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OZET

Ahmet Burak BILEKLI, “Spinal Fiizyonda Mezengimal Kok Hiicre Ve
Eritropoetin Kombinasyonunun Etkinligi”, Gulhane Askeri Tip
Akademisi Askeri Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali,
Tipta Uzmanlhk Tezi, Ankara, 2014.

Calismamizda EPO ve MSC’lerin birlikte kullaniminin ratlarda

posterior ve posterolateral spinal fizyona olan etkileri degerlendirilmigtir.

Calisma igin 77 adet Sprague-Dawley cinsi disi rat kullaniimigtir.
Sadece EPO uygulanan, sadece MSC uygulanan, EPO+MSC kombine
olarak uygulanan ana g¢alisma gruplari ve kontrol gruplari erken ve geg¢
donem ile preoperatif/postoperatif EPO alt gruplarina bolinerek toplam 11
gruba ayrilmistir. Negatif kontrol grubu haric tum gruplara L4-L5
posterior+posterolateral spinal flizyon cerrahisi uygulanmis ve sonuglar direkt
grafi, MDBT, manuel palpasyon ve histopatolojik inceleme ile

degerlendirilmigtir.

Sonu¢ olarak, 500 IU/kg/gin dozunda intraperitoneal EPO
uygulamasinin kontrol gruplari ile karsilastiriidiginda kikirdak ve kemik doku
gelisimini geciktirerek flizyon oranlarini olumsuz etkiledigi; osteoblastik
farkhlasmaya ugratiimamis MSC’lerin skafold olmadan cerrahi bolgesine
uygulanmasinin kontrol ve EPO gruplari ile Kkarsilastirildiginda fluzyon
oranlarini arttirdigi; bu iki uygulamanin kombine edilmesinin ise flizyon
oranlarini daha c¢ok arttirdigi bulunmustur. Ek olarak, preoperatif 24. saat ve
postoperatif 72. saat EPO uygulamasi arasinda anlamli fark olmadigi

saptanmamistir.

Anahtar Kelimeler: spinal fizyon, eritropoetin, mezensimal kdk hicre,
MDBT, Mimics

Destekleyen Kurumlar: Gullhane Askeri Tip Akademisi Arastirma Bilimsel

Kurulu, AR—2014/04 numarali arastirma projesi.
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SUMMARY

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

In this study, we investigated the efficacy of EPO and MSC

combination at a rat posterior and posterolateral spinal fusion model.

77 female Sprague-Dawley rats were used for this study. Study groups
were designed as “EPO only”, “MSC only”, “EPO and MSC combination” and
“control” groups. A total of 11 groups were formed after designing “negative
and positive (sham) control groups”, “preoperative 24th and postoperative
72th hour EPO administration groups” and “3th and 6th week groups”. All
groups underwent L4-L5 posterior and posterolateral spinal fusion surgery,
except the negative control group. Plain radiographs, MDCT scans, manuel
palpation assesment and histopathological analyses were performed to

assess fusion.

Our results suggest that, administration of intraperitoneal rhuePO (500
IU/kg/day) decreases fusion rates compared to control groups. Also,
administration of MSCs with no osteoblastic diffetantiation and without
scaffold usage; increases fusion rates compared to control and EPO only
groups. At last, combination of EPO and MSCs further increases fusion rates
compared to control, EPO only and MSC only groups. Also there were no
significant differance between preoperative 24th and postoperative 72th hour

EPO administrations.

Keywords: 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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AIDS

ALP
BMP
BMP-R

BMSC
BT
C-EPO
CFU-E

DBM
EPC
EPO
EPO-R
ESC
FGF
GATA
GH
GIS
GLUT1

GM-CSF :

HIF1
HOBIT

HPC
HSC
IGF
IL-1

SIMGELER VE KISALTMALAR

Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu (Acquired Immune
Deficiency Syndrome)

Alkalen Fosfataz (Alkaline Phosphatase)
Kemik Morfojenik Protein (Bone Morphogenic Protein)

Kemik Morfojenik Protein Reseptéri (Bone Morphogenic
Protein Receptor)

Kemik iligi Stromal Hiicreleri (Bone Marrow Stromal Cells)
Bilgisayarli Tomografi
Karbamile EPO (Carbamilated EPO )

Eritroid Koloni Olusturucu Birim (Colony Forming Unit -
Erythroid)

Demineralize Kemik Makriksi (Deminelarized Bone Matrix)
Eritroid Onclil Hiicre (Erythroid Progenitor Cell)
Eritropoetin (Erythropoietin)

Eritropoetin Reseptdori (Erythropoietin Receptor)
Embriyonik Kok Hiicre (Embryonic Stem Cell)

Fibroblast Buylime Faktoru (Fibroblast Growth Factor)
Gulhane Askeri Tip Akademisi

Blyume Hormonu (Growth Hormone)

Gastrointestinal sistem

Glukoz Taslyicisi 1 (Glucose Transporter 1)

Granulosit-Makrofaj Koloni Uyarici Faktort  (Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulating Factor)

Hipoksi ile Uyarilabilen Faktor 1 (Hypoxia-Inducible Factor 1)

insan Osteoblast benzeri Onciil Transfektan hiicreleri (Human
Osteoblast-like Initial Transfectant Cells)

Hematopoetik Onciil Hiicre (Hematopoietic Progenitor Cell)
Hematopoetik Kok Hicre (Hematopoietic Stem Cell)
instilin benzeri Blylme Faktori (Insulin-Like Growth Factor)

interlokin-1

Xiv



IL-6
INOS

IP

JAK/STAT:

KBY
M-CSF

MDBT
MPC
MRG
MRNA
MSC
NF-kB
OP-1
PDGF

PMNL
PTH
RANK

RANKL

rhEPO

Runx2

TGF-B

VEGF

BcR

interlokin-6

indiiklenebilen Nitrik Oksit Sentaz (Inducible Nitric Oxide
Synthase)

intraperitoneal
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GiRiS

Spinal fuzyon travma, deformiteler, dejeneratif hastaliklar, infeksiy6z
hastaliklar ve timorlerde glinimuzde yaygin olarak uygulanan bir cerrahi
yontemdir. implantlarin ve cerrahi tekniklerin gelismesi, daha ayrintili
radyolojik goruntuleme teknikleri, kemik iyilesmesinin biyolojisinin daha iyi
anlasiimasi, preoperatif ve postoperatif bakim ile rehabilitasyon alanindaki
gelismeler sayesinde bu endikasyonlarin kapsami giderek genislemektedir.

Bu gelismelere ragmen psddoartroz oranlari hala sifira indirilememistir.

GUnumuzde omurga cerrahisi alanindaki arastirmalarin buyuk bir
bolumu flzyon oranlarini arttirabilecek faktorler ve osteoprogenitor kok
hicrelere yogunlasmistir. Burada amag¢ otolog kemik greftleri veya
allogreftlerin kullanimini azaltarak morbidite ve mortaliteyi azaltmak, ayni
zamanda da tekrarlayan cerrahileri ve bunlarla iligkili komplikasyonlari azaltip

ekonomik kayiplari en aza indirmektir.

Eritropoetin (EPO) hormonuyla ilgili klasik bilgilerimizin degismesi ile
artik sadece eritrositlerin Uretiminden sorumlu olmadigini, degisik dokularda
sitoprotektif etkisi olan bir hormon oldugunu bilmekteyiz. EPO’nun
antioksidatif, antiapoptotik ve antienflamatuar etkileri ile néroprotektif etkileri
oldugu, anjiyogenez ve damar tamirini hizlandirdigi, myokard iskemisi
sonrasi kardiyak fonksiyonlari dizeltebildigi, bobrek epitelyal hicrelerindeki
iskemi reperfizyon hasarini azaltabildigi, reepitelizasyon ve yara iyilesmesini
hizlandirdigi  bulgularindan hareketle osteogenez Uzerindeki etkileri

arastirimaya baslanmistir.

Diger bir genig arastirma alani olan mezengimal kok hucre (MSC)’lerin
kas iskelet sistemindeki yag, kemik, kikirdak, tendon/ligament, kas, stromal
doku hucrelerinin hemen hepsine farklilagabildiginin bulunmasi ile kikirdak,
meniskus, sinir, tendon ve kas gibi iyilesme kapasitesinin kisitli oldugu
dokularin yenilenmesi icin arastirmalar hizlanmistir. Diger yandan genis
kemik defektleri ve kaynamama problemlerinin tedavisinde de etkinlikleri

bildirilmigtir.



1.1. Amag

EPO ve MSC’lerin birlikte kullanimiyla ilgili caligmalar literatirde cok

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

EPO ve MSC’lerin tek baslarina kirik iyilesmesinde ve spinal fiizyonda
etkili oldugunu bildiren birgok calisma mevcuttur. Ancak; bilindigi kadariyla,

spinal fuzyonda birlikte kullanimlarini konu alan herhangi bir ¢alisma yoktur.

Bu calisma; osteogenez, anjiyogenez, antienflamasyon, yara
iyilesmesi ve reepitelizasyon konusunda ortak etkilere sahip olan EPO ve
MSC’lerin birlikte kullaniminin ratlarda spinal fluzyona muhtemel etkilerini

arastirmak amaciyla yapilmigtir.

