

(Faber-Castell Multimark 1525 Permanent) ile asagidaki sekilde isare

yapildi (Sekil 3.1). 3. haftaki radyolojik incelemeler sirasinda ratlar an

altinda iken isaretleri yenilenerek silinmeleri engellendi:

. rat
. rat
. rat
. rat
. rat
. rat
. rat

e o 0o o o o o
~NOoO o bhwWNE

: 1 adet siyah halka
: 2 adet siyah halka
: 3 adet siyah halka
: 1 adet kirmizi halka
: 2 adet kirmizi halka
: 3 adet kirmizi halka
: 1 adet siyah ve 1 adet kirmizi hal

N,

Sekil 3.1.

Ratlarin isaretlenmesi.

e
te

Tdm ratlarin cerrahiden 6nceki gun agirliklar odlgulerek kaydedildi

(Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Ratlarin cerrahi gn?esi Sekil 3.3. intraperitoneal

agirhklarinin élgima. enjeksiyon uygulamasi.

nuel palpasyon degerlendirmeleri sirasinda
randomizé o calisabilmek amaciyla rastgele sayi siralar

Ureten brg/sequences/ sitesinden faydalanildi. Radyolojik

incelemeler igin arin PACS sistemine kaydi “Radyoloji No” ile yapildi.
Histopatolojik inceleme ve manuel palpasyon ile mekanik
rIendi’e icin eksize edilen omurga segmentleri steril idrar kaplarina

nuldy ve “Doku No” kullanilarak etiketlendirildi (Tablo 3.2.).

70


http://www.random.org/sequences/

Tablo 3.2. Randomizasyon igin kullanilan “Radyoloji” ve “Doku” numaralari.

-

GrupNo RatNo RadyolojiNo Doku No Grup No RatNo Radyoloji No  Doku No GrupNo RatNo RadyolojiNo Doku No
1 1 65 45 5 1 38 21 9 1 44 69
1 2 11 25 5 2 17 15 9 2 69 54
1 3 54 11 5 3 30 22 9 3 18 75
1 4 3 49 5 4 55 30 9 4 25 77
1 5 6 38 5 5 5 76 9 5 4 60
1 6 15 65 5 6 68 10 9 6 23 17
1 7 62 57 5 7 76 33 9 7 22 23
2 1 72 56 6 1 50 4 10 1 16 20
2 2 52 28 6 2 37 72 10 2 74 16
2 3 7 66 6 3 53 36 10 3 13 37
2 4 57 39 6 4 2 27 10 4 27 32
2 5 67 8 6 5 66 34 10 5 8 31
2 6 47 13 6 6 21 14 10 6 36 51
2 7 33 7 6 7 34 53 10 7 49 47
3 1 39 41 7 1 59 19 11 1 9 29
3 2 46 12 7 2 28 52 11 2 31 55
3 3 35 44 7 3 42 68 11 3 56 42
3 4 43 5 7 4 77 70 11 4 32 61
3 5 75 74 7 5 71 73 11 5 45 67
3 6 19 6 7 6 48 1 11 6 70 46
3 7 41 2 7 7 10 35 11 7 63 26
4 1 58 64 8 1 14 40
4 2 60 62 8 2 29 9
4 3 64 48 8 3 24 43
4 4 1 71 8 4 51 24
4 5 61 63 8 5 26 50
4 6 40 59 8 6 73 18
4 7 12 3 8 7 20 58

®
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3.3.4. Anestezi

Caligma surecinde deney hayvanlarina yapilan tum radyolojik

calismalar ve cerrahi islemler GATA Arastirma ve Gelistrme Merkez

Baskanligi Cerrahi Arastirma Kismi’nda goérevli bir uzman veteriner

hekimce degerlendirilip gerektigi takdirde idame dozunda anestezik

nazal kanul araciligiyla O, destedi saglandi.

Cerrahi islem igin intraperitoneal olarak 10 fig/kgKsilazipshidraklorid

(Alfazyne %2, Alfasan International B.V.,Woese e mg/kg
ketamin hidroklorid (Brema-Ketamin %2108 { a, Almanya)
kullanildi. Gerektiginde idamesi i¢in 5 mg/kg ks lorid ve 25 mg/kg

ketamin hidroklorid kullanildi (Table, 3.3.)

Radyolojik gorunttlemeler igin i al olarak 10 mg/kg ksilazin

hidroklorid ve 50 mg/kg ketami@’hi ullanildi. Gerektiginde idamesi

icin 5 mg/kg ksilazin hidrokl 10 tamin hidroklorid kullanildi.
Tablo 3.3&2 ullanifan anestezik madde ve dozlari.
indiiksiyon Dozu idame Dozu Verilis Yolu

10 mg/kg ksilazin 5 mg/kg ksilazin
50 mg/kg ketamin 25 mg/kg ketamin
Radyolojik 10 mg/kg ksilazin 5 mg/kg ksilazin
incelemeler 50 mg/kg ketamin 10 mg/kg ketamin
Sakrifikasyon 100 mg/kg ketamin - intraperitoneal

N\

Cerrahi iglem intraperitoneal

intraperitoneal
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3.3.5. Radyolojik Degerlendirme

Radyolojik gorintilemeler GATA Radyoloji AD. Bagkanligr'nda
bulunan dijital mammografi cihazi ve bilgisayarli tomografi cihazi kullanilarak

genel anestezi uygulamasi altinda gergeklestirildi.

Goruntilemeler o6ncesinde GATA Radyoloji

birlikte yapildi. Anestezi ve vital fonksiyonlarinin takibine
Geligtirme Merkez Baskanligi Cerrahi Arastirm mi

veteriner hekim eslik etti.

Negatif kontrol grubu olan 1. grup disinda uplarda radyolojik

inceleme yapildi.

Erken dénem flzyon or degerlendiriimesi amaciyla 3. haftada

sakrifiye edilecek gruplardaki, (24,6 ruplar) ratlara yiksek doz ketamin

sonrasi goruntulemeler yapildi.

n degerlendiriimesi amaciyla 6. haftada
uplar) ratlara 10 mg/kg ksilazin ve 50 mg/kg
eritoneal enjeksiyonu sonrasi goruntilemeler

yapildi. Gere ame dozu uygulandi.

Direkt Grafi: Dijital mammografi cihazi (Selenia® Hologic, Inc. ABD)
nilarakrat ile tiip ylzeyi arasi 30 cm olacak sekilde, 30 kV 160 mAs
z tim omurga posteroanterior (PA) grafisi alindi (Sekil 3.4., Sekil
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Sekil 3.4. Direkt grafi incelemesi.

L4 ve L5 seviyesindekigfl yeni kemik olusumunu

degerlendirebilmek amaciyla cefrahj e (0. hafta) ve cerrahi sonrasi

Lenke ve arkadaslari dig1 radyolojik degerlendirme kriterleri (148)
(Tablo 3.4.) cali 0 odifiye edilerek kullanildi. Radyografik

Iflo 3.4. Lenke ve arkadaslarinin radyolojik inceleme kriterleri.

Evre Fuzy‘on Durumu Aciklama

1 Kesin olarak flizyon iki tarafli greft rezorpsiyonu veya belirgin
yok psodoartroz

5 Muhtemel fiizyon yok Llﬁhtj;?iﬂl klguk, solid olmayan flzyon

3 Muhtemel flizyon Tek tarafli blyuk, kargi tarafinda ktgik
mevcut fuzyon kitleleri

4 Kesin olarak flizyon iki tarafli solid trabekiile fiizyon kitleleri
mevcut
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Tablo 3.5. Caligmamizda kullanilan radyolojik degerlendirme kriterleri.

Puan Fuzyon Durumu Aciklama

1 ngm SRR iki tarafli transvers gikintilarda belirgin lizis

2 :foefm olarak ftizyon Belirgin lizis alani veya flzyon kitlesi yok

3 Muhtemel fiizyon yok Ll?tllte?:iﬂl klguk, solid olmayan flzyon \

4 Muhtemel flizyon Tek tarafli blylk, kargi tarafinda kiigtik w
mevcut flzyon kitleleri

5 NEEI GETEL ARl iki tarafli solid trabekiile fiizyon kitleleri
mevcut

Sekil 3.5. Dire@raﬁ incelemesi: Solda tim viicut posteroanterior (PA) ve
lateral grafiler gorulmektedir. Sagda ayni ratin lomber
.bélgesinin yakinlastiriimis PA ve lateral grafileri gorulmektedir.

Degerlendirmeler 2 bagimsiz gbézlemci tarafindan  yapildi.
Degerlendirme sirasinda tarafsizligi saglayabilmek amaciyla o©nceden
belirlenmis rastgele sayi sirasi kullanilarak olusturulan “Radyoloji No”

kullanildi.
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Bilgisayarli Tomografi: Degerlendirmeler igin 320 dedektor sirall,
Multi Dedektor Bilgisayarli Tomografi (MDBT) cihazi kullanildi (Toshiba
Aquilion One® 320-Detector Row CT, Toshiba Medical Systems, Tokyo,
Japonya). BT incelemeleri genel anestezi altinda gergeklestirildi. Direkt grafi
incelemesi sonrasi halen anestezi altinda olan ratlara bu donem ?f
incelemesi yapildi, gerekirse idame dozunda ek anestezik madde verildi.

L4 ve L5 seviyesindeki flzyon veya vyeni kemik umunu
degerlendirebilmek amaciyla cerrahi dncesinde (0. hafta) ve ¢ i

3. ve 6. haftalarda BT incelemesi yapildi.
0.5mm kesit kalinhginda; 100 kVP, 200 mA dozuhda 0 aniye
sure ile kemik ve yumusak doku volim prq ile i idi (Sekil

3.6.). ’

Sekil 3.6. Bilgisayarli tomografi incelemesi.
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3.3.6. Hacim Olgumleri

Elde edilen BT goruntilerinin degerlendirilmesi ve hacim olgumleri
GATA Medikal Tasarim ve Uretim Merkezinde (METUM) vyapildi.
Degerlendirmelerde biyomedikal mihendislik programi olan Mimi@s
Innovation Suite® v16.0.0.235 (Materialise, Belgika) kullanildi.

1. Programin “New Project Wizard” segenegi Ila\
BT gortntileri Mimics programina aktarildi,
k n
A

2. “Thresholding” secenegi ile kemik dokuya
Hounsfield Unitesi (HU) araligi secildi (Sekil ?‘\

3. Secilen kemik bolgesinin “Calculate 3D" segenegi ile Ug

Ut ksenlerde

(x,y,z) istenildigi gibi hareket ettirilip teyve buyuklugu
degistirilebilmektedir (S$ekil 3.7.c.-g.).

mesafe, alan ve hacim Olgu

Jzerinde her turli

Sonrasinda cerrahi uygul mik hacminde ve alaninda

degisiklik olup olmadiginin 4l ilgili omurga segmenti disk

araliklarindan gikartildi. Bugtin igin:

a
4, “Create Plane” segenegi kullanilarak L6-S1 araligina her

a - W
uc eksende de paralel olacak sekilde sanal bir plan olusturuldu (Sekil
3.
%gturulan sanal plan referans alinarak “Reslice”
secenegi iI%’)D goruntu rekonstrukte edildi (Sekil 3.7.i.),

6. Olusturulan yeni kesitler tzerinde L6-S1 disk araligi ve
distal kismi silindi (Sekil 3.7.j),

7. 4, 5 ve 6. adimlar L2-L3 disk araligi ve proksimali icin de
uygulanarak L3,L4,L5,L6 vertebralardan olusan segment hazirlandi
(Sekil 3.7 .k.),

8. Olusan segment tekrar 3D rekonstrukte edilip (Sekil
3.7.1), lUzerinde mesafe, alan ve hacim dlgumleri yapilabilmesi igin

hazir hale getirildi (Sekil 3.7.m).