Calismamizda fuzyon hacminin degerlendiriimesi igin ratlarda 320
dedektor sirali Multi Dedektér Bilgisayarli Tomografi (MDBT) kullanimi ve
hacim olgumlerinde Mimics Innovation Suite® kullanimi yontemleri; bilindigi

kadariyla, literaturde ilk defa bildirilen diger iki dnemli 6zelliktir.

Calismamizdan elde edilecek bilgiler ile EPO, MSC ve EPO ile MSC
kombine kullaniminin flizyona olan etkileri, var ise bu etkinin erken ve gec¢
donemdeki farki, bu etkinin kirik iyilegsmesinin ilk safhasi olan inflamasyon

safhasina etki edip etmedigi dederlendirilecektir.

EPO ve MSC birlikteliginin etkinligi gosterilebilirse otolog veya allojenik

greft kullanimina alternatif olmasi yontinde calismalara yol gésterecektir.

Ayrica, ratlarda MDBT kullanimi ve Mimics ile dlgim ydntemlerinin;
ulkemizde ¢ogu kurumda bulunmayan ve pahali olan mikroBT kullanimina

alternatif yaratacagi ve diger ¢calismalara dncu olacagi degerlendiriimektedir.



GENEL BILGILER
2.1. Spinal Flizyon
2.1.1. Tanimi

Spinal fizyon omurganin elemanlarinin  artrodezidir. Amaci
omurgadaki patolojik segmental hareketi veya instabiliteyi gidermek, agriy ve
eslik eden bulgular azaltmaktir. Spinal fuzyon cerrahisi; travma, deformiteler,
dejeneratif hastaliklar, infeksiyoz hastaliklar ve tumorlerde siklikla
uygulanmaktadir. implantlarin ve cerrahi tekniklerin gelismesi, daha ayrintili
radyolojik goruntileme teknikleri, kemik iyilesmesi biyolojisinin daha iyi
anlasiimasi, preoperatif ve postoperatif bakim ile rehabilitasyon alanindaki

gelismeler sayesinde bu endikasyonlarin kapsami giderek genislemektedir.

Flzyon cerrahisindeki amag¢ solid bir flzyon saglanincaya kadar

omurganin dizilimini ve stabilitesini korumaktir. Bunun igin uygulanan

teknikler:
J Posterior fuzyon,
o Posterolateral veya intertransvers flizyon,
o Lateral fizyon,
. Anterior flizyon,
. interbody flizyon,
o Minimal invazif anterior flzyondur.

Posterior ve posterolateral (intertransvers) fuzyon omurganin arka
elemanlarinin fizyonu olup, Albee ve Hibbs tarafindan 1911 yilinda ortaya

atilan prensiplere dayanmaktadir.

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

dizilimini saglayan ve hareketini engelleyen rod, plak, tel, kanca, algi, korse



ve ortez gibi gesitli tespit araglarini internal veya eksternal olarak kullanarak
saglanmaktadir. Mekanik ve biyolojik faktorler tek baglarina fluzyon

olusturamazlar ve ikisinin de ideal sartlarda olmasi gerekir.

implant teknolojisinin gelismesi ve kemik iyilesmesi etkileyen biyolojik
faktorlerin daha ayrintili bir bicimde anlagiimasina ragmen psddoartroz
oranlari sifira indirilememistir. Literatirde %5-43 arasinda degisen oranlarda
bildiriimektedir (1). Bu oranlar altta yatan birgok lokal ve sistemik faktore bagl

olabilir. Kisaca bu faktorler:

o Yeterli lokal kan akimi ve doku oksijenizasyonunun

saglanamamasi,

o Kemik olusumu igin yeterli sayida osteojenik hicrenin
olmamasi,
o Osteoinduktif ve osteokonduktif faktorlerin  yeterli

olmamasidir.

Gunumuzde arastirmalar osteoinduktif ve osteokonduktif faktorler ile
osteoprogenitor kok hucrelere yogunlagmigtir. Kemik iyilesmesinin biyolojisi
ve bunu etkileyen Ilokal ve sistemik faktorler ilerideki bdlumlerde

tartisilacaktir.
2.1.2. Tarihgesi

ilk spinal fiizyon vakalari 1911 yilinda Hibbs ve Albee tarafindan
skolyoz ve omurga tuberkulozundaki (Pott hastaligi) tedavi teknikleri ile
bildirilmistir (2, 3).

Hibbs spindz cikintilarin, lamina ve artikller fasetlerin subperiostal
acllimi ve faset eklemlerin kirete edilmesini takiben, laminadan kaldirilan
kemik flepler ile flzyonun saglandigini bildirmistir. Ameliyat sonrasi hastalara
sekiz hafta boyunca yatak traksiyonu ve algi korse uygulamis ve 1924'de 59
skolyoz olgusunda uyguladigi flizyon sonuglarini yayinlamistir. 1941'de
American Academy of Orthopaedic Surgeons derneginin kurdugu bir



komitenin incelemesinde 425 flizyon uygulanan hastanin 180'inde

psodoartroz gelistigi ve %69 vakada kotu sonug oldugu bildirilmistir (4, 5).

Albee ise bir Pott olgusunda otolog tibia grefti kullanmis, spindz

cikintilari ayirarak tibial grefti spin6z cikintilarin arasina yerlestirmistir.

Tarkiye'de ilk Albee operasyonu 1925 yilinda bir askeri doktor olan Dr.
Mim Kemal Oke tarafindan, Pott hastas! olan iki olguya uygulanmistir (6).
Albee ve Hibbs’in 1911 yilinda ilk olgulari bildirdigi distnulirse, bu ¢alisma o

zamanin sartlari icin bayuk bir basaridir (7).

1926'da Dr. Burhaneddin Toker uyguladigi Albee operasyonunu
bildirmis (8) ve 1942'de Dr. Sadettin Onaran Pott hastaligi nedeni ile Albee
operasyonu uyguladigi dokuz olguyu sunmustur (9). Bu ¢alisma Turkiye'de

ilk yayinlanan spinal flizyon serisidir (7).

1940’'h yillarin sonunda Ulkemizde yaygin olan kemik ve eklem
tuberkulozu vakalarinin etkin tedavisini saglayabilmek igin kemik hastaneleri
kurulmus ve bu kurumlarda yetisen degerli hocalarimiz omurga cerrahisi
alaninda onculuk etmiglerdir. Dr. veli Lok 1960'h yillarin baginda Pott
hastalarinda Albee operasyonuna baslamis, GATA Ortopedi ve Travmatoloji
Klinigi'nin kurucusu Dr. Ridvan Ege ise ayni donemde Albee operasyonunu

modifiye ederek uygulamigtir (7, 10-17).

1962’de Harrington sistemi tanitiip tim dinyada yayginlagsmaya
baslamasi (7) ve sonrasinda modern implantlarin ve tekniklerin gelismesi ile

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

Spinal fluzyon temelde kemik iyilesmesi sdrecidir. Bu sureci
anlayabilmek i¢in oncelikle kemik anatomisi, histolojisi ve kirik iyilesmesinin

fizyolojisinin bilinmesi gerekir.



2.2. Kemik Anatomisi ve Histolojisi

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

osteoklastik aktivitelerin hassas dengesine baghdir.

Kemik iligi hematopoetik kdk hicre (Hematopoietic Stem Cell, HSC),
hematopoetik oncul hicre (Hematopoietic Progenitor Cell, HPC), mezengimal
kok hucre (Mesenchymal Stem Cell, MSC), mezensimal oncul hucre
(Mesenchymal Progenitor Cell, MPC), fibroblast, makrofaj, adiposit,

osteoblast, osteoklast, retikiler hiicreler ve endotelyal hucreleri igerir.
2.2.1. Osteoblastlar

Osteositlerle birlikte baslica kemik doku olusturan hticredir. Pluripotent
MSC’lerden koken alirlar. Birgok lokal, sistemik ve mekanik uyarana yanit
verirler. Tip | kollajen, ALP, osteokalsin, kemik siyaloprotein sentezlerler ve
PTH’a yanit verirler. Osteoid adalarindan mineralize olmamis bir organik
matriks olustururlar. Bu matriks daha sonra mineralize olur, kemige guclinu
ve sertligini verir. Mineralize olan kemik matriksi osteoblastin etrafini
sardiginda igerisindeki granulli endoplazmik retikulum miktarn azalir,

nukleus/sitoplazma orani artar ve osteosit haline gelir.

Bircok arastirmaci osteoblastlarin hematopoezi de dizenledigini
savunmaktadir. Bunun nedeni; kemik iliginde osteoblastlarin HPC’lerden
osteoklast olusumunu ve gelisimini saglamasi ve sonu¢ olarak kemik

rezorpsiyonunu uyarmasidir (18, 19).
2.2.2. Osteositler

Kemik matriks icinde sikisip kalmig 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 bdlgeler araciligi



ile kan dolasimindan gesitli maddelerin kemik iginde transportunu saglarlar.
Kalsiyumun ve fosforun ekstraselliler yogunlugunun kontrolinde aktif rol

oynarlar.
2.2.3. Osteoklastlar

CD34+ hematopoetik hucrelerden koken alan multindkleuslu, buyuk
hacrelerdir. Osteoblastlar tarafindan Uretilen NuUkleer Faktor Kappa B
Reseptor Aktivatoru Ligandi (Receptor Activator of NF-kB Ligand, RANKL)
osteoklast farkllasmasi ve rezorptif aktivitesini dizenleyen o6nemli bir
proteindir. Ayrica osteoklastlarin mineralize yuzeylere dogru ilerlemesi ve
tutunmasini saglayacak kemotaktik sitokinler ile ylzey yapigsma (adezyon)

molekdullerinin sentezini duzenlerler.

Osteoklastlar kemik rezorpsiyonunun oldugu Howship Lakunalar’nda
bulunur ve aktive olduklarinda hicre duvarlari tirtikli héle gelir. Tirtiklari
olusturan kuguk sitoplazmik uzantilarin icinde “tartrata direncli asit fosfataz”

enzimi bulunur ve kemik rezorpsiyonu bu enzim araciligiyla olur.

Birincil kemik iyilesmesi sirasinda kirik hattinin bir tarafindaki
osteoklastlar kesici koniler (cutting cones) adi verilen bir rezorptif kavite
olustururlar ve hidrolitik enzimler salarak kemigin ve kalsifiye kikirdagin

inorganik ve organik matriksini ¢ozerler (18, 19).
2.2.4. Hematopoetik Hiuicreler

Hematopoetik kok hucreleri, hematopoetik oncul huacreleri  ve

bunlardan farkhlasan hucreleri igerir.
2.2.5. Kemik Matriksi

Yaklasik %70Q’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



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

Organik Kisim: Tip | kollajen kemigin organik kisminin gogunlugunu
olusturur. Diger proteinler; osteokalsin, osteonektin, kemik siyaloprotein ve

cesitli blyume faktorleri ve sitokinleri igerir.
2.2.6. Kemik Doku Mineralizasyonu

Kemigin inorganik kismi ¢ogunlukla kalsiyum hidroksiapatit
kristallerinden olusur. Mineralizasyon; baslangi¢c (nukleasyon) ve buylime
seklinde iki asamada gergeklesir. Minerallerin ¢okmesi kollajen molekulleri

arasindaki deliklerde olur.
2.2.7. Kemik Tipleri

Kemik yapisal olarak, trabekuler (kanselloz, spongidz) kemik ve
kortikal kemikten olusmaktadir. Kortikal kemigin kitlesi kansell6z kemigin
yaklasik 4 kati olup, kansell6z kemigin dongusu (turnover) kortikal kemigin
yaklasik 8 katidir. Yapisal farkliliklari Gzerlerine yansiyan degisik kuvvetlere
dayanmalarini saglar. Kortikal kemik en iyi bukulme, torsiyon ve kompresyon
guglerine karsi koyarken; oOzellikle uzun kemiklerin metafizlerinde ve
epifizlerde yUksek oranda gorulen kanselldz kemik baslica kompresif
kuvvetlere karsi koyar. Ayrica kanselloz kemik kemik trabekulleri yaninda

hematopoetik hucreleri de igerir.

Kemik mikroskobik olarak orguli (woven) ve lameller kemik olarak
incelenir. Orglli kemik, kirik iyilesmesi ile fetal ve neonatal dénemdeki
bldylyen kemiklerin metafizlerinde fizyolojik olarak gorilirken; Paget
hastali§i, Osteogenezis imperfekta ve osteosarkom gibi cesitli patolojik
durumlarda da gériliir. igerdigi kollajen lifleri belirli bir yénelimde olmayip
organize halde degildir (izotropik 6zelliklere sahiptir). Ote yandan lameller

kemik, orguli kemigin yeniden sekillenmesi (remodelizasyon) ile daha



organize hale gelir ve Uzerine binen kuvvetlere daha iyi kargi koyar

(anizotropik ozelliklere sahiptir).

lameller kemik kortikal veya kansell6z karakterde olabilir. 3—8 lamel
birbirini distan sararak osteonu olusturur. Kortikal kemigin birincil yapisal
unitesi osteondur. Osteonun uzun ekseni boyunca ortasinda uzanan vaskuler
bosluga “Havers Kanallar1” adi verilir. Lameller boyunca seyreden Havers
kanallarini enine kdprucukler halinde birbirine baglayan kanallar “Volkman

Kanallari”dir. Bu yapi ile periosttan gelen kan damarlari endosteuma ulasir.

Osteositler lameller arasinda yer alan klguk kanalciklarda bulunur ve
protoplazmik uzantilari araciligi ile birbirleri ve Havers kanali boyunca

transportu saglarlar.
2.2.8. Kemik lyilesmesinin Biyolojisi

Kemik iyilesmesi lokal ve sistemik faktorlerin etkiledigi karmasik bir
biyolojik suregtir. Diger dokulardaki yaralanmalarda gorulen skar olusumunun
aksine; iyilesme sureci ideal sartlarda oldugunda kemik doku anatomik ve

fonksiyonel olarak tamamen yaralanma oncesindeki haline doénebilir.

Gunumuzde molekuler biyoloji ve genetik alanindaki ilerlemeler
sayesinde bu karmasik sureclerde rol alan sinyal molekulleri, proteinler ve
buyume faktorleri hakkinda daha ¢ok bilgi sahibiyiz, ancak hala bilmedigimiz

ve cevaplanmayi bekleyen bircok mekanizma mevcuttur.

Kemik iyilesmesi birincil kemik iyilesmesi ve ikincil kemik iyilesmesi

olarak iki ana baslik altinda incelenebilir.

ikincil Kemik lyilesmesi: ikincil (indirekt, sekonder) kemik iyilesmesi,
daha sik gorulen ve kirik hattinda saglam (rijid) bir tespitin olmadigi iyilesme
seklidir. lyilesme, hiicrelerin o&zellikleri ve ekstraselliler matriksteki
degisiklikler g6z Onune alinarak degerlendirildiginde UG¢ ana doénemde

Ozetlenebilir:



o Kemik doku hasarindan sonra oOncelikle “inflamatuar
evre” baslar,

° Sonraki “Tamir Evresi’nde intramembrandz ossifikasyon,
kikirdak yapimi (kondrogenez) ve endokondral ossifikasyon gorulir,

o En son evre “Yeniden Sekillenme” evresidir.

lyilesme sirecindeki bu evreler ic ice gecmis durumdadir; kirik
bolgesinin bir bolumunde yeniden sekillenme gorulirken, diger bolumlerde

inflamatuar evre veya tamir evresi gorulebilir.
a) inflamatuar Evre

Kemik hasariyla birlikte dolasimini saglayan kan damarlari ve sinirler
dahil etraftaki yumusak dokularda da hasar gorur. Yaralanmadan hemen
sonra ilk 48 saat icerisinde en yuksek dizeye ulasan ve bir hafta icerisinde
kaybolan bir inflamatuar cevap olusur. Bu cevap iki sekilde kirik hattinda

stabilizasyonu saglamaya calisir:

o Agri nedeniyle yaralanma bolgesi hareket ettirilemez,
o Olugan 6dem hidrostatik olarak kirik hattinin hareketini

azaltir.

Vaskuler endotel hasari ile bolgede pihtilasma faktorlerinin salinimi,
kompleman sisteminin aktivasyonu, platelet agregasyonu ve icerdikleri
sitokinlerin salinimi basglar. Polimorfonukleer I6kositler (PMNL), lenfositler,
dolasimdaki monositler ve doku makrofajlari yaralanma bdlgesine dogru
cagriimaya baslar (kemoatraksiyon) ve bu hicrelerden yeni damar
olusumunu (anjiyogenez) tetikleyen sitokinler salgilanir. Bu sitokinlerden
Platelet Kaynakli Buyume Faktortu (Platelet-Derived Growth Factor, PDGF)
ve DoOnustlract Bliyume Faktori-B (Transforming Growth Factor-B8, TGF-B)

periosttaki mezensimal hucrelerin cogalmasini 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 Vaskuiler Endotelyal Buyume 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 altinda damar
disina cikan (ekstravazasyon) kan pihtilasmaya baslar. Olusan pihti daha
fazla kanamayi engelleyen bir hemostatik tika¢ ve hicrelerin gogu igin fibrin
agl gorevi gorur. Kirik hattinda olusan butiin bu sirecler “tamir grantilomu”

olarak da adlandirilan eksternal kallusu olusturur.
b) Tamir Evresi

Tamir evresi ilk birkag gln icinde, inflamatuar evre bitmeden baslar ve
birka¢ hafta boyunca devam eder. Bu evre sonunda kirik hatti icerisinde ve
cevresinde ileride kemik doku ile degistirilecek olan kallus dokusu olusur.
Kallusun gorevi kirik hatti ¢gevresinde mekanik stabiliteyi arttirmaktir. Kirik
hattindaki osteositler beslenemedikleri icin apoptoza ugrar ve histolojik olarak
‘bos lakunalar” geklinde gorilebilir. Hasar goren periost, kemik iligi ve
cevreleyen yumusak dokular rezorbe olmaya baglar ve tamir i¢in pluripotent
MSC’ler fibroblast, kondroblast ve osteoblastlara donusmeye baglar. Bu
hlcrelerin bir kismi bolgedeki yaralanmig dokulardan agiga c¢ikar, bir kismi
da kan dolasimi ile diger dokulardan go¢ eder. Bu donemde gorulen kallus
fiboroz bagd dokusu, kan damarlari, kikirdak, o6rguli kemik ve osteoidden

ibarettir ve “Yumusak Kallus” olarak da adlandirilir.