76



0, 3 ve 6. haftalarda yapilan tum BT incelemeleri igin yukaridaki

adimlar izlenerek 3D model olusturuldu ve bu modellerden hacim dl¢gimleri

yapildi. Sonuglar bulgular béliminde sunulmustur.

Sekil 3.7. Mimics Innovation Suite® kullanilarak 3D model olusturulmasi:
| W

a) “Thresholding” segene& ile kemik dokuya karsilik gelen
a &

Hounsfield Unitesi (HU) araliginin segilmesi (yesil renkli alan),

Sekil 3.7. b) Secilen HU araliginin (yesil renkli alan) “Calculate 3D~

segenegi ile Ug boyutlu seklinin hazirlanmasi,
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Sekil 3.7. ¢) Hazirlanmis olan 3D modelin koronal, aksivyel ve sagittal
plandaki gorunumi (sag alt kare),

—
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fe B Ve M looh Mn Segnetaoe Smasme Vedsd FAUD frwnton et toot Oihoes e
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ekil 3.7. d) 3D modelin buyutilmas; koronal, aksiyel ve sagittal planlarin

cikartiimig goranima,
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Sekil 3.7. e) lIstenilen her eksende dondirilebilen ve buyuklugi
A\ V' . YA ~

degistirilebilen 3D modelin AP plandaki gérinimdi,
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Sekil 3.7. f) Cerrahi

gorundmd,

islem oOncesi L4,L5L6 ve pelvisinin arkadan
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Sekil 3.7.
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g) Cerrahi igslem oncesi L4,L5,L6 ve pelvisinin dnden gorunuimd,
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Sekil 3.7
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h) L6-S1 araligina “Create Plane” segenegdi ile sanal plan
olusturulmasi,
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Sekil 3.7. i) Olusturulan plana gore “Reslice” secgeneqi ilve rekonstrikte

edilen goéruntd,

—

Sekil 3.7. J) Olusturulan planda L6-S1 araligi ve distal kisminin silinmesi,
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ekil 3.7. k) Sekil 3.7. a) ve j) arasinda uygulanan adimlarin L2-L3 disk
$ ) $ ) ve j) g admiar
araligi ve proksimali igin uygulanmasindan sonra segilen ve

- &
L3,L4,L5,L6 vertebralardan olusan segmentin gorunimu (sari

renkli alan),

Sekil 3.7. [) L2-L6 segmentinin 3D rekonstriksiyonu sonrasi gorinimda,
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3.4. Mezensimal Kok Hucre Elde E

MSC'’ler Dr. Oral Nevruzive eritYAvcu’nun onceki calismalarinda
kullandiklar teknik (71) il TA

Kanser ve Kok HucreQkab uar’'nda Uretilmigtir. Bunun igin 3 adet rat

a ve Gelistirme Merkez Baskanligi

kullaniimistir.

femurlar ek @

alindi. 18 Gauge'lik’bir igne ile tibia ve femurlarin icinden kemik iligi aspire

ile sakrifiye edilmelerinden sonra ratlarin tibia ve

ek antibiyotikli tagima soliisyonu icinde steril kabine

p santrifUj tupu icerisinde toplanarak PBS ile 1:2 oraninda dilue edildi.

a bir aﬂrifﬂj tiptune de kemik iligi volumundn 1:3 G kadar Ficoll konup

eri dilie kemik iligi steril pipetle dikkatlice ilave edilerek
akalandirildiktan sonra oda isisinda 1800 rpom de 30 dakika sure ile
ntrifij edildi. Santriflj sonrasi en ustte plazma, ortada mononukleer
hicreler, altta ficoll ve en altta eritrosit ve granulositler kimelesti, orta

tabakadaki MSC’ler yeni bir tipe alindi.
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Toplanan bu hicreler 5 kati hacimde PBS ile en az 2 kez 1800 rpm de
5 dakika sure ile santrifij edilerek ficoll uzaklastirildi, islem sonunda elde
edilen hicre pelleti 25 cm? lik flaska, %10 fetal calf serum, %6 100 U/ml
penisilin ve 100 pug/ml streptomisin, %1 L-glutamin iceren medyaya ekilerek
37°C’'de %5 CO, basinci altinda kultire edildi. 3 gunde bir media degigikligi
yapildi. Genellikle 7-10. gunlerde koloniler olusmaya basladi. 14. gl

hicreler, kaltur flaskinin %70’ini kaplandiginda tripsinizasyon i ile

yerinden kaldinlarak 1. pasaj i¢cin 75 cm? lik flaska ekildi, 3. pasaj
hucreler kullanima hazir hale geldi (149) (Sekil 3.8. ve Sekil 3.

Sekil 3.8. Kaltare ed@$ rat‘MSC’Ierinin sirasiyla 3. (a), 7. (b) ve 14. (c)
gunlerde inverted mikroskoptaki CFU-F goruntisu.

NS

84



A

j/—

Pebb

PPt —— MMH tabakas:

—t—* Ficol

i cew| B00g20Dak
KiA%sr o -
uEo Seminifij
\_/,——‘ Fical

—= Enfrosit

\_—\:'- = ::.;sf‘—\"

14. gin flazk konfulueat hale
geldizinde Topsinizasyon ile biicre

I

=

] —_—

LELL
- N

o
3
3
3

B

B
Tmpsin blokaj ve yikama

\

Sekil 3.9.
kabin
basamaklari.

steril

7-10 giin kelend sayimm

Tekrar kiiltiir ve tnpamizasyon
islemleni ile 2-6 pasaj

icerisindeki

calismalar

(—=DMEM=2.10FBS
Ireren hitere siispansiyonn

bbb "5"/
e
4872 caat inkitbasvon
g
- e

o

g Cop

y /

Y — —

Nonadheren hiicrelenn atilmas:

Uretilen hiicrelenn canlihi,
CD34. 43, DE. 73. 103 kontrold
rakiben diferanzizasyen
gali;malinnda kullanm: veya
dondurularak saklanmas:

Mezensimal kok hicre Uretimi icin rat tibialarinin eksizyonu,

ve MSC’'lerin Uretim

85



Bu hucrelerin MSC oldugunu gostermek icin akim sitometrisi ile
CD45(-), CD34(-), HLA-DR(-), CD73(+), CD90(+), CD105(+) vyiizey
belirteclerine bakildi. Bunun icin kiiltire edilen MSC’ler tripsinizasy@h

pelletine 500 pl PBS eklenip nazik bir sekilde pipetleme ya
karisimin 100 ul'si akim sitometri tiplerine konularak Uzerine
CD34, HLA-DR, CD73, CD90, CD105 monoklonal antikorlar
yapilarak 20 dakika karanlkta bekletildi, bu sirenifPson

cc lysing solusyonu eklenerek 10 dakika kara be diktem sonra akim

sitometrisinde degerlendirildi.

3.4.1. Mezensimal Kok Hiucre Uygulamasi

MSC uygulanacak gruplar unde (Grup 6-7-8-9-10-11)

dekortikasyon yapilan flzyon ir tasiyici madde (skafold)

kullanmadan, yaklasik bir milyon a C uygulanip cerrahi alan kapatildi.
Bu sayr Minamide ve a aslari 50) ratlarda spinal fizyon modeli
calismalarinda kullandi yi

3.5. Cerrahi
3.5.1. Antibiyotik Profilaksisi

Cer&i insizyondan 30 dakika 6nce olacak sekilde, 22 mg/kg dozunda
rapepitoneal sefazolin uygulanmigtir (Sekil 3.10.a.). Cerrahi islemler

lama 30 dakika surdugu icin tekrar dozlara ihtiyag duyulmamistir.
3.5.2. Cerrahi Aletlerin Hazirlanmasi

Cerrahi iglemler igin birbirinin benzeri iki set kullanildi. Otoklav ile ilk
sterilizasyondan sonra ratlarin degisimlerinde setler donusumlu olarak %2 lik
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gluteraldehit (Derdevice Plus 204 A2, Deren ilag Sanayi, Kocaeli, Tirkiye)
icerisinde yaklasik 30 dakika tutularak dezenfekte edildi ve sonrasinda bol

steril salin ile yikandi.
3.5.3. Cerrahi Alanin Hazirlanmasi ®

Profilaktik antibiyotik uygulamasi sonrasi ratlarin lomber bolgesi

edildi, yuzusti pozisyon verilerek yatirildi (Sekil 3.10.b.),
Octanisept® (Schilke & Mayr GmBH, Norderstedt, Almanya) solis
temizlendi (Sekil 3.10.c.) ve steril olarak ortulda.

Sekil 3.10. Cerrahi intraperitoneal sefazolin uygulamasi, cerrahi bdlgesinin
tras edilmesi, antiseptik solusyon ile temizlenmesi ve steril

olarak isaretlenmesi.
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3.6. Cerrahi Teknik

TUm cerrahi iglemler GATA Arastirma ve Gelistirme Merkez Baskanligi
Cerrahi Arastirma Kismr'nda gercgeklestirildi. Cerrahi islemlere bu merkezde
gorevli iki uzman veteriner hekim ve deney hayvanlari anestezisi konusun@a

tecrubeli bir anestezi teknisyeni eslik etti.

Negatif kontrol grubu olan 1.grup disindaki tum<@gruplarda

(2,3,4,5,6,7,8,9,10,11.gruplar) ayni anestezi ve cerrahi teknik kullani

L5 posterior+posterolateral spinal fuzyon cerrahisi
hayvanlarda cerrahi alanin agihmi, dekortikasyon \6
cerrah tarafindan uygulandi.

lyesindeki iliak
kanatlari palpe edilerek isaretlendi (Sekil 3.11.2 arasi mesafede

yaklasik 4cm’lik orta hat cilt insizgenu cilt ve ci

birer insizyonla acildi ve paraspi unt diseksiyonla laterale diseke
edildi (Sekil 3.11.c., Sekil 3

longissumus lumborum ka

Inin t
L5 transvers cikintilar artildi (Sekil 3.11.f.). Periost elevatéru ve

rongeur yareumms! i Ikintilar ile faset eklemler Gzerindeki yumusak

kaynakli minér kartamalar lokal basi ile durdurularak hemostaz saglandi.

Cerf8hi alanin serum fizyolojik ile irrigasyonu sonrasi saha kurulandi
tra@svers cikintilar, L4-L5 faset eklemleri, laminalar ve spindz cikintilarin
ral yuzeyleri 10000-15000 rpm devir ile burr kullanilarak noktasal mikro

namalar gorulene kadar dekortike edildi (Sekil 3.11.i. ve Sekil 3.11.}.).
Dekortikasyon sirasinda agiga c¢ikan kemik parcgalarinin otogreft olarak

fonksiyon gérmesi amaciyla sonrasinda yikama iglemi yapilmadi.
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MSC uygulanacak gruplarda (6,7,8,9,10,11.gruplar) dekortikasyon
uygulanan alana insulin enjektort igerisinde suspansiyon haline getirilen
yaklasik bir milyon adet MSC uygulandi (Sekil 3.11.k.).

Sonrasinda lomber fasya 3/0 emilebilen bir siitiir kullanilarak kifii
devamh dikis teknigiyle (Sekil 3.11.l.), cilt ise 3/0 emilemeyen bir SEtlr
kullanilarak kapatildi (Sekil 3.11.m.).

Cerrahi sonrasi dénemde ratlarda siklikla gorulen kanibalizmi

doku artiklarinin etkisi ile kendileri ve hemci

sikilarak isleme sonra verildi.

Ortalama cerrahi suresi 20

3.7. Cerrahi Sonrasi Baki

ratlar anesteziden uyanip aktif hareketli hale

mi'nda bekletildi. Bu surecte hipotermiden

Isilart isiticilarla kontrol altinda tutuldu.
ayvanlari Kismr'ndaki cerrahi oncesi bakim sartlarina

afes icerisindeki hareketlerine izin verildi.

Cerrahi sonrasinda uygulanan gunlik EPO ve SF enjeksiyonlari
sirasinda r&arln kontrolleri yapildi. Bu kontrollerde hareketlilikleri ve genel
vraflslari, norolojik defisit varligi, yara yeri durumu, digkilama sikligi ve

Is1 takip edildi.

Yara iyilesmesi slresince duzenli olarak antiseptik-dezenfektan sprey

ile pansuman yapildi.
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3.8. Enjeksiyon Uygulamalan
3.8.1. Rekombinant insan Eritropoetini

Calismamizda 500 IU/kg/gin dozunda Eritropoetin alfa (Eprex; 40“)

IU/ml, Santa Farma, Turkiye) kullanildi. Bu doz Garcia ve arkadasf@arinin
caligsmalarinda kullandiklari dozdur (59).
EPO uygulanacak gruplarda (4,5,8,9,10,11. gruplar) em

baslama zamani ve siresi Tablo 3.6.’"da gdsterilmistir.

I O cc

a larina

0.4 ml lik hazir otomatik enjektor icerisindgki
at
gore 500 IU/kg/gun Uzerinden doz hesaple @ apildi
olarak uygulandi. Ratlarin agirliklari ve agirlik @

dozlari ve hacimleri Tablo 3.7.’de gosterilmistir.

serum fizyolojik icerisinde diliie edildi (0,1 cc de

peritoneal

e hesaplanan ilag

EPO’nun antienflamatuar ve in u diizenleyici etkilerinin kemik

iyilesmesinin ilk safhasi olan fazindaki muhtemel etkinligini

degerlendirmek amaciyla, un birlikte uygulanacagi gruplar

(8,9,10,11.gruplar) preoperatif 24. e ve postoperatif 72. saatte EPO

uygulamasina baslanacakysekilde iki ayri gruba ayriimistir.

Tablo 3.6 yapilacak gruplardaki enjeksiyon dozlari,

Gru Enjeksiyona Enjeksiyon Doz
P Baslama Zamani Suresi (hafta) (IU/kg/giin)

Grup 4 (EPO_3) Preoperatif 24. Saat 3 500

Grup 5 (EPO_6) Preoperatif 24. Saat 6 500

Grup 8 .

(pre24EPO+MSC_3) Preoperatif 24. Saat 3 500

Grup 9 .

(pre24EPO+MSC._6) Preoperatif 24. Saat 6 500

Grup 10 Postoperatif 72. 3 500

(MSC+post72EPO_3) Saat

Grup10 Postoperatif 72.

(MSC+post72EPO_6) Saat € 00
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3.8.2. Serum Fizyolojik

EPO uygulanmayan gruplara (2, 3, 6 ve 7. gruplar) plasebo etki
amaciyla 500 IU/kg/gin EPO dozuna esdegder hacimde (Bkz. Tablo 3.7.)

gunlik serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) enjeksiyonu uygulandi.

®
Enjeksiyonlara enjeksiyonlara baglama zamani ve suresi Tablo 3.6.
gOsterilmisgtir:

Tablo 3.7. Serum fizyolojik enjeksiyonu yapilacaig gr rd jekslyona

baslama zamanlari ve sureleri. A \

Gru Enjeksiyona Enjeksiyon Siresi
P Baglama Zamani (hafta)
Grup 2 :
Pozitif Kontrol (PK_3) Preoperatif 24. saat 3
Grup 3 :
Pozitif Kontrol (PK_6) Preoperatif 24. saat 6
Grup 6 (MSC_3) Preoperatif 24. saat 3
6

Grup 7 (MSC_6) EreoEeratif 24. saat

3.8.3. Sefazglin S u
Tam ahi U n ratlara cerrahi islemden 30 dakika 6nce

22mg/kg doz @ peritoneal olarak sefazolin sodyum (iespor 1 gr IM/IV,
I.E. ULAGAY ilag ayii TURK A.S, istanbul, Tiirkiye) uygulandi.

Ratlarin agirliklari ve agirliklarina goére hesaplanan sefazolin dozlari ve

aclmleri Tablo 3.8.’de gdsterilmistir.
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Tablo 3.8. Ratlarin agirliklari ve agirliklarina gore hesaplanan sefazolin dozu ve hacimleri.

A

Rat Agirlik EPO EPO . Sefazolin Sefazolin Rat Agirlik EPO EPO . Sefazolin Sefazolin
Grup No (gr) Dozu Hacmi Dozu (mg) Hacmi (cc) Grup No (gr) Dozu Hacmi Dozu (mg) Hacmi (cc)
(1Y) (cc) (1Y) (cc)
1 217,2 108,6 0,22 4,78 0,24 1 2357 117,85 0,24 5,19 0,26
2 2036 101,8 0,2 4,48 0,22 2 2651 132,55 0,27 5,83 0,29
1 3 2732 136,6 0,27 6,01 0,3 4 3 2543 127,15 0,25 5,59 0,28
(NK) 4 2121 106,05 0,21 4,67 0,23 (EPO_3) 4  270,8 135,4 0,27 5,96 0,3
5 295 147,5 0,3 6,49 0,32 - 5 256,2 128,1 0,26 5,64 0,28
6 2173 108,65 0,22 4,78 0,24 6 2032 101,6 0,2 4,47 0,22
7 2621 131,05 0,26 5,77 0,29 7 2495 124,75 0,25 5,49 0,27
1 2335 116,75 0,23 5,14 0,26 1 207,2 103,6 0,21 4,56 0,23
2 2458 122,9 0,25 5,41 0,27 2 2814 140,7 0,28 6,19 0,31
2 3 2394 119,7 0,24 5,27 0,26 5 3 2039 101,95 0,2 4,49 0,22
PK_3) 4 258 129 0,26 5,68 0,28 (EPO_6) 4 2331 116,55 0,23 5,13 0,26
- 5 2486 124,3 0,25 5,47 0,27 5 256,4 128,2 0,26 5,64 0,28
6 237,8 118,9 0,24 5,23 0,26 6 2412 120,6 0,24 5,31 0,27
7 2495 124,75 0,25 5,49 0,27 7 2977 148,85 0,3 6,55 0,33
1 2875 143,75 0,29 6,33 0,32 1 2383 119,15 0,24 5,24 0,26
2 229 114,5 0,23 5,04 0,25 2 2857 142,85 0,29 6,29 0,31
3 3 2283 114,15 0,23 5,02 0,25 6 3 210 105 0,21 4,62 0,23
(PK_6) 4 2319 115,95 0,23 51 0,26 (MSC_3) 4 2259 112,95 0,23 4,97 0,25
5 2483 124,15 0,25 5,46 0,27 5 2355 117,75 0,24 5,18 0,26
6 2236 111,8 0,22 4,92 0,25 6 260,55 130,25 0,26 5,73 0,29
7 2364 118,2 0,24 5,2 0,26 7 229,6 114,8 0,23 5,05 0,25
®
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Tablo 3.8 (devami). Ratlarin agirliklari ve agirliklarina goére hesaplanan sefazolin dozu ve haci

Rat  Agirlik EPO EPO _ Sefazolin Sefazplln Rat  Agirlik EPO EPO _ Sefazolin Sefazc_)lln
Grup No  (gr) Dozu Hacmi  Dozu Hacmi Grup No  (gr) Dozu Hacmi  Dozu Hacmi
() (cc) (mg) (cc) (1Y) (cc) (mg) (cc)
1 220,4 110,2 0,22 4,85 0,24 1 248,8 124,4 0,25 5,47 0,27
2 236,1 118,05 0,24 5,19 0,26 10 2 249 124,5 0,25 5,48 0,27
7 3 271,6 135,8 0,27 5,98 0,3 (MSC 3 246 123 0,25 5,41 0,27
(MSC_6) 4 309,6 154,8 0,31 6,81 0,34 + 4 286,9 143,45 0,29 6,31 0,32
5 240 120 0,24 5,28 0,26 5 331,7 165,85 0,33 7.3 0,36
6 2956 147.8 0.3 6.5 0.33 POSt72EPO_3) & 565’8 1329 027 585 0.29
7 283,4 141,7 0,28 6,23 0,31 7 261,7 130,85 0,26 5,76 0,29
1 320,8 160,4 0,32 7,06 0,35 1 243,2 121,6 0,24 5,35 0,27
2 280,4 140,2 0,28 6,17 0,31 11 2 279 139,5 0,28 6,14 0,31
8 3 239,6 119,8 0,24 5,27 0,26 (MSC 3 202 101 0,2 4,44 0,22
(pre24EPO+ 4 315,6 157,8 0,32 6,94 0,35 + 4 2479 123,95 0,25 5,45 0,27
MSC_3) 5 232,7 116,35 0,23 5,12 0,26 post72EPO_6) 5 238,5 119,25 0,24 5,25 0,26
6 314,6 157,3 0,31 6,92 0,35 6 2154 107,7 0,22 4,74 0,24
7 240,8 120,4 0,24 53 0,26 7 229,6 114,8 0,23 5,05 0,25
1 256,8 128,4 0,26 5,65 0,28 '
2 242,4 121,2 0,24 5,33 0,27
9 3 326,7 163,35 0,33 7,19 0,36
(pre24EPO+ 4 272,3 136,15 0,27 5,99 0,3
MSC_6) 5 245 122,5 0,25 5,39 0,27
6 336,8 168,4 0,34 7,41 0,37
7 254,1 127,05 0,25 5,59 0,28
®
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3.9. Ratlarin Sakrifikasyonu

GATA Arastirma ve Gelistirme Merkez Baskanligi Cerrahi Arastirma
Kismr'nda goérevli bir uzman veteriner hekim egliginde yapildi. Tum ratlar 100
mg/kg ketamin hidroklorid kullanilarak yliksek doz anestezik madde ve 'Ier&
sakrifiye edildi (Sekil 3.12.).