Tamir sureci ilerledikge ortamdaki pH giderek artar ve Once noétral,
sonra hafif alkali hale gelir. Bu pH degerleri kallusun mineralizasyonunda
gorevli olan alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi icin idealdir. En erken olusan

kemik dokusunun, periostun kambiyum tabakasindan olustugu gosterilmigtir.
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Tamir dokusunun icerigi ve tamir hizi; kingin kemikteki lokalizasyonu,
etrafindaki yumusak doku hasari, mekanik stabilite gibi lokal faktorler ve

hastanin genel saglik durumuyla ilgili sistemik faktorlerden etkilenir.

intramembrandz ossifikasyon, kiriktan sonraki ilk birkag giin igerisinde
baglar ve proliferatif aktiviteler kiriktan sonraki ilk 2 hafta igerisinde durur.
Histolojik bulgular osteoblast aktivitesinin 0Oncelikle kirik hattinin  karsi
korteksine birkac milimetre uzakhktaki oOrgulu kemikte basladigini
gOstermektedir. Bu bdlgedeki kemik olusumu direkt olarak éncll hiicrelerden
farkhlasan osteoblastlar sayesinde olur ve arada kikirdak doku olugsumu

gorulmez.

intramembranéz ossifikasyon olusurken, kallusun dis kisminda daha
dusuk oksijen varliginda kondrogenez baslar. Kirik bélgesindeki grantlasyon
dokusu igerisinde komsu yumusak dokular ve periosttan koken alan
mezengimal veya farkhlasmamis (andiferansiye) hucreler de gorulur. Bu
hlcreler hacimce buyuyerek kikirdak doku gorunimu kazanmaya baglar ve
epifizlerin proliferasyon bdlgesinde goérilen avaskuler bazofilik bir matriks
sentezlemeye baglarlar. Fibroz doku ve yeni kikirdaktan olusan bu bdlge

(yumusak kallus) ve kikirdak doku zamanla fibréz doku ile degistirilir.

Kemik iyilesmesinin yaklagik 10. gununde kirik hattini kaplayan yeterli
miktarda kikirdak doku vardir ve endokondral ossifikasyon ile mineralizasyon
baglar. Bu slre¢ buylime plaginda gorulen ile benzerdir. Hipertrofik
kondrositler bolgede yuksek miktarda olan ve mineralizasyonu engelledigi
gosterilen glikozaminoglikanlari yikan “noétral proteoglikanaz” enzimini
salgilarlar. Bu hucreler ve osteoblastlarlar, matriks icerisine kalsiyum fosfat
kompleksleri iceren membran-kokenli vezikulleri salgilarlar. Buna ek olarak
notral proteaz ve ALP enzimleri de salgilanir. Bu enzimler proteoglikandan
zengin matriksi yikar ve yuksek enerjili fosfat esterlerini hidrolize ederek

kalsiyum ile birlikte ¢coken fostatin kaynagini saglarlar.

Mineralizasyon iglemi 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

orgult kemikten olusan “Birincil Spongioza” olusur.

Son olarak, kallus sadece 6rgult kemik icerecek hale gelir ve iki kirik

ucunu birbirine baglar ve yeniden sekillenme evresi baslar.
c) Yeniden Sekillenme Evresi

Yeniden sekillenme (remodelizasyon); kemik iyilesmesinin son
evresidir ve orguli kemigin lameller kemik ile yer degistirmesi ve fazla

miktardaki kallusun rezorpsiyonu ile baglar.

Bu evre kemigin fizyolojik yeniden sekillenme surecine benzese de
cok daha hizli bigimde geligir. Orgiilii kemigin yapisindaki yetersiz miktardaki
trabekuller osteoklastik aktivite ile yikilir ve yerine kirik hattina binen stres

kuvvetlerine uygun olarak lameller kemik yerlesir.

Yeniden sekillenme evresinin sonunda, mekanik yuklenmelerin etkisi
ile kirik hatti asamali olarak kirik olugsmadan 6nceki “en optimal stabilitedeki”

ve “anatomiye en yakin” haline geri doner.

Birincil Kemik lyilegsmesi: Birincil (primer, direkt) kemik iyilesmesi
rijid bir tespit gerektirir. ikincil kemik iyilesmesinin aksine rijid tespit kanselléz
veya kortikal kemikte kallus olusumunu baskilar. Gunumuzdeki implantlar
(eksternal fiksatorler, intramedduller civiler vb.) ve konservatif yontemlerinin
(atel/algi tespiti) cogu rijid bir tespit saglamadidi icin, birincil kemik iyilesmesi

nadir olarak gérulmektedir.

Bazi yazarlar kirik iyilesmesinde birincil kemik iyilesmesinin
hedeflenmesi gerektigini savunurken, karsit gorusteki yazarlar ikincil kemik
iyilesmesine 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 olugsumu goérilmeden iyilesme

saglanabilir.
a) Aralik (Gap) lyilesmesi

Aralik iyilesmesi, araligin kemik dokuyla doldurulmasi ve yeniden

sekillenmesi seklinde iki agsamada gercgeklesir.

Ilk agsamada kirik uglari arasindaki aralik birincil ossifikasyon ile
doldurulur. Once yapi iskelesi (skafold) gorevi goérecek olan orgili kemik
yerlesir ve sonrasinda paralel lifli lameller kemik doku destek olarak olusur.
Ilk agamada olusan yeni kemigin yonelimi (oryantasyonu) orijinal lameller
kemik yonelimine transvers sekildedir. Bu aralikta bag dokusu veya

fibrokartilaj doku gorulmez.

ikinci asama birkac hafta sonra gériliir, longitudinal yénelimde
haversian yeniden sekillenme ile nekrotik kirik uglari dizenlenir ve transvers
yonelimdeki orguli kemik orijinal yonelimdeki osteonlar ile yer degigtirir.
Sonug olarak kirik hatti kirlk éncesi anatomik ve fizyolojik durumuna geri

doner.
b) Temas lyilesmesi

Aralik iyilesmesinin aksine; kirik uglari anatomik olarak karsi karsiyadir
ve Oncul bir transvers yonelimli kemik dokusu olugsmadan, osteonlar kemigin

uzun hattina paralel olarak kirik hattini direkt gegebilirler.

Kirk hattinin bir tarafindaki osteoklastlar “kesici koniler (cutting
cones)” adi verilen bir rezorptif kavite olustururlar. Bu kavite kapiller
damarlarin penetrasyonuna ve yeni bir haversian sistem olugsmasina izin
verir. Endotelyal hlcreler ve osteoprogenitdor hucreler osteoblastlarin kirik
hatti boyunca osteonlar olugturmasini saglarlar. Sonug olarak kirik hatti, kirik

oncesindeki anatomik ve fizyolojik durumuna geri doner.
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2.2.9. Kemik Metabolizmasinin Diizenleyicileri

Kemik metabolizmasinin dizenlenmesinde gorevli ¢esitli hormonlar,
vitaminler, buylime faktorleri, sitokinler, reseptorler ve sinyal molekullerinden
bahsetmeden 0once osteoinduksiyon, osteokonduksiyon ve osteogenez

kavramlarindan bahsetmekte fayda vardir:

Osteoindiiksiyon: Osteoprogenitor kok hicrenin osteojenik hicrelere
farkhlasma yetenegidir. Ayrica uygulanan greft materyalinin matir kemik
hicrelerine farklilasacak kok hucreleri olusturma yetenegdidir. BMP’ler ve
DBM baslica osteoinduktif materyallerdir. Daha az derecede otogreft ve

allogreft kemigin de osteoinduktif 6zellikleri mevcuttur.

Osteokondiiksiyon: Greftin kemik iyilesmesi igin uygun bir yatak
olusturma ozelligidir. Osteokondiksiyon, osteojenik 6ncll hulcrelerin ve
ndrovaskuler yapilarin greft igerisine ilerlemesine izin verir. Kansell6z otogreft
ve allogreftler ile DBM, hidroksiapatit, kollajen ve Kkalsiyum fosfat

osteokondiiktif maddelerdir.

Osteogenez: Osteojenik greft materyalleri canli  osteprogenitor
hicrelere sahiptir ve osteojenik hicrelere farklilasma ve kemik olusturma
yetenekleri vardir. Osteogenez sadece taze otolog kemik ve kemik iligi

hiicrelerinde bulunan bir ozelliktir.