-\

Sekil 3.12. Sakrifiye edilmis ratin lomber bolgesindeki cerrahi insizyon
Eam. W
skari (solda) ve cilt gegildikten sonraki cerrahi alanin gérinimu
(sagda).

®

A1 anuel Palpasyon

3. ve 6. hafta sonunda sakrifiye edilen hayvanlarin mekanik olarak

zyon olup olmadiginin degerlendiriimesi yapildi. Bunun igin insanlardaki
ameliyat i¢ci degerlendirmeye benzer bir ydontemle, flizyon cerrahisi uygulanan
L5-L6 bdlgesi pens yardimiyla muayene edilerek hareket varligi agisindan 6n

degerlendirme yapildi. Sonrasinda lomber omurga ve pelvisleri en blok
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eksize edildi ve yumusak dokularindan siyrilarak temizlendi. Kalan omurga
segmenti 2 bagimsiz gézlemci tarafindan elle muayene edilerek flizyon olup
olmadigiyla ilgili nihai karar verildi. Elle muayene sirasinda cerrahi uygulanan

bdlgeye nazikce fleksiyon/ekstansiyon ve her iki laterale fleksiyon yaptirildi

(Sekil 3.13.). Cerrahi bdlgesinde hi¢ hareket olmamasi flzyon a&(
degerlendirildi. Diger omurga segmentlerine gore hareketin belirgin ol
azaldigr ancak hala goézlemlenebildigi ve belirgin hareket o ornekle

flizyone olarak degerlendiriimedi.
K QJ

Sekil 3.13. Sagittal ve koronal planda uygulanan manuel palpasyon

degerlendirmesi.
1. Histopatolojik inceleme

Calisma sonunda alinan doku érneklerinin histopatolojik inceleme igin
hazirlanmasi ve degerlendirimesi GATA Patoloji AD. Baskanlhgrnda

yapilmistir.
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Ratlarin sakrifiye edilmelerinden sonra lomber omurga, pelvis ve
paravertebral kaslar en blok olarak eksize edilip Uzerindeki yumusak dokular
temizlendi. incelemeler sirasinda doku orneklerinin hangi gruba ait
oldugunun bilinmemesi ve tarafsizhigl saglayabilmek amaciyla “Doku

Numarasi” kullanildi.

Makroskopik inceleme ve manuel palpasyon yodntemigile cerra

uygulanan bdlgede hareket olup olmadigi dederlendirildikten s

ornekleri etiketli steril idrar kaplarina konuldu ve %10’lu

bekletildi. ®

3.11.1. Dekalsifikasyon

200 cc %10luk formik asit (CH202, Sig @ ® Chemie GmbH,
a-Aldrich® Chemie
iceren 2000 cclik asit solisyonu

GmbH, Steinheim, Almanya) ve 164

icerisinde yaklagik 72 saat b igin ' yumusamasi bisturi ucu ile

o :
degerlendirildi ve tamamlan e ¢ me yapildi.

3.11.2. Ornekle

e L2)ertebramin proksimali disk araliklarindan ayrilarak L3-
da

n bir segment hazirlandi (Sekil 3.14.a.).

sekligi 2 mm olan iki sert plastik materyal arasina
onuldu ve vertebra korpusu anteriorundan baglayarak
terioraegru koronal planda kesim yapildi (Sekil 3.14.b.). Bu sirada
nin fizyolojik egriliklerini dizeltmek igin hafif bir yik uygulandi ve
onal planda yaklasik 2mm kalinliginda kesitler elde edildi (Sekil 3.14.c.).

Olusturulan 6rnekler doku takip kasetlerine yerlestirildi (Sekil 3.14.d.).
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3.11.3. Doku Takibi

Kasetler otomatik kapali sistem doku takip cihazina (Shandon®)
yerlestirildi ve %96’lik, %80’lik ve saf alkol serileri ile dehidrate edilip ksilen
(CeHa (CH3)2, MOS®, Mos Lab®, Ankara, Turkiye) serileri ile temizlendikt@h
sonra parafine (Sasolwax®) gémiildii (Sekil 3.14.e.).

3.11.4. Kesit alinmasi \
Doku érneklerinden mikrotom (Shandon®, Thermo®) ile 4 4mikiom

kalinhginda kesitler alindi, sonrasinda etuvlenerek depatafiniz (Seki
3.141). ® \

Sekil 3.14. Histopatolojik inceleme icin preparatlarin hazirlanmasi.
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3.11.5. Hematoksilen & Eozin ile Boyama

Hazirlanan lamlar otomatik boyama cihazinda (Sakura®, Tissue-Tek®

Otostainer, DRSTM) hematoksilen eozin ile boyandi.

3.11.6. Degerlendirme

Preparatlar standart 1sik mikroskobu (Olympus BX
Japonya) kullanilarak 2 bagimsiz gozlemci tarafindan dege
Histopatolojik degerlendirmede Emery ve arkadaslarinin (15 I

siniflama yontemi kullanildi (Tablo 3.9.).

®
Tablo 3.9. Histopatolojik degerlendirme krite
Doku Ozelligi Puan
Sadece kemik doku 7

Kemik doku fibrokikirdak dokudan fazla

Fibrokikirdak doku kemik dokudan fazla

Sadece fibrokikirdak doku

Fibrokikirdak doku fibr6z dokudan fazla
< Fibroz doku fibrokikirdak dokudan fazla

Sadece fibroz doku

o B N W b~ 01 O

Bos adaciklar

A 4
&istatis’iksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin analizi GATA Biyoistatistik BD. Bagkanligi’'nda
pildi. Bunun igin SPSS for Windows v15 yazilimi kullanildr.

Tanimlayici istatistikler; surekli verilerde ortalama, standart sapma,

ortanca, minimum, maksimum seklinde, kesikli verilerde ise sayi (yuzde)
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seklinde verildi. Gruplar arasinda degiskenlerin karsilastinimasinda Tek
Yonlu Varyans Analizi, T testi ve Ki-Kare testi kullanildi.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildiginde bu
farkin hangi iki gruptan kaynaklandigini bulmak icin Bonferonni ve Tuk@y
HSD testi kullanildi. 0, 3 ve 6. haftalardaki degiskenlerin aral a

kargilastirimasinda Paired Samples T Test kullanildi. Anlaml dizeyi
0,05 olarak alind1.

®

-
>
O
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BULGULAR
4.1. Direkt Grafi Bulgulan

0, 3 ve 6. haftalardaki direkt grafiler asagidaki puanlamaya gafe

degerlendirildi:
e 1 puan: iki tarafli transvers ¢ikintilarda belirgin lizis,
e 2 puan: Belirgin lizis alani veya fuzyon kitlesi yok,

3 puan: iki tarafli kiiclk, solid olmayan flizyon Kitl
4 puan: Tek tarafli buyuk, karsi tarafinda Uk fi itleleri,
5 puan: iki tarafli solid trabekiile fijzyor&i

ve PK_6 gruplarinda; 3.
a %71.4 (n=5) oraninda lizis
=3) oraninda lizis, %42.9 (n=3)
itleleri  saptanmistir. 6. haftadaki
a solid olmayan fuzyon kitleleri goérilmeye

elmistir (n=4).

EPO uygulanan EPO_3 ve EPO_6 gruplarinda; 3.
haftadaki degerle elerde, her iki grupta da yiksek oranda lizis geligmigtir
.7, n=6). 6. haftadaki degerlendirmelerde EPO_6 grubunda solid
yan Qyon kitleleri baslamigtir ancak lizis gelisen rat sayisi hala
tadir (%57.1,n=4).

Q¢

Sadece MSC uygulanan MSC_3 ve MSC_6 gruplarinda; 3. haftadaki
degerlendirmelerde MSC_3 grubunda lizis gortlmeyip solid olmayan flizyon
kitleleri gorulen ratlar gogunluktadir (%57.1, n=4). Ayni zamanda az miktarda
tek tarafli solid flzyon Kkitleleri de gorulmektedir (%28.6, n=2). MSC_6
grubunda ise, 2'ser ratta lizis ve tek tarafli solid fizyon kitlesi gorulmektedir
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(%28.6, n=2). 6. haftadaki degerlendirmelerde MSC_6 grubunda lizis gorulen
rat orani azalmig ancak solid olmayan fluzyon kitleleri gorulen rat sayisinda

artis olmamigtir (%28.6, n=2).

EPO ve MSC kombinasyonu uygulanan pre24EPO+MSC @,
pre24EPO+MSC_6, MSC+post72EPO_3, MSC+post72EPO_6 gruplari 3.
haftadaki  degerlendirmelerde  higbir  grupta lizis  ggrtilme
pre24EPO+MSC_3 grubunda %85,7 (n=6), pre24EPO+MSC _
%100 (n=7), MSC+post72EPO_3 grubunda %7
MSC+post72EPO_6 grubunda ise %100 (n=7) ora
flzyon kitleleri ~ saptanmistir. 6. haftadakd
pre24EPO+MSC_6 grubunda %100 oraninda gémi

haftalarda MSC+EPO kombinasyo

oranda fuzyon olusturmustur (p=

Preoperatif 24. saat ye*post @ 72. Saat EPO uygulamalari direkt
grafi sonuglari agisind rlena ginde; gruplar arasinda anlaml fark

saptanamamistir.

4.2. Bilgisay grafi ve Hacim Olgiimii Bulgular

Sekil 4.5.’te 4 farkli rata ait lomber vertebralarin aksiyel, sagittal ve
nal ke’eri gosterilmistir. Bu kesitlerden Mimics programi ile hazirlanan
ellerinden ornekler Sekil 4.6.°da gosterilmigtir. Deney gruplarinin 3D
dellerden hesaplanan hacimlerinin ortalama, ortanca, standart sapma,

nimum ve maksimum degerleri ise Tablo 4.2.’de sunulmustur.

Direk grafi ve 3D modellerdeki degisikliklerin birlikte gorulebilmesi

amaciyla Sekil 4.7. ve Sekil 4.16. arasinda cerrahi uygulanmayan negatif
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kontrol grubu (Grup 1) harig, tim gruplardan ikiser adet ratin 0,3 ve 6.

haftalardaki direkt grafi ve 3D modelleri sunulmustur.

Gruplara goére 0-3 hafta ve 3-6 haftalar arasindaki hacim artisi ve

yuzdeleri Tablo 4.3.’te sunulmustur. ®

Sekil 4.1. 1 puan (iki tarafli transvers cikintilarda belirgin lizis) verilen
w E Ev

grafilere érnekler (beyaz oklar lizis bolgelerini géstermektedir).

Sekil4.2. 2 puan (belirgin lizis alani veya fuzyon Kkitlesi yok) verilen

grafilere drnekler.
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a
ekil 4.3. 3 puan (iki tarafli kiacuk, solid olmayan flizyon kitleleriz verilen

3 P ( ¢ Ay ‘y -
grafilere  ornekler (sart oklar yeni kemik voIU§umunu

gOstermektedir).

Sekil 4.4. 4 puan (tek tarafli buyuk, karsi tarafinda kuaguk fuzyon kitleleri)
verilen grafilere Ornekler (sari oklar yeni kemik olugumunu

gostermektedir).
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Tablo 4.1. Direkt grafi ile degerlendirme sonuglari.

A
0.hafta 3.hafta 6.hafta
— Puanlar 2 3 5) | TOPLAM
| Gruplar | M| @ | @ |@)]|((®)|TOPLAM | (1) ) ®) @) | (5) | TOPLAM | (1) ) ®) @ |6
NlK 0 7 o | oo 7 0 7 0 0 0 7 0 7 0 0 0 7
(NK) (%100) (%100) (%100) (%100) (%100) (%100)
2 0 7 o | o o 7 5 2 0 0 0 7
(PK_3) (%100) (%100) | (%714) | (%28,6) (%100)
3 0 7 0o | o o 7 3 1 3 0 0 7 2 1 a 0 0 7
(PK_6) (%100) @%100) | (%42,9) | (%143) | (%42,9) @100) | (%28,6) | (%143) | (%457.1) (%100)
4 0 7 0o | o] o 7 6 1 0 0 0 7
(EPO_3) (%100) %100) | (%85,7) | (%14,3) (%100)
5 0 7 o | oo ! 6 1 0 0 0 7 4 2 1 0 0 7
(EPO_6) (%100) oet00) | @857 | (6143) ®%100) | (%57,1) | (%286) | (%14.3) (%100)
6 0 7 o | o o 7 0 1 4 2 0 7
(MSC._3) (%100) (%100) @%14,3) | @%57,1) | (%28.6) (%100)
7 0 7 0o | o o 7 2 2 1 2 0 7 0 4 2 0 0 o
(MSC_6) (%100) (%100) | (%28,6) | (%28,6) | (%14,3) | (%28,6) (%100) @57,1) | (%28,6) (%85,7)
8 0 7 o | o o 7 0 0 6 1 0 7
(pre24EPO+MSC_3) (%100) (%100) @85,7) | (%614,3) (%100)
9 0 7 o | o o 7 0 0 7 0 0 7 0 3 3 0 0 6
(pre24EPO+MSC_6) (%100) (%100) (%100) (%100) @%42,9) | (%42,9) (%85,7)
10 0 7 o | o o 7 0 1 5 1 0 7
MSC+post72EPO_3 (%100) (%100) @14,3) | @%71,4) | (%6143) (%100)
( p _3)
11 0 7 0o | o o 7 0 0 7 0 0 7 0 2 a 1 0 7
(MSC+post72EPO_6) (%100) (%100) (%100) (%100) @28,6) | (%57,1) | (%143) (%100)
TOPLAM o| 77 | o] o]o 77 22 16 3 6 0 6 19 14 1
(%100) (%100) | (%28,6) | (%20,8) | (%42.8) | (%7.8) TT(0100) | (4143) | (645.2) | (%33.3) | (®%2.) 40 (%95,2)

* Bu gruptaki bir adet rat 3. hafta sonunda

®

ik inceleme icin yapilan anestezi sonrasi ex olmustur.
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Sekil 4.5. Dort farkli rata ait lomber vertebralarin aksiyel, sagittal ve koronal BT kesitleri.

®
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Sekil 4.5(devami). Dort farkl rata ait lomber vertebralarin aksiyel, sagittal ve koronal BT kesitleri.

®
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Sekil 4.6. Dart farkh rata ait lomber vertebralarin 3D modelleri.

' - ;y T4 Y/ -, '

- L av:; . S Y):* ' = ‘.JI:'._ - “ . P

; r_' v . \ ‘.b.
Q&‘m@wm dondiiriiliip anterior, posterior, sag-sol oblik ve sag-sol lateral gériintiileri alinmigtir.



Sekil 4.6(devami). Dort farkli rata ait lomber vertebralarin 3D modelleri.

trafinda 180° déndurulip anterior, posterior, sag-sol oblik ve sag-sol lateral gériintiileri alinmistir.




Tablo 4.2. 3D modellerden yapilan hacim d&lgimlerinin gruplara gore ortalama, ortan standart ma, minimum ve
maksimum degerleri.
0.hafta 3.hafta 6.hafta
Gruplar Ort. Ortanca | S.S. Min. Maks. Ort. Ortanca | S.S Min. Maks. Or Ortanca | S.S. Min Maks.
(NlK) 1351,0 | 1268,8 | 1856 | 1142,4 | 1588,2 | 1375,5 | 12992 | 1845 | 1162,2 | 1606,4 | 13959 | 1312,6 | 1853 | 1183,1 | 1626,7
7 9 3 8 0 0 1 9 3 0 1 4 0 4 8
2 13932 [ 1403,0 | 113,9 | 1168,5 | 15039 | 1446,0 | 14481 | o, | 13014 | 1574,6 ] ] ] ] ]
(PK_3) 3 6 7 3 0 3 0 ' 3 9
3 1281,3 | 1236,8 | 137,6 | 1164,5 | 1582,8 | 1396,0 | 1323,7 | 161,8 | 1309,4 | 1757,1 | 14258 | 1362,1 | 158,3 | 1315,7 | 17755
(PK_6) 6 6 3 5 1 5 5 0 6 6 5 3 1 0 7
4 1382,3 | 1417,0 | 151,5 | 1117,6 | 1208,0 | 1464,0 | 1517,9 | 154,8 | 1583,0 | 1683,0 ] ] ] ] ]
(EPO_3) 3 4 5 3 2 0 7 9 4 8
5 1376,2 | 1410,7 | 248,7 | 1039,6 | 1809,9 | 1441,7 | 1504,7 | 267,0 | 1060,3 | 18749 | 1477,3 | 1558,2 | 275,3 | 1078,9 | 1883,7
(EPO_6) 7 9 7 0 7 8 2 0 7 1 9 4 3 9 7
6 1386,8 | 1238,8 | 306,8 | 1178,1 | 1996,8 | 1516,4 | 1365,1 | 276,9 | 1278,4 | 2012,6 ] ] ] ] ]
(MSC_3) 2 8 4 2 4 3 2 4 2 1
7* 1385,0 | 1353,4 | 146,7 | 1207,0 | 1623,1 | 1491,2 | 14480 | 116,4 | 1357,7 | 1711,7 | 1551,0 | 1541,1 | 139,5 | 1371,2 | 1776,1
(MSC_6) 0 1 1 0 9 4 5 9 0 4 2 7 5 8 3
8
(pre24EPO+MSC._ 14(;6,2 14%6,9 172,2 | 1172,0 15755,6 16%9,8 96,70 14173,9 17120,8 ) ) ) ) )
3)
9*
1524,1 | 14506 | 23 1663,9 | 1619,6 | 319,8 | 1267,5 | 2161,8 | 1754,6 | 1686,7 | 348,3 | 1304,9 | 2244,4
(pre24EPO+MSC_ | ™ 3 3 3 5 3 9 7 0 5 3 5
6)
10
(MSC+post72EPO._ 1515,0 1420,7 199 16155,1 15%7,9 16(:)3,2 14%7,6 182;1,8 ) ) ) ) )
3)
11
1299,2 | 1286,4 | 117,8 1459,9 | 1490,4 | 107,7 | 12551 | 1574,8 | 1550,9 | 1576,7 | 121,0 | 1337,4 | 1678,3
(MSCWOS;”ZEPO— 1 3 3 3 8 9 9 4 2 8 0
6
* Bu grup d t3. haf&onundaki radyolojik inceleme igin yapilan anestezi sonrasi ex olmustur.
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Tablo 4.3. Gruplara gore 0-3 hafta ve 3-6 haftalar arasindaki hacim artisi ve

yuzdeleri.
Gruplar 0-3 hafta hacim artigi 3-6 hafta hacim artigl
P (mm?) (mm’) g
1 (NK) 24,43 20,41
(%1.8) (%1.5)
52,8
2 (PK_3) 9%63.8)
114,69
3 (PK_6) (%9)
81,67
4 (EPO_3) (%5.9)
65,51
5 (EPO_6) (%4.8)
129,61
6 (MSC_3) (%9.4)
106,24 9,78
7 (MSC_6) (%7.7) (%4)
8 (pre24EPO+MSC_3) -
9 (pre24EPO+MSC._6) (2/?{37;1)
10 ]
(MSC+post72EPO 3)
11 91,06
+post K 06.
(MSC 72EPO 6 (%6.23)

hacim artiglari degerlendirildiginde; cerrahi
uygulanm ubunda %1.8 oraninda artis saptanmistir. Sadece

cerrahi uygula _ 3 ve PK_6 gruplarinda direkt grafi incelemelerinde

(%71.4 ve %42.9) gorulmesine ragmen; %3.8 ve %9
nlarlnd@acim artisi olmustur. Direkt grafi ve hacim bulgulari arasindaki
umsuzluk fiazyonun ve hacim artiginin intertransvers alanda degil,
urganin posterior elemanlarinda gelistigini gostermektedir. Histopatolojik

gular (Bkz. B6lim 4.4.) da bu hipotezi desteklemektedir.

Sadece EPO uygulanan EPO_3 ve EPO_6 gruplarinda pozitif kontrol
gruplarinda benzer sekilde; direkt grafi incelemelerinde yiiksek oranda lizis

(%85.7, n=6) gortlmesine ragmen; %5.9 ve %4.8 oranlarinda hacim artigi
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olmustur. Bu sonuglar sadecde EPO uygulamasinin kontrol gruplar ile
karsilagtinldiginda  istatistiksel olarak anlaml  fark  yaratmadigini

gOstermektedir.

Sadece MSC uygulanan MSC_3 ve MSC_6 gruplarinda ER®
gruplarina gére daha yuksek oranlarda (%9.4 ve %7.7) hacim artisi ol ur.
MSC_3 grubundaki %9.4’luk artig direkt grafilerde gorulen %

gOstermektedir.

EPO ve MSC kombinasyonu
pre24dEPO+MSC_6, MSC+post72EPO_3,
ilk 3 haftada sirasiyla %12, %9.2, %6.6 ve %12. m artis1 olmustur.

24 +MSC_3,
PO®6 gruplarinda

olmakla birlikte istatistiksel olarak anla tanamamistir.

3-6 hafta arasindaki ha (

uygulanmayan NK grubu a artig olmustur. Bu oran 0-3 hafta

%) degerlendirildiginde; cerrahi

r (%1.8) ve hala buyumekte olan ratlarin 3
haftalik suredeki n [ jikbuylime orani olarak degerlendirilebilir.

_6 grubunda ise %2.1’lik bir artig olmustur. 0-3
hafta arasind
uc haftadaki ke

olusumu ve sonrasinda bu olugsumun azalmasi ve yeniden sekillenme

sforaninin %9 olmasi ve sonrasinda %2.1’e dismesi ilk
lyilesmesi suUrecinde meydana gelen hipertrofik kallus
surecinin bglamasma baglanabilir.

adece EPO verilen EPO_6 grubunda ise %2.5'lik bir artis olmustur
ilk 3 haftadaki artistan belirgin olarak azdir (%9). Bu durum; PK_6

grubundaki gibi, yeniden sekillenme surecinin baglamasina baglanabilir.