Otolog Kemik Grefti: Otolog kemik grefti mekanik destek saglamasi,
blyime faktorleri, matriks proteinleri ve osteojenik hucreleri igermesi
nedeniyle osteojenik, osteoinduktif ve osteokonduktiftir. Bu U¢ 0Ozelligi
nedeniyle gunumuizde spinal flzyon cerrahisinde hala altin standarttir (24,
25).

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

kaybi ve transflizyon ihtiyaci ile hipoestezi, ameliyat suresinin 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 sirekli
duzenlenmektedir. Kemik metabolizmasini en ¢ok etkileyen ¢ hormon PTH,

vitamin D ve kalsitonindir.

PTH artis1 kemikten kalsiyum ve fosfor salinimina yol agar ve vicudun
ekstrasellller kalsiyum dlzeyini ayarlar. PTH reseptord bulunan tek kemik

hicresi osteoblastlardir.

Vitamin D intestinal ve renal kalsiyum baglayan proteinleri stimile eder

ve aktif kalsiyum transportunu kolaylastirir.

Kalsitonin, plazma kalsiyum dlzeyinin artmasi ile tiroid bezinin
parafollikiler hucreleri tarafindan salgilanir ve osteoklastik aktiviteyi inhibe

ederek kemikten kana kalsiyum salinim hizini azaltir.

Ostrojen, testosteron, bliyime hormonu (Growth Hormone, GH), tiroid
hormonlari osteoblastik aktiviteyi arttirirken; immobilizasyon,

glukokortikoidler, PTH ve asidoz osteoklastik aktiviteyi arttirir.
2.2.11. Buyume Faktorleri, Sitokinler ve Sinyal Molekulleri

Kemik iyilesmesinin U¢ fazinda da huacreler ve ekstraselliler matriks
arasindaki iletisim cesitli buylime faktorleri, sitokinler, reseptorler ve sinyal
molekulleri araciligiyla olur. Molekuler biyoloji ve genetik alaninda ilerlemeler
sayesinde gunumuzde bu faktoérler daha iyi anlasiimaktadir ancak hala
arastinimayi bekleyen bircok husus mevcuttur. Asagida en fazla arastirilan

ve bilgi sahibi olunan faktorler agiklanmaktadir.

Donustiriuci Bliyume Faktoru-p (TGF-B): TGF-B kirik boélgesindeki
plateletler, inflamatuar hulcreler (monosit ve makrofajlar), osteoblastlar,

osteoklastlar, mezengsimal hucreler, endotelyal hicreler ve kondrositlerce
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uretilir. Yaralanmayi takiben ilk 24 saat igerisinde kirik hematomunda
goOrulmeye baslar ve inaktif dncul bir peptid halinde iken kirik hematomundaki

asidik ortam ve proteazlarin etkisi ile aktiflesir.

Gorevleri:
o Makrofajlar icin en gl¢li kemoatraktan maddedir,
o Kemik iyilesmesi i¢in ¢ok Onemli olan yeni damar

olusumunu uyarir,
o Periosteal mezengimal hucrelerin  osteoblast ve

kondroblastlara donusimunu uyarir,

o Matriksin  kalsifikasyonu ve osteoblast aktivitesini
dizenler,

o Osteoklastik aktiviteyi ve osteoklastlarin olusumunu
inhibe eder,

o Tip I, II, III, IV, VI ve X kollajen, fibronektin, osteopontin,

osteonektin, thrombospondin, proteoglikanlar ve ALP uretimini uyarir.

Fibroblast Blyume Faktori (FGF): FGF’ler kirik bolgesindeki
inflamatuar hucreler (monosit ve makrofajlar), osteoblastlar ve kondrositlerce
uretilir. FGF-1 ve FGF-Il kemik iyilesmesinin inflamatuar fazinda makrofajlar

ve periosteal hiicrelerden salinir. Gorevleri:

o Yeni damar olugumunu uyarir,

° Otokrin ve intraselltler fonksiyonlari vardir,

o Tip 4 kollajenazi uyarir,

o Ayrica FGF-II kondrositler icin kemoatraktan ve mitojen

olup biyume plagindaki kondrositlerin farklilagmalarini dizenler.

Platelet Kaynakh Biyiime Faktorii. PDGF’ler kirik bolgesindeki
plateletler, monositler, aktif doku makrofajlari ve endotelyal hiicrelerce Uretilir.

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

o Reseptoru tirozin kinaz aktivitesine sahiptir,

. Mezensimal hlcrelerin gogalmasini uyarir,
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o Kikirdak ve intramembran6z kemik olugsumunu uyarir ve
kallus olusumunu baslatir,
o Plateletlerin a-grandllerinden salgilanarak bag dokusu

hlcreleri igin mitojen gorevi gorur,

. Osteosit ve osteoblastlarda DNA protein sentezini uyarir,
o Prostaglandin sentezi ile kemik rezorpsiyonunu uyarir

o in vitro Tip | kollajen miktarini arttirir,

o Kan akimini duzenler,

o Hicre ¢odalmasi, baylumesi ve farklilasmasini kodlayan

nikleer proteinler olan c-myc ve c-fos protoonkogenlerinin

ekspresyonunu arttirir.

insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF): IGF’ler somatomedinler veya
sulfatasyon faktorleri olarak da adlandirilir. IGF ekspresyonu periost ve
buyume plaginin geligimi, kirik kallusunun iyilesmesi ektopik kemik olugumu

sirasinda artar. Gorevleri:

o Kollajen sentezini arttirip yikimini azaltir,

o Blyume plaginin proliferatif bdlgesinde kondrositlerin
¢ogalmasini saglar,

o Osteoblastik ve osteoklastik oncul hicrelerin cogalmasini
uyararip fonksiyonlarini duzenleyerek kemigin yeniden

sekillenmesinde gorev alir.

Kemik Morfojenik Proteini (BMP): BMP’ler TGF-B ailesinin Uyesi
olup kemik matriksindeki suda ¢ozinen ve osteoinduktif aktiviteye sahip

nonkollajen proteinler olarak kesfedilmigtir.

Uzerinde en ¢ok calisma yapilanlari BMP-2, BMP—4 ve BMP-7'dir.
Kirik bolgesindeki primitif mezensimal ve osteoprogenitér hacreler,
fibroblastlar 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  Onclil  Transfektan
Hucrelerinde (Human Osteoblast-like Initial Transfectant, HOBIT)
TGF-B ve IL-6 ekspresyonunu arttirir,

o BMP—-4 monositlerde TGF- ekspresyonunu arttirir,

o BMP-4 Tip 4 kollajen ve heparini baglayarak yeni damar
olusumunda gorev alir,

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

o BMP-7 erken osteoblast farklilagsmasinda goérev alan

Osf2/Cbfa1 adli transkripsiyon faktérinun salinimini arttirir,

Osteonektin: Kollajen olmayan ekstraselliler matriks proteinlerinden
en fazla miktarda bulunanidir. Osteoblastlar ve plateletlerce uretilir, kalsiyum

baglayarak mineralizasyonu duzenler.

Osteokalsin: Osteoblastlara 6zgu bir ekstraselliler matriks proteinidir.
icerdigi  A-karboksiglutamik asit rezidileri ile kalsiyum baglayarak

hidroksiapatit kristallerinin gelisiminde rol oynar.

Osteokalsin sentezi aktif vitamin D3 (1,25-dihidroksivitamin Dj) ile artar,
PTH ve kortikosteroidler ile inhibe edilir. Plazmadaki osteokalsin seviyeleri
yeni kemik olusumu ile koraledir ve biyokimyasal olarak Olgimu osteoblast

aktivitesinin gostergesi olabilir.

Osteopontin: Kemik iyilesmesi sirasindaki htcreler arasi iletisimi
dizenleyen ekstraselliler matriks proteinidir. HyalUnorik asit, Tip | kollajen ve
fibronektini baglayan bir hucre yuzeyi glikoproteini olan CD—44 ile etkilegir.
Ayrica osteoklastlarin fibronektin reseptorleri Gzerinden kemige tutunmasini

ve rezorpsiyon yapmasini saglar.

Fibronektin: Hlcre yapismasi (adezyon) ve gog¢inde (migrasyon)
gbrev alan ekstraselliler matriks proteinidir. Fibroblast, osteoblast ve

kondrositlerce uretilir.
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Kemik Morfojenik Proteini Reseptorii (BMP-R): BMP-R’leri, BMP-R-
I ve BMP-R-Il inflamatuar fazdaki farklilasmamis mezensimal hucreler,
intramembrandéz  ossifikasyon sirasinda ¢ogalan osteoblastlar ve
kondrogenez ve endokondral ossifikasyon sirasinda olgunlasmis hipertrofik

kondrositlerde gozlemlenmistir.

Bu reseptorler araciligiyla mezengimal hucrelerin kondroblastik ve

osteoblastik éncul hicrelere farklilastigi distnulmektedir.

interlékin—1 (IL-1): Erken inflamatuar fazda makrofajlar tarafindan az
miktarda salgilanan ancak aktivitesi ylksek olan bir sitokindir. Tamir ve
yeniden sekillendirme fazlarini baslatan 1L—6, Granulosit-Makrofaj Koloni
Uyarici Faktoru (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor, GM-
CSF) ve Makrofaj Koloni Uyarici Faktoru (Macrophage Colony Stimulating
Factor, M-CSF) salinimini tetikler. Ayrica kallus dokusunu yikan nétral

proteazlari uyarir

interlékin—6 (IL—6): Tamir fazinda osteoblastlarda Uretilen bir sitokin
olup IL-1 uyarisina ¢ok duyarlidir. Kemik rezorpsiyonunda goérev aldigi

dusunulmektedir.