Sadece MSC uygulanan MSC_6 grubunda %4’lUk bir artis olmustur ve
ilk 3 haftadaki artistan belirgin olarak azdir (%7.7). Ancak EPO grubuna gore
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daha yiiksek orandadir (%2.5). ilk U¢ haftadan sonra bu grupta da hacim
artisinin yavaslamasi yeniden sekillenme surecinin baglamasina baglanabilir.

EPO ve MSC kombinasyonu uygulanan pre24EPO+MSC_6 ve
MSC+post72EPO_6 gruplarinda sirasiyla %5.5 ve %6.23'luk hacim ari§
olmustur. Bu gruplarda da ilk G¢ haftadan sonra hacim artiginin yavas Sl

yeniden sekillenme surecinin baslamasina baglanabilir. Aygca h

gruptaki artis oranlarinin, tek basina EPO (%2.5) veya
uygulamasina goére daha fazla olmasi EPO+MSC birlikteligini

dusundurmektedir. Ancak bu fark istatistiksel olarak a

®

Postoperatif 72. saatten itibaren EPO
MSC+post72EPO_3 ve MSC+post72EPO
preoperatif 24.saatte EPO’ya baslanan grupla fazladir. Ancak bu

lari artislari

fark istatistiksel olarak anlamli bulunamamisgtir.
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Sekil 4.7. PK_3 grubundan iki farkl rata ait direkt grafi ve 3D model goruntuleri.
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6. Hafta (2 puan)

e

Sekil 4.8. PK_6 grubundan iki farkl rata ait direkt grafi ve 3D model goruntileri.

®
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ekil 4.9. EPO_3 grubundan iki farkli rata ait direkt grafi ve 3D model goruntuleri.

116



L
?
i
4
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Sekil 4.10. EPO_6 grubundan iki farkh rata ait direkt grafi ve 3D model goruntuleri.

®
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3. Hafta (3 pua.-n)

ekil 4.11.  MSC_3 grubundan iki farkl rata ait direkt grafi ve 3D model goruntuleri.

N\
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6. Hafta (2 puan)

Sekil 4.12.  MSC_6 grubundan iki farkh rata ait direkt grafi ve 3D model goruntuleri.

®
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3 puan)

Sekil 4.13.  pre24EPO+MSC_3 grubundan iki farkli rata ait direkt grafi ve 3D model goruntuleri.
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3. Hafta (3 puan) 6. Hafta (3 puan) 0. Hafta (2 pu3

\ ‘ sagae? i R44
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F

Sekil 4.14. pre24dEPO+MSC_6 grubundan iki farkli rata ait direkt grafi ve 3D model goruntuleri.

®
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0. Hafta (2 puah)
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Sekil 4.15. MSC+post72EPO_3 grubundan iki farkli rata ait direkt grafi ve 3D model goruntdleri.
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6. Hafta (3 puar 0. Hafta (2 pda
R70 =

Sekil 4.16. MSC+post72EPO_6 grubundan iki farkli rata ait direkt grafi ve 3D model goruntuleri.

®
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4.3. Manuel Palpasyon Bulgulan

Calisma gruplarinin 3 ve 6. haftalardaki manuel palpasyon ile flizyon

degerlendirmeleri Tablo 4.4.’te sunulmustur.

®

Tablo 4.4. Manuel palpasyon ile degerlendirme sonuglari.

©)

@)

Gruplar Flzyon yok | Fuzyon var TOPLAM
(NlK) 7 (%100) 0 (%0) 7 (%100)
(PK2_3) 7 (%100) 0 (%0)
(pK3_6) 4 (%57,1) | 3 (%42,3
(EP4O_3) 6 (%85,7)
(EPg 6) 6 (%85,7)
M s?:_e,) %42,9)4 | 4 (%57
(MS7C*Z_6) 4( 3(%42,9) | 7 (%100)
(pre24EPg+MSC_3) 1,4) | 7(%100)
(pre24EPS())*+MSC 3(%42,9) | 7(%100)
(Msc+poslt% ) 1(%14,3) | 7(%100)
(%28,6) | 5(%71,4) | 7 (%100)
50 (%64,9) | 27 (%35,1) | 77 (%100)

yapilmistir.
Tabb4.4.’de sunulan manuel palpasyon sonuglari incelendiginde:

dece cerrahi uygulanan PK_3 ve PK_6 gruplarinda ilk 3 haftada
on gelismemistir. Ancak 6. hafta sonunda %42.9 (n=3) oraninda fluizyon

elismesi sadece dekortikasyon igleminin flzyon saglayabildigini

gOstermektedir.

Cerrahi uygulanan ve sadece EPO verilen EPO_3 ve EPO_6

gruplarinda 3. ve 6. haftadaki incelemelerde birer ratta flzyon gelismesi
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(%14.3, n=1) EPO uygulamasinin flzyon basarisini azalttigini

dusundurmektedir.

Cerrahi ve sadece MSC uygulanan MSC_3 ve MSC_6 gruplarinda ilk
3 haftada %57.1 (n=4); 6. hafta sonunda ise %42.9 (n=3) oraninda flizy@h
saptanmistir. Bu oranlar istatistiksel olarak anlamh olup (p= 0,015) cegsahi
sonrasi erken dénemden itibaren tek basina MSC uygulamaginin flzy

basarisini arttirdigini distindirmektedir.

Cerrahi ve EPO+MSC kombinasyonu uygulan
pre24EPO+MSC_6, MSC+post72EPO 3, MSC+p@t7
ilk 3 haftada sirasiyla %71.4 (n=5), %42.9 (n=3

Preoperatif 24. saat v 2. saatten itibaren EPO

uygulamasi gruplar arasindagstatisti arak farkl degildir.

4.4. Histop ji ele ulgulari

Cali arinin - 0, 3 ve 6. haftalardaki histopatolojik
degerlendirme idaki puanlamaya goére yapilmis olup sonuglari Tablo

4.5.'de sunulmustur:

. (‘Jan: Bos adaciklar,

1 puan: Sadece fibroz doku,
e 2 puan: Fibréz doku fibrokikirdak dokudan fazla,
e 3 puan: Fibrokikirdak doku fibréz dokudan fazla,
e 4 puan: Sadece fibrokikirdak doku,
e 5 puan: Fibrokikirdak doku kemik dokudan fazla,
e 6 puan: Kemik doku fibrokikirdak dokudan fazla,
e 7 puan: Sadece kemik doku.
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Sekil 4.17. Sifir puan v‘erilen‘doku orneginin histopatolojik goruntusu.
a
Kranialde‘her iL(Uarafta paraspinal kas dokulari (PSK) ve orta
hatta spinal kanal ve icerisindeki kauda ekina (KE)
M
(')'rijlme'ktedir. Orta hatta intervertebral disk (IVD) ve
kom§vulugundaki ndral foramanden ¢ikan spinal sinir koku (SS),
hemen kaudalde ise vertebra korpusu (VK) ve her iki lateralinde
’transvers cikintilar (TC) goérilmektedir. Transvers cikintilar

arasinda bos adaciklar mevcuttur.
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Sekil 4.18.

iki puan verilen verilcadoku-brneginin hiétopatolojik goriantusa.
x40 buyutme ile gdsterilen sol taraftaki resimde fibréz doku (fb)
A -

ve fibrokikirdak doku (fk)alanlari gorilmekte olup fibréz doku

cogunluktadir.

a)

Uc puan verilen doku 6rneginin histopatolojik gorintusd.
Fibrokikirdak doku (fk) fibr6z dokudan (fb) baskin haldedir. x40
ve x100 bilyutmelerde sekestre kemik dokusu (S)

gorulmektedir.
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Sekil 4.20.

Dort puan verilen verilen doku o6rneg@inin histopatolojik
A& - % -
goruantisu. x40 ve x100 buylutmelerde a@tlll olarak gorulen
A ¥ 4 -

fuzyon Dbolgesinde fibrokikirdak doku (fk)  hakimiyeti

gorulmektedir. \l

Sekil 4.21.

P P LT v

Bes puan verilen verilen doku orneginin histopatolojik
gorantisu. Fluzyon alaninda sekestre kemik dokulari (s) ve yeni
kemik (yk) olusumu goértlmekle birlikte fibrokikirdak doku (fk)

hakimiyeti mevcuttur.
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Sekil 4.22.  Alti puan veriIen.verile;dok‘uérneginin histopatolojik gorintusu.
Flzyon boélgesinde yaygin yeni kemik (yk) yapimi gorilmekte
y gesinde yaygin y (YK) yapimi g
olup az miktarda fibrokikirdak (fk) doku da gérulmektedir. Koyu
- W

embe renkli orijinal kemik dokularinin arasi yeni kemik
- |\

yapimiyla doldurulmaktadir. Aradaki fibrokikirdak dokunun da
an.

ossifiye olmasiyla solid flizyon gérinimu gelisecektir.
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Tablo 4.5. Histopatolojik degerlendirme sonuglari.

P
Gruplar 0 puan 1 puan 2 puan 3 puan 4 puan 5 puan 6 puan 7 puan Toplam
L 7 7
(NK) (%100) 0 0 0 0 0 0 0 (%100)
2 5 2 7
(PK_3) 0 0 0 0 0 (%71,4) | (%28,6) 0 (%100)
3 1 4 2 7
_ 014, 057, 028, b
(PK_6) 0 0 0 0 (%14,3) (%57,1) (%28,6) 0 (%100)
4 0 0 0 1 2 3 1 0 7
(EPO_3) (%14,3) (%28,6) (%42,9) (%14,3) (%100)
5 0 0 3 2 0 0 2 0 7
(EPO_6) (%42,9) (%28,6) (%28,6) (%100)
6 0 6 1 7
(MSC_3) 0 0 0 0 (%) (%14,3) 0 (%100)
7 0 5 2 7
(MSC_6) 0 0 0 0 (%) (%28,6) 0 (%100)
8 0 0 0 0 0 3 4 0 !
(pre24EPO+MSC_3) (%42,9) (%57,1) (%100)
9 0 0 0 0 2 3 2 0 !
(pre24EPO+MSC_6) (%28,6) (%42,9) (%28,6) (%100)
10 0 0 0 0 0 3 4 0 7
(MSC+post72EPO_3) (%42,9) (%57,1) (%100)
11 0 0 0 0 0 4 3 0 7
(MSC+post72EPO_6) (%57,1) (%42,9) (%100)
7 3 3 5 36 23 77
TOPLAM (%9,1) 0 %3.9) | (%39) | (%65) | (%486) | (%29.9) 0 (%100)
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Tablo 4.5 te sunulan histopatolojik degerlendirme sonuglari

incelendiginde:

Cerrahi uygulanan, EPO veya MSC uygulanmayan PK_3 ve PK 6

gruplarinda yakin oranlarda puanlama verilmis olup genellikle fibrokikir
doku ve az miktarda kemik doku olusumu saptanmistir. Oranlar aras
istatistiksel olarak fark saptanmamistir. Bu sonuclar sadece rtikasyo

isleminin solid olmasa da flizyonu etkiledigini gdstermektedir.

Cerrahi uygulanan ve sadece EPO verile
gruplarinda fibrokikirdak doku ve az miktarda kemikdo
fibroz dokular da gorilmektedir. Ozellikle 6 haftagsil

2 MSC_6 gruplarinda
yuksek oranlarda fibrokikirdak doku iktarda kemik doku olusumu
gorulmesi  kontrol gruplari EPO verilen gruplar ile

karsilastirildiginda istatistiks@Polara pli bulunmustur (p= 0.000).

Cerrahi ve EPO*MSC
pre24EPO+MSC st72EPO_3, MSC+post72EPO_6 gruplarinda
doku ve daha az miktarda fibrokikirdak doku

binasyonu uygulanan pre24EPO+MSC_3,

ntrol gruplari, sadece EPO verilen gruplar ve sadece
ile kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli
ustur (p= 0.000). Bu etki ilk 3 haftada daha belirgindir.

bulunm
Prec?eratif 24. saat ve postoperatif 72. saatten itibaren EPO
ulamasi gruplar arasinda istatistiksel olarak farkli degildir.
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4.5. Komplikasyonlar

2, 3 ve 4. gruplarda birer ratta cerrahi sonrasinda sag ayakta hafif gli¢
kaybi ve kavramada yetersizlik ile belirlenen tek tarafli femoral sinir parezisi

tespit edildi. 1 hafta icinde bulgular kendiliginden geriledi. ®

5. gruptaki bir ratta sonrasinda paraparezi (her iki ayakta gu¢ kayb
kavramada yetersizlik) tespit edildi. 10 gun iginde bulgular

geriledi.

Cerrahi sonrasinda 6. gruptaki bir ratta insizy atti de lo

hematom gelisti. Kanibalizmi tetiklememesi igin Qm birgka arak

de ohemorajik

icerigi muayene sirasinda spontan olarak gune kadar
pansuman takibi yapildi ve sonrasinda eski kafes pnuldu
Cerrahi sonrasinda 5. ve 9. aki 2 ratta insizyon hatti zerinde

minor cilt abrazyonlar gelisti. nfeksiyon bulgusu yoktu.

Kafesleri degistiriimedi ve gu takibi uygulanarak 2-3 gin

icerisinde geriledi.

7 (MSC_6)ve 9 +MSC6). gruplarinda birer adet rat 3. hafta
elemeler sirasinda anestezi komplikasyonlari
nle bu ratlarin 6. haftadaki BT ve direkt grafi

sma dig1 birakildi ancak manuel palpasyon ve

Sekil 4.23. Karsilagilan cesitli yara yeri komplikasyonlari.
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TARTISMA

EPO ve MSC'’lerin tek baslarina kirik iyilesmesinde ve spinal fUzyonda
etkili oldugunu bildiren bir¢ok galisma mevcuttur. Calismamiz, ratlarda spinal
flzyonda EPO ve MSC'lerin birlikte kullanimlarini _konu alan, bi 'n(mi

kadariyla, literatirdeki _ilk _calismadir. Bu c¢alisma ile;

anjiyogenez, antienflamasyon, yara iyilesmesi ve reepitelizasyo
ortak etkilere sahip olan EPO ve MSC’lerin birlikte kullanimini
posterior ve posterolateral spinal flizyona olan etkileri, var j

erken ve ge¢ donemdeki farki ve kirik iyilesmesi

inflamasyon safhasina etki edip etmedigi degerlendl? i

Bu calisma igin, spinal fizyon hayva
kullanilan Sprague-Dawley cinsi ratlar kullanil tlarin spinal fuzyon

modelinde kullaniminin genel dezayantajlari olan:

. Omurga biyo iklerinin dortayak Uzerinde

I olmasi,

yurimelerinden dolayi in an
Cerrahi j a stabilitesini tam olarak saglamak
icin kullanilabilecek BiRintern it cihazi olmamasi,
bi

k otogreft miktarinin ¢cok az olmasi,

ve biyolojik Ozellikleri agisindan insanlarla

z olmasi

= e edilen doz ve etkinlik ile ilgili verilerin direkt olarak
msanlara v
(117, 147).

®

alisma tasarimi planlanirken incelenen literatlrlerde; daha geng

anamamasi gibi hususlar galismamiz igin de gecerlidir

arin flzyon olusturma kapasitelerinin daha yuksek oldugu ve EPO
avisine daha iyi yanit verdikleri bilgisine rastlanmigtir. Klinik gbzleme
dayali, kanitlanmamig bu bilgi ve ¢ogu literaturdeki benzer hayvan yaglar
g6z onune alinarak biz de bu c¢alisma icin ortalama 18-20 haftalik ratlar
kullandik. Histopatolojik incelemeler sirasinda buyume kikirdaklarinin hala

kapanmamis oldugunu gormemiz ve negatif kontrol gruplarinda da kemik
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hacminde artis saptanmasi nedeniyle leriki__calismalarda kemik

matiirasyonunu tamamlamis olan daha yasl ratlarin kullaniimasinin uyqun

olacagini dlistinmekteyiz.

Calismamizda fiizyon veya yeni kemik olusumunu degerlendirebilm@k
amaciyla 0, 3. ve 6. haftalarda direkt grafiler ¢cekilmis ve degerlendiril ri
Lenke ve arkadaslarinin kullandiklar kriterlerden modifiye edilen 5 p

skala ile yapiimistir (148) (Bkz. Tablo 3.4. ve Tablo 3.5.)

Literatirdeki diger rat spinal flzyon modellesinde g
fuzyon degerlendirmelerinin 8 ve 12. haftalw
goOrilmektedir (24, 25, 110, 152, 153). Cogu galismani
sonlandiriilmasi ve bu calismalarda 5. haft
saptanamamas! nedeniyle ¢alismamiz igin 6. tik-"Elde ettigimiz
hacim artisi verileri incelendiginde, 3. haftadan s irgin fuzyon artigi

saptanmamasi bu literatUrleri deste ekte ve ilerideKi calismalarda da 3 ve

6. haftalarda degerlendirme yapilmasin acadi distiniilmektedir.

Rat spinal flzyo o] de  kullanilan farkli  radyolojik

degerlendirme kriterlerin Pet ve arkadaglarinin kullandiklari 3

puanlik skala (24):

(1zyO k veya minimal fizyon,
SO Imayan muhtemel flizyon,

olid gorinimlit muhtemel flizyon;

Miyazaki ve arkadaslarinin transvers cikintilar arasindaki kemik
Ina gé‘degerlendirdikleri 6 puanlik skala (25):

. 0, kemik olusumu yok,

. 1, %25ten az kemik olusumu,

. 2, %25-50 arasi kemik olusumu,
. 3, %50-75 arasi kemik olusumu,
. 4, %75-99 arasi kemik olusumu,
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o 5, transvers cikintilarin arasini tamamen dolduran

(%100) solid gérunumli kemik olusumu

seklindedir. Bu calismalarin ortak 6zelligi belirli miktarlarda otogreft veya
allogreft kullaniimasidir. Calismamizda ek otogreft veya allogr‘t
kullanilmamig; burr ile dekortikasyon sirasinda etrafa sacilan kemik f@zlari

greft fonksiyonu gérmustar. Bu teknik ile elde edilebilecek otogreft miktari

gorulmemis, Lenke ve arkadaslarinin odlgutle
sekilde modifiye edilmistir. Olusturdugum
kriterlerinin (Bkz. Tablo 3.5.) ilerideki
kullanilabilecegini distinmekteyiz.

Calismamizda fuzyon h rlendiriimesi icin 320 dedektor
siralil MDBT kullaniimistir. g&Unc ur incelendiginde ratlarda spinal
flUzyon degerlendirmelerin enelll iksek ¢ozunurlukli mikro bilgisayarh
tomografi (mikroBT) vy mi kullanildigi gorualmektedir (59, 153-155).
Mikro-BT 4 ¥

inebilen,

iksel gibi detayl bir uzaysal rezolisyona
yapisinin incelenmesinde kullanilabilecek en
ayrintil tetki emizde sayili merkezde mevcuttur. Yuksek dozdaki
radyasyon orani fagdeniyle cogu hayvan modellerinde radyasyon yaniklarina
acabilmekte ve sadece 3.6-7.6 cm arasindaki kuguk boyutlardaki

0 kIerde’nceIeme yapabilmektedir. Bu nedenle canli hayvanlarda
pI k incelemelerde kullanigl degildir (155, 156). Ote yandan; MDBT
ik kullanimi yaygin olan, canli hayvanlarda da kullanilabilen, daha dugsuk
dyasyon maruziyetine sahip, daha ucuz ve ulasilabilir bir inceleme

yontemidir.

Ratlarda spinal fizyonun degerlendiriimesinde MDBT kullanimi ile ilgili

caligmalar literatirde ¢ok az olup genellikle 64, 120 veya 256 dedektor sirali
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cihazlar kullaniimistir (155, 157, 158). 320 dedektor sirah MDBT cihazlari
ulkemizde sayili merkezde olup GATA Radyoloji Anabilim Dali bunlardan

birisidir. Calismamiz, bilindigi kadariyla, ratlarda spinal flizyonun

degerlendiriimesinde 320 dedektor sirali MDBT nin kullanildidi ilk calismadir.

Rat omurgasinin 3 boyutlu degerlendiriimesinde ve hacim 06lgu e

Mimics Innovation Suite® programinin kullanima literatirde

Erbil OGUZ'un baskani
Merkezi'nin (METUM) benzer

tirmacilara her zaman kapilarinin

Bu noktada; Sayin Dog. Hv. T
oldugu GATA Medikal Tasarif) vellk
caligsmalar igin, tim yurt ici

yurt

acik oldugunu belirtmelgiste

i acisindan calismanin diger bir kisitlamasi
ralizasyonunun degerlendiriimemesidir. Bunun
icin - gunimt A (Dual-Energy Xray Absorbitometry) ve pQCT
(Peripheral Qu e Computed Tomography) teknikleri kullaniimaktadir
(184). pQCT incelemesi in vivo olarak kemigin trabekuler mimarisini
lemek @in kullaniimaktadir. Gérintilerinin ¢ézinirliginin az olmasi ve

d kemik mineral yogunlugunu degerlendirmesi eksik yonleridir. Ayrica
al fuzyonda sadece “yaygin kemik olusumu varsa” kullaniimasi
erilmektedir (158). Direkt grafi ve BT incelemelerinin siresinin zaten uzun
olmasi, ek bir incelemenin anestezi slresini uzatip ek anestezik madde
gereksinimine yol agacagi ve komplikasyon oranini arttirabilecegi dustncesi
ile galismamizda bu teknik uygulanmamistir. Calisma suresince ex olan ikKi

ratin; uyguladigimiz cerrahi islem sonrasinda degil de, radyolojik incelemeler
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sirasindaki anestezi sonrasinda ex olmasi bu dusunceyi hakli kilmaktadir.

Ancak, ileride daha az rat sayisi ile planlanacak calismalarda DEXA

incelemesinin faydall olacadini dlisiinmekteyiz.

MDBT ile yapilan incelemeler sirasinda; kardiyak BT anjiyogr@fi
tetkiklerinde kullanilan aterom plaklarindaki kalsiyum dagiliminin 6lgu I
benzer bir mantik ile fuzyon kitlesi igin de uygulanabilecegi fikrpakla
gelmigtir. Bu yontemin ilerideki calismalarla arastl

degerlendirilmistir.