Graniulosit-Makrofaj Koloni Uyarici Faktori (GM-CSF): T-lenfositler
ve osteoblastlarda salgilanarak osteoklast farklilasmasini, T-lenfositlerin
proliferasyonu ve sitokin sentezlemesini saglar. Ayrica fibroblast gocli ve
kollajen sentezi ile granulosit dnculli ve monosit/makrofaj éncllt hicrelerin

farklilagsmasini saglar.

Kollajenler: Tanimlanmig en az 18 kollajen izotipi mevcuttur. Ozetle:

o Tip | kemik doku,

o Tip Il kikirdak doku,

o Tip Il ve Tip V granulasyon dokusu,

o Tip IV ve VI endotelyal matriks,

o 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 11l 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 kisminin
¢ogunlugunu olusturur. Capraz baglantilar ile kollajen fibrilleri ve kollajen
lifleri olusur ve kiriktan sonraki yaklasik 10. ginde bu bdlgelere hidroksiapatit

kristalleri mineralizasyon baslar.
Tip Il kollajen kikirdagin ana yapisal proteinidir.

Tip Il kollajen kemik iyilesmesinin ilk haftasinda ozellikle kemik
dokuda hizla artar. Uretimindeki problemler gecikmis kaynama veya

kaynamamaya yol acgar.

Tip IV kollajen bazal membranin ana komponenti olup Tip | ve Tip X
kollajen ile birlikte mezengimal hicrelerin osteoblastlara farklilagmasinda rol

alir.

Tip V kollajen yumusak ve sert kallus yapisinda gorulur ve kikirdak ve
kikirdak olmayan dokularda Tip | ve Tip Il kollajenin buyume ve yonelimini

duzenler.

Tip IX kollajen kikirdak dokuda gorulur ve kollajen fibrilleri ve

proteoglikanlarin iletisimini duzenler.

Tip IX kollajen endokondral ossifikasyon sirasindaki hipertrofik
kondrositlerin bir isaretleyicisi olup kikirdak dokunun mineralizasyonunda

gorev alir.

Tip Xl kollajen kikirdak dokuda gérultr ve kollajen fibrillerinin minér bir

komponentidir.
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2.3. Eritropoetin
2.3.1. Tanimi

Eritropoetin (EPO), 34 kilodalton molekul agirliginda glikoprotein
yapisinda bir hormon olup ilk klonlanan hematopoetik blyime faktéradar.
Kemik iligindeki eritrosit Onculu hucrelerin ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve

canhliginin korumasini saglayarak eritrosit Uretimini kontrol eder (26, 27).

Eritrositlerin temel goérevi akcigerlerden oksijeni periferik dokulara
tasimaktir. Bu nedenle EPO  Uretiminin  dizenlenmesi  doku
oksijenizasyonunun saglanmasi acgisindan ¢ok o6nemlidir. EPO baglica
bobrek kortekslerindeki peritibuler hlcrelerden Uretilir ve eritrosit Gretiminin
kontrolinden sorumludur (Sekil 2.1.). intrauterin dénemde EPO {retiminin
ana kaynag karacigerdir ve yetiskin cagda bu oran yaklasik %20’lere dugser.
Ayrica az miktarda kemik iligi, dalak, gastrointestinal sistem (GIS), kalp,

akciger, testis, overler ve santral sinir sisteminde de sentezlenir (27).

Eritropoetin
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Sekil 2.1. Hipoksi ile Uretimi uyarilan eritropoetin hematopoetik 6ncil
hicrelerin ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve canlihdinin 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 molekuldur.
Salinimi sirasinda 28 aminoasidini yitirir, mattr protein 165 aminoasit igerir.

Genin transkripsiyon hizi oksijen bagimli bir mekanizma ile kontrol edilir.
2.3.2. Tarihgesi

ilk defa Fransiz bilim adamlar tarafindan Bert ve Jourdanet tarafindan
doku hipoksisi ve eritrosit Uretimi arasindaki iliski ortaya konulmus ve 1906
yilinda Carnot ve Deflandre eritrosit Uretiminin “hemopoetin” isimli hormon

tarafindan uyarildigi hipotezini ortaya atilmistir (28).

Erslev ve Lavietes (29, 30) 1953 yilinda anemisi olan tavsanlardan
aldi§i serumun eritropoezi uyardigini gostermiglerdir. 1977 yilinda Miyake ve
arkadaslarinca (31) aplastik anemili hastalarin idrarlarindan EPO’yu
saflagtinimis ve 1985 yilinda Jacobs ve arkadaslarinca (32) aminoasit
siralamasi belirlenmistir. BOoylece memeli hicrelerinde eritropoetin geni ve
gen ekspresyonu yapilabilmis ve rekombinant insan eritropoetini (rhEPO)

klinik kullanima girmistir.

EPO oOncelikle kronik bobrek yetmezligi (KBY) ve kanser
kemoterapdtiklerine  bagli  gelisen anemilerin  tedavisinde kullaniimis;
sonrasinda c¢esitli otoimmun hastaliklarda, Edinilmis Bagisiklik Eksikligi
Sendromu’nda (Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS), kemik iligi
nakli ve myelodisplastik sendromda goérulen kemik iligi baskilanmasi sonucu
olusan anemilerde kullaniimigtir. EPO ayrica hemoglobinopatilerin
tedavisinde ve otolog kan transfizyonu amaciyla da kullaniimaktadir.
rhEPO’nun klinik kullanima girmesinden 15 yil dnce, diyaliz tedavisi géren
KBY hastalarinin yaklasik %25’'ine duzenli olarak eritrosit sUspansiyonu
verildigi (33) g6z onune alindiginda rhEPO’nun transfuzyonla ilgili riskleri

belirgin olarak azaltmasinin ne kadar onemli oldugu gorulmektedir (34, 35).
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2.3.3. Eritropoetin Uretiminin Diizenlenmesi

Vucutta onceden depolanmis halde bulunmayan EPO Uretimini
tetikleyen ana faktér, doku oksijenizasyonunda azalma, yani hipoksidir. Kan
kaybi, arteriyel parsiyel oksijen basincinin (pO2) azalmasi veya hemoglobinin
oksijene olan baglama kapasitesin artmasi gibi nedenlerin hepsi periferik
dokularda dusuk oksijen konsantrasyonuna neden olur. Hucre DNA’sindaki
Hipoksi ile Uyarilabilen Faktor 1 geni (Hypoxia-Inducible Factor 1, HIF1) ile
HIF1a, HIF2a, HIF3a gibi gesitli proteinlerin transkripsiyonunu baslatir (36).
Bu proteinler, EPO ve bununla birlikte VEGF, ¢esitli glikolitik enzimler, Glukoz
Tasiyicisi 1 (Glucose Transporter 1, GLUTL1), indiklenebilen Nitrik Oksit
Sentetaz (Inducible Nitric Oxide Synthase, INOS), hem oksijenaz ve
transferrin gibi hipoksiyi dizenlemede etkin olan birgok enzim ve faktorlerin

salgilanmasini saglarlar (27).

EPO, hiucre yuzeyindeki homodimer transmembran reseptorine (Epo-
R) baglanarak hiicre i¢i Janus Kinaz/Sinyal Iileticisi ve Transkripsiyon
Aktivatori (Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription,
JAK/STAT) sinyal iletimi mekanizmasi ile etki eder. EPO reseptorleri, kemik
iligindeki eritrosit 6ncull olan Eritroid Koloni Olusturucu Birim (Colony
Forming Unit-Erythroid, CFU-E) hicrelerinde daha fazla oranda goérultr ve bu
hicreler olgunlasip eritrosite farklilastikca Epo-R reseptorleri azalir(37).
Bdylece dolasimdaki eritrosit sayisi artar. Buna ek olarak EPO, HPC’lerin

apoptozunu da engelleyerek eritrosit Uretimini arttirmaktadir (38).

Karbamile EPO (C-EPO) gibi EPO turevlerinin EPO reseptorlerine
baglanmadigi, eritropoezi uyarmadigi ancak hala doku koruyucu etkiler
gosterdigi in vivo ve in vitro galismalarla gdésterilmistir. Bu nedenle EPO’nun
doku koruyucu etkilerinin bagka bir reseptér Uzerinden gergeklestigi
dusundlmektedir. Brines ve arkadaslarr GM-CSF, IL-3 ve IL-5
reseptorlerinde ortak bir sinyal iletim alt Unitesi olan Ortak B Reseptori’nin
(Common B receptor, BcR) Epo-R ile birlikte doku koruyucu bir
heteroreseptdr oldugunu tespit etmistir. BcR ayni zamanda CD131 veya
GP130 olarak da adlandiriimaktadir (39).
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Intrauterin gelisim sirasinda Epo-R’lerin neredeyse tim embriyonik
dokularda goéruldugu ve organ gelisimi ve anjiyogenezde hayati bir rol
oynadigi dusunulmektedir. Molekul agirliginin yuksek olmasindan dolayi kan
beyin bariyerini gecemedigi ancak beyinde ayri bir parakrin EPO sistemi
oldugu Dbildirilmigtir (28). Bu nedenle sistemik olarak uygulanan EPO
dozlarinin normal fizyolojik dozlarin gok Ustiinde olmasi gerektigi ve kullanim
suresinin uzadikga arteriyel kan basincinda artigsa ve lokal tromboza neden
olarak doku hasarina yol agabilecegi bildirilmistir (38). Bunun tersine, 6zel bir
reseptor aracili mekanizma ile EPO’nun kan beyin bariyerini asabildigini

bildiren galigmalar da mevcuttur (40, 41).

Kemik iligi ve karaciger disinda Epo-R mRNA ve/veya proteinlerinin
endotelyal hlcreler, epikardiyum ve perikardiyum hucreleri, renal mezengial
ve epitelyal hudcreleri, pankreatik ada hucreleri, plasenta, beyin, retina,
periferik sinirler ve spinal kord, testisler, akcigerler, dalak gibi birgok dokuda
bulundugu gosterilmistir (33, 36, 38). Hematopoetik olmayan dokularda
eritropoetin reseptorlerinin saptanmasi ile EPO’nun sadece eritroid seri
uretiminden sorumlu olmadigi ve degisik dokulara etki eden (pleiotrofik) ve
doku koruyucu etkisi olan bir hormon oldugu hipotezi savunulmaya
baslanmigtir (38, 42, 43) (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Eritropoetin sadece eritroid seri Uretiminden sorumlu olmayan,
vucutta birgok dokuya etki eden sitoprotektif bir faktérdar.

(Savino ve arkadaslarinin ¢calismasindan (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
beyin iskemisi, kontizyona bagl beyin hasari, deneysel otoimmun
ensefalomyelit ve kimyasal olarak olusturulan epilepsi modellerinde
ndroprotektif, antioksidatif, antiapoptotik ve antienflamatuar etkileri nedeniyle
etkili olabilecegi bildirilmistir (33, 44). Ayrica retina, spinal kord, periferik

sinirlerde de benzer etkilerinden bahsedilmistir.

Tsai ve arkadaslan (45) EPO ve Epo-R genleri baskilanan fare
embriyolarinda néroblastlarin goéginin etkilendigi ve néral tlip defektlerinin
gelistigini bildirmislerdir. Benzer sekilde noronal oncul hucrelerin azalmasi ve

apoptozun artmasi ile beyin gelisiminin bozuldugu bildirilmistir (38).

EPO’nun noroprotektif etkileriyle ilgili hayvan g¢alismalarinin yaninda
klinik galismalar da mevcuttur. Ehrenreich ve arkadaslarinin (46) akut inme
hastalarinda yaptiklar ¢ift kor randomize klinik ¢calismada, 40 hastaya rhEPO
veya serum fizyolojik uygulanmigs ve sonuglari manyetik rezonans
goruntileme (MRG) ile degerlendirilmigtir. rhEPO uygulanan hastalardaki
infarkt alanlarinda kontrol grubuna gore belirgin azalma saptanmis ve 3 hafta
sonraki klinik degerlendirmelerinde rhEPO grubundaki hastalarin nérolojik

bulgulari ve klinik tablolarinin daha ¢abuk duzeldigi tespit edilmigtir.
2.3.5. Eritropoetinin Kardiyoprotektif Etkileri

EPO’'nun  endotelyal hucreler Uzerindeki biyolojik etkilerinin
arastinimasiyla endotelyal oncul huacrelerin proliferasyonunu sagladigi ve
apoptozunu engelledigi ve bu ozellikleri 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 vucutta anjiyogenez gereken yerlere dolagim
yolu ile go¢ edebilirler (47). Deneysel galismalar ile bu hucrelerin myokard
iskemisi sonrasi kardiyak fonksiyonlari dizeltebildigi gdsterilmistir (48-53).
Ayrica EPO’nun iskemi reperfizyon hasari sonrasi kardiyomyositlerin
apoptozunu engelledigi, sol ventrikili yeniden sekillendirdigi ve bu terapotik
etkileri nedeniyle myokard enfarktisi veya myokardit gegirmis hastalarda

klinik kullanimi olabilecegi bildirilmistir (36).

Hemanjiyoblast
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Sekil 2.3. Endotelyal o6ncul hucreler (EPC) ve Hematopoetik 6ncll
hicreler (HPC) CD34+ kok hucrelerden koken alip eritrosit,

trombosit 16kosit ve endotelyal hicrelere farklilagirlar.

2.3.6. Eritropoetinin Renal Protektif Etkileri

Kronik bdbrek yetmezlikli hastalarin gogunlugu ateroskleroz, myokard

enfarktisi veya beyin enfarktisune bagh komplikasyonlar nedeniyle
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kaybedilmektedir. Bu komplikasyonlarin temelinde bozulmus vaskuler tamir

mekanizmalarinin oldugu dusunulmektedir.

rhEPO tedavisinin ileri donem bdbrek yetmezlikli hastalarda sol
ventriktler yuku azalttigi, egzersizle iligkili kardiyak iskemiyi azalttigi ve klinik
bulgular duzelttigi bildirilmigtir. EPO duzeyleri ve EPC’lerin sayisinda veya
fonksiyonlarinda azalmanin bu hastalardaki yuksek kardiyovaskuler morbidite
ve mortalite nedeni olabilecegi dustnutlmektedir. EPO’nun diger bir etkisi
bdbrek epitelyal hicrelerindeki iskemi reperfizyon hasari sonrasi gelisen

apoptozu engellemesidir (38).
2.3.7. Eritropoetinin Yara lyilesmesi ve Anjiyogeneze Etkisi

Cesitli calismalarla EPO ve Epo-R’lerin embriyongenezin erken
asamalarindaki anjiyogenez sirasinda tespit edilebildigi ve EPO gen
delesyonunun kardiyovaskuler sistemde defektlere yol acip erken 6lime
neden oldugu bildirilmigtir (54). Ayrica EPO’nun yara iyilesmesi, iskemik cilt
lezyonlari ve deneysel yanik lezyonlari gibi hayvan modellerinde anjiyogenez
ve reepitelizasyonu arttirdigi ve yara iyilesmesini hizlandirdigini bildiren

cesitli galismalar mevcuttur (55, 56).
2.3.8. Eritropoetin ve Osteogenez

Hematopoetik ve osteojenik hucrelerin birbirinin  fonksiyonlarini
etkiledigi  cesitli calismalarda  bildiriimistir. EPO’nun  noéroprotektif,
kardiyoprotektif ve renal protektif etkilerinin gosteriimesi ile hematopoez ve
osteogenez arasindaki iletisimden sorumlu sitokinlerden biri olabileceqgi

hipotezi ortaya atilmistir (36).

Kan kaybi sonrasinda kaybedilen olgunlagsmis kan elemanlarini
yenilemek amaciyla yagli kemik iligi genisleyerek hematopoetik kemik iligi
haline gelmeye basglar (Sekil 2.4.). Kavitenin geniglemesi icin belirli bir oranda
kemik yikimi gerekmektedir. ilizarov ve arkadaslari 1986 yilindaki
calismalarinda, hayvanlarda akut kan kaybi sonrasinda kemik rejenerasyon
oraninin arttigini bildirmislerdir (57).
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Shiozawa ve arkadaslari, HSC’lerin ylzeylerinde Epo-R ekspresyonu
oldugu ve EPO’nun HSC’leri uyararak JAK2/STAT3 hicre 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) baglanarak
osteojenik  Oncul hucrelerin  osteoblastlara donismesini ve kikirdak
olusumunun uyariimasini saglamaktadir. Ayni ¢alismada EPO’nun diger bir
etkisinin kemik iligi kékenli MSC’lerin Runt iligkili Transkripsiyon Faktérii 2
(Runt-Related Transcription Factor 2, Runx2) gen ekspresyonunu arttirmak,
ALP duzeyini ve mineralizasyon artigini saglamak oldugu bildirilmigtir.
EPO’nun osteoklastik aktiviteyi de etkiledigi ancak bunu direkt olarak
osteoklastlara etki ederek degil, HPC’lerden osteoklast olusumuna etki
ederek yaptigi dustunulmektedir. Ayrica osteoblastik aktiviteyi arttiran PTH’un
serum EPO duzeylerini etkilemedigi saptanmistir. Bu nedenle EPO ve
PTHun kemik olusumu Uzerinde ayri yolaklardan etki ettigi; PTH'un
osteoblastik éncul hlcreler ve olgunlagsmis kan hicrelerine, EPO’nun HSC’ler
ve osteoblastik oncul hudcrelerine etki ettigi  bildirilmigtir. Sonug¢ olarak
suprafizyolojik dozlarda EPO tedavisinin kemik mineral dansitesinde, kemik
hacminde ve osteoblast sayisinda artisa neden oldugu bildirilmistir (58) (Sekil
2.4)).