Caligmamizda fuzyon degerlendirilmesin@ la uel
palpasyon yerine; literatirdeki bazi ¢alismalarda biyo anian ya “3

analizlerle
rotasyon, torsiyon ve bukilme kuvvetlerine avemet ozellikleri

e hasar meydana

r da bu iki yontem arasinda diskordans
Bizim c¢alismamizda da direkt grafi
artiglarinin manuel palpasyon degerlendirmeleri
ile korale oldtg rlendirilmistir. Ancak histopatolojik inceleme bulgulari

ile belirgin korelasyon saptanamamisgtir.

KuIIQIan degerlendirme yodntemleri hep birlikte incelendiginde direkt
afff@anuel palpasyon ve histopatolojik inceleme ydntemlerinin gézlemci
gimli olmasi nedeniyle; en objektif kriterin, ayni zamanda tek kantitatif
dlgu olan hacim miktarlar oldugu gorulmustar. Ayrica bu yontemlerden;

klinik uygulamada da kullandigimiz manuel palpasyon degerlendirmesinin

fonksiyonel agidan en degerli bulgu oldugu degerlendirilmigtir.
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Uyguladigimiz cerrahi teknik; transvers cikintilarla birlikte faset
eklemleri, lamina ve spin6z c¢ikintilarin lateral yuzeylerini de igeren
posterior+posterolateral intertransvers flizyon idi. Literatlrdeki calismalarin
blylk c¢ogunlugunda posterolateral intertransvers flizyonun uygulandigini
gormekteyiz (1, 108, 110, 113, 114, 116, 117, 137, 143, 146, 157, 1584 160-
164). Bu yaklagimda klasik Wiltse yontemi kullanilarak iki paramedian f
kesisi ile transvers cikintilara ulasiimakta; lamina, faset ekleml
cikintilar goértulememektedir. Paraspinal kaslardan saglanan kan

posterolateral spinal fuzyona buyuk katkisi oldugunu

g6z onune alindiginda; bizim yaklasimimizin, sadece
cerrahisine gore daha invazif ve kanlanmayi bozabileeek
dusunulebilir. Ancak elde edilen direkt

palpasyon bulgulari incelendiginde; cerr

artisl saptanmasi ve manuel palp fluzyon saptanmasi bu dusunceyi

curutmektedir.

Cerrahi islem oncesi anti ik profilaksisi amaciyla 22 mg/kg.
dozunda sefazolin sody kulla ir. Kiguk hayvanlarda uygulanan
cerrahi iglemlerde kontaminasyona yol agan patojenler
Staphyloco (6z e Koagulaz pozitif S. aureus), E. coli, ve

lin bu turlere karsi etkilidir. Ayrica sefazolinin

kanama zamani, platelet sayisi ve buyuklugu,

5). Enf@iyonun engellenmesinde uygun aseptik cerrahi teknik, dikkatli
vmatik yumugak doku diseksiyonu ve kanlanmanin bozulmamasi,
ostaz ve doku kanlanmasinin saglanmasi, cerrahi alanin kapatilmasi
asinda mumkuln oldugu kadar anatomik rekonstriksiyon yapilmasi ve olu
bosluk ydnetiminin iyi yapilmasi gibi yontemler deney hayvanlarinda da temel
teknikler olup bu onlemler alinmadiginda antibiyotik profilaksisi yeterli

olmayacaktir (165). Uyquladigimiz _dikkatli _cerrahi _teknik ve sefazolin
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profilaksisi sayesinde calismamizda enfeksiyonla ilqili herhangi bir

komplikasyon qériilmemistir.

Cerrahi teknigimiz ile elestirilebilecek bir husus, 3 ratta tek tarafli

femoral sinir parezisi ve 1 ratta paraparezi goériilmesidir (Bkz. Bolim 4.5)).

Transvers ¢ikintilarin medial kismi ile pars interartikilarisin lateral ken In
burr ile dekortikasyonu sirasinda lomber spinal sinir kokleri
oldugu unutulmamalidir (164). ilk cerrahi uygulanan gruplarda

komplikasyon; 7-10 gln icerisinde spontan olarak tamamen gerilemi

pratik yapilip 6grenme egrisinin  kisaltilg

komplikasyonlari engelleyecegini dusunme

yapilmadan uygulananan rhBMP-4
bildiriimigtir (166). Bu artis rhBM LN €
MSC'’lerin fuzyon bdlgesi

esl” ve osteojenik farkhlagmaya

ugramasina baglanmistir.

Cerrahi isle SC uygulanan gruplarda dekortikasyon
bdlgesine [ madde (skafold) kullanmadan, yaklasik bir

milyon a ‘ nmigtir. Minamide ve arkadaslarinin (150)

Ismalarda cerrahi bdlgesine vyerlestirilen MSC’lerin  immunflorasan
ile  canliliklarinin  histopatolojik  olarak  gosterilebildigi

ktedir (108, 112). ileride planlanacak calismalara bu yéntemin de

enmesinin uyquladigimiz teknigin etkinliginin gésterilmesi acisindan uygun

lacadini__degerlendirmekteyiz. Ek olarak MSC’lerin spinal flzyon

modellerinde genellikle in vitro osteoblastik farklilastirma sonrasi cesitli
skafoldlar ile kombine olarak kullanildigini gérmekteyiz (67, 81, 108-115). Bu
calismalarda Ozellikle osteoblastik farkhlastirmanin “uygulanmasi gerektigi”
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vurgulanmaktadir. Ancak hangi oranda farklilastirma yapilacagi net olmayip
hala tartisma konusudur. Ek olarak, skafold olmadan kullanilan MSC’lerin
fluzyon oranlarini arttirmadidi ve kemik gelisimini inhibe ettigini bildiren az
sayilda calisma da mevcuttur (116). Calismamizda diger gruplar ile

kargilastirildiginda MSC gruplarinda elde edilen daha yuksek fuzyon oranlart;

MSC'’lerin skafold ve osteoblastik farklilasma olmadan da kullanilabilec

gOstermektedir. Literatirde EPO geni ile transfekte edilmis MS@ilerinfloka

EPO salinimi yapmalari sayesinde beyin ve bdbrek iskemisi mo

daha etkin oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (128, 129). IS r
g0z onune alindiginda; galismamizda skafold ve_os rklilasma
olmadan kullanilan MSC’lerin etkinliginin, EPO da
kaynaklanabilece@i g6z éninde bulundurul uh e farkl bir
calisma konusu olabilir.

EPO tedavisi ile ilgili i ki ilk ¢ larda, sitoprotektif

etkilerinin suprafizyolojik dozlarda go
(23), 3000 IU/kg/gun (44) gibi mistir. Ancak yUksek doz
EPO’nun kan viskozitesini tromboembolik  komplikasyonlar

u bilgisi nedeniyle 5000 1U/kg/gin

yaratabilecegi ve doku
cahgilan 350 IU/kg/gt

uzerindeki ililegy, saptanmasi nedeniyle uygulanan dozlar

bozulabileceginin bildirilmesi ve

U/kg/gin gibi dozlarin da kirk iyilesmesi

dusurulm calismamizda Garcia ve arkadaslarinin

EPO’nun

er bir kisittamadir. EPO’nun kirik iyilesmesine olan etkilerini arastiran

ratlardaki etkinliginin degerlendiriimemesi galismamizdaki

b r calismalarda iki haftalik araliklarla tam kan (hemoglobin, hematokrit,
telé®ve beyaz kure) dlgumu ve ELISA kitleri kullanilarak plazma rhEPO
eyleri dlcumu yapilmigtir. Ayrica bazi c¢aligmalarda ratlarda rhEPO’ya

arg! direng olusabildigi ve plazmada anti-rhEPO dlzeylerinin dlgulebilecedi
bildirilmigtir. Ratlarda kan alma isleminin zorlugu, invazif olmasi, ek stres
yaratmasi, alinabilecek kan miktarinin az olmasi ve galigmanin mali yukunu

arttirmasi gibi nedenler ile calismamizda c¢alismamizda bu incelemeler
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yapilmamistir (23, 157). Ancak ileriki galismalar igin planlanmaktadir.
EPO’nun galismamizdaki etkinligi indirekt olarak manuel palpasyon sonuglari

ve radyolojik histopatolojik inceleme bulgulari ile degerlendirilmistir.

®
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SONUG VE ONERILER

Bu calismada 18-20 haftalik, ortalama 253,2+32 gr. agirliginda 3 adeti
MSC Uretiminde olmak Uzere toplam 80 adet disi Sprague-Dawley cinsi rat
kullaniimistir. Sadece EPO uygulanan, sadece MSC uygulanan, EPO M&
kombine olarak uygulanan ana c¢alisma gruplari ve kontrol gruplari, e
donem ve ge¢ donem fluzyon oranlarinin kargilastirilabi
preoperatif/postoperatif EPO uygulama zamaninin
degerlendirilebilmesi amaciyla alt gruplara ayrilip toplam

ayriimistir.

Negatif kontrol grubu hari¢ tim gruplara L4 riorposterolateral

DBT, manuel

palpasyon ve histopatolojik inceleme yontemleri dirilmigtir.

Sonug olarak:

1. Ratlarda de ile Ofusturulan; ek otogreft veya
allogreftin kullaniimad
modelinde, 500

uygulamasinin

osterolateral lomber spinal flizyon
ozunda intraperitoneal EPO

ruplar ile karsilastirildiginda kikirdak ve

allogreftin kitlaniimadig posterior+posterolateral lomber spinal flizyon
modelinde, osteoblastik farklilagsmaya ugratiimamis yaklasik bir
milyaq adet MSC’nin skafold olmadan cerrahi bolgesine

gulanmasinin kontrol ve EPO gruplan ile Kkarsilastirildiginda

fuzyon oranlarini arttirdigi degerlendirilmistir.

3. Ratlarda dekortikasyon ile olusturulan; ek otogreft veya
allogreftin kullanilmadigi posterior+posterolateral lomber spinal flizyon
modelinde, osteoblastik farklilagsmaya ugratiimamis yaklasik bir milyon

adet MSC’nin skafold olmadan cerrahi bdlgesine uygulanmasi ve 500
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IU/kg/gin dozunda intraperitoneal EPO uygulamasi
kombinasyonunun _kontrol, EPO ve MSC gruplar__ile

karsilastirildiginda fiizyon oranlarini daha fazla arttirdigi

degerlendirilmistir.

®

4. Preoperatif 24. saat ve postoperatif 72. saat O
uygulamasi agisindan gruplar arasinda anlamli fark saptapamam;gtir.

Calismamizin ayirt edici 6zellikleri olan: %

o Ratlarda spinal fuzyonda EPO birli
kullanimi

o Ratlarda spinal fuzyonu Lenke ve
arkadaglarindan modifiye edilen radyolO ne kriterleri (Bkz.
Tablo 3.5.),

o Ratlarda spinal degerlendiriimesinde 320
dedektor sirali MDBT nin a

. 320 ktor MDBT’den elde edilen verilerin

® programi ile rekonstrikte edilmesi ve
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