Holstein ve arkadaslari (23) farelerde olusturulan kapali femur kirigi
sonrasinda 6 gun boyunca 5000 IU/kg/gin dozunda EPO tedavisi
uygulamiglar ve 2. haftadan sonra kallustaki hipertrofik kondrositlerde Epo-R
ekspresyonu oldugunu bildirmiglerdir. Calisma sonunda EPO tedavisi goéren
farelerde biyomekanik olarak torsiyonel direng ve kallus yogunlugunda artis

saptanmis ancak bu etkilerin 5. haftadan sonra gorulemedigi bildirilmistir.

Ayni grubun bir sonraki ¢alismasinda farelerde olusturulan segmental
defektli kirk modelinde 500 IU/kg/gun’lik daha disik dozun daha uzun
suredeki (5 hafta) etkileri arastirilmig ve bikulme kuvvetlerine direng ve
radyolojik dansitede gelisme saptanmigtir. Bu etkilerin ilk iki haftalik

periyoddan sonra da devam ettigi bildirilmistir. Ayrica EPO’nun énemli bir
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inflamatuar regulatdor protein olan Nukleer Faktor Kappa B (NFkB)
seviyelerini azaltarak inflamatuar sitokinlerin salinimini azalttigi ve

antienflamatuar etkili oldugu da bildiriimektedir (59).

Tarkiye’den Mihmanl (60) ve arkadaslarinin ¢alismasinda, rhEPO’nun
tavsanlarda mandibuler distraksiyon osteogenezi modelinde kemik kalitesini
ve iyilesme hizini arttirdigini ve ayrica yeni kemik olusumu olan bdlgelerde

osteoblast sayisinda ve anjiyogenezde artiga yol agtigini bildirmiglerdir.

Lee ve arkadaslari EPO tedavisinin kemik iligindeki endosteal
yuzeylerdeki osteoklast sayisinda artiga ragmen kortikal kalinligi arttirdigini
bildirmislerdir (61).

Kirik iyilesmesinin ilk safhasi olan inflamasyonun gereginden fazla
olmasinin (62) veya azalmasinin (63) da kemik iyilesmesini olumsuz
etkileyebilecegi hatirlanmalidir.  EPO’nun inflamasyonu hangi duzeyde
etkiledigi ve kirik iyilesmesi icin gerekli inflamatuar cevabin hangi dl¢ude
olmasi gerektigi arastiriimasi gereken bir konudur. Biz de bu ¢alismamizda
EPO’nun muhtemel antienflamatuar 6zelliginin fizyon oranlarina etkisini
kargilastirmak amaciyla, MSC ve EPO’nun birlikte uygulanacagi gruplara

preoperatif 24. saatte ve postoperatif 72. saatte EPO uygulamasi yapilmigstir.
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Sekil 2.4. Eritropoetin, hematopoez ve osteogenez iliskisi:

Akut kanama boébrekteki O, alicilarini harekete gegirerek EPO sentezini baglatir. EPO kemik
iliginden HSC ve HPC’leri dolagsima katilmasi igin uyarir (Yesil gizgi). Ayrica HPC’lerin
osteoklastlara farkhlagsmasini saglayip osteoklastik aktiviteyi arttirip  kemik iligini
genigletmesini ve HPC’lerin olgun eritrositlere farklilasip ve dolasima gec¢melerini uyarir
(Kirmizigizgi). EPO ayni zamanda direkt olarak MSC’lere ve BMSC’lere etki edip
osteoblastik aktiviteyi arttinr (Mavi cizgiler). Ek olarak EPO HSC’ler ve HPC’leri BMP
uretmeleri icin uyarir. BMP’ler MSC ve BMSC'’leri osteoblastlara farklilasmasini saglayip
osteogenezi arttinr. 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).

2.4. Kok Hiicreler

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 6ne
surmustir (64). Yenileyici tip, ¢ogunlukla kdk hucre kullanimini temel alarak
hasar gérmus dokulari hlcre ve hatta organ dizeyinde yenileyebilmeyi

amaclamaktadir. Ortopedi alaninda son on yilda kikirdak doku tamiri, artrit,
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genis kemik defektleri, atrofik tendon rupturleri gibi bircok konuda yenileyici

tip sayesinde alternatif tedavi segenekleri gelistirilmigtir.
2.4.1. Tanim

Kok hucre terimi siklikla yanlis kullaniimaktadir. Tanim olarak, cesitli
hacre tiplerine farklilagabilen ve kendini yenileyebilen hicrelere kdk hucre
denir. Tum kok hucreler ayni olmayip farklilasabilme kapasitelerine gore
adlandirilirlar (Sekil 2.5.).

@ Totipotent
@

Pluripotent
Multlpotent / \ < 4 Multipotent
HSC
Hematopoetik Kok Hiicre Mezen§|mal Kok Hiicre

/ \

Diger ‘ @ ( @
Kok Hiicreler l l l l Unipotent

Kas Sinir Kemik  Diger

= O %w

Sekil 2.5. Kok hicrelerin farkhlasabilme kapasitelerine gore

siniflandiriimasi.

Totipotent Kok Hiicre: Bir organizmadaki tim embriyonik ve ekstra
embriyonik hlcrelere (plasenta gibi) farklilagsabilen hicrelerdir. Totipotent kok
hicreler genellikle fetal gelisimin morula evresinde (embriyonun erken
preimplantasyon evresindeki 2-32 hdicreli hali) veya &ncesinde elde

edilebilirler.

Pluripotent Kok Hiicre: Embriyo buyimeye devam ettikce kok

hicrelerin farklilasma potansiyelleri kisittanmaya baslar. Blastokist evresinde
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totipotent hucreler iki ayrn “pluripotent” kok hiacre grubuna farkhlasmaya

baslar. Bunlar embriyonik ve ekstra embriyonik hucrelerdir.

Embriyonik kok hicreler (ESC’ler) blastokistin i¢ tabakasinda bulunur
ve embriyodaki mezoderm, endoderm ve ektodermden koken alan tum
hicrelere farklilasabilir. Blastokistin trofoektoderm boliuma ise ekstra

embriyonik (trofoblast) kok hucreleri igerir ve bunlar plasentayi olusturur.

Etik, siyasi ve dini sebepler ile ESC’lerin kullanimi ¢ogu Ulkede
yasaklanmistir. Ulkemizde ise, in vitro fertilizasyon (IVF) uygulamasi disinda

ESC’ler ile ¢alisilamamaktadir.

Multipotent Kok Hiicre: Belirli bir hicre grubunun Oncull olan
“‘unipotent” kok hucrelere farklilagirlar. Kemik iligindeki hematopoetik kok
hicreler, sac folliklli igerisindeki epidermal kok hucreler, intestinal villus

kriptleri igerisindeki intestinal kok hlcreler yetiskin tip kok hicrelere drnektir.

Mezensimal Kok Hucre: Multipotent kok hacrelerin  ortopedik
uygulamalar icerisinde en sik yer bulanidir. Bunun nedeni kas iskelet
sistemindeki yag, kemik, kikirdak, tendon/ligament, kas, stromal doku

hdcrelerinin 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 retiktler hticreler), kordon kani,
dental dokular ve sinovyal sivi gibi birgok boélgede tespit edilmistir. Bitlin bu
dokulardaki MSC miktari az olup yagla birlikte daha da azalmaktadir. Ornegin
kemik iliginde MSC’ler mono nukleer hucrelerin 1/20000-1/2000000’ini
olusturur (64). Kemik iyilesmesinde muhtemelen en onemlileri kemik iligi,

endosteum, periosteum ve perisit hlcreleri kaynakli olanlardir (64, 67).

Tedavide kullanilacak ideal bir kok hicre donérden invazif olmayan bir
sekilde alinabilip in vitro doku kalttrlerinde hizla Uretilip, konakgi kemik
dokusuna vyerlestirildiginde canli kalabilmeli ve oradaki dokuya entegre
olabilmelidir. Ayrica tumorojenik etkisi olmamalidir (67).
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Kemik iliginde bulunan kok hucreler hematopoetik kok hacreler,
hemanijioblastlar, multipotent erigkin 6ncul hucreler ve mezensimal kok
hiucrelerdir. Kemik iligi kok hucrelerinin elde edilmesinin kolay olmasi,
tiumorojenik etkisinin dugltk olmasi, etik sorunlarin daha sinirh olmasi

nedeniyle en fazla klinik kullanimi olan ve arastirma yapilan gruptur.

2.4.2. Mezensimal Kok Hiicrelerin Tanimlanmasi

Elde edilen hicrelerin MSC olduklarini gosterecek bir belirte¢ hentz
ortaya konulamamigtir. Ancak bu islemlerin in vitro ortamdaki kualttrlerinin 7.
gliniinde fibroblast kolonileri sayilarak 10*~10° mononiikleer hiicre icin 1 adet
MSC oldugu kabul edilir.

Akim sitometresinde MSC'ler hematopoetik hucrelerin en 6énemli
belirteci olan CD45 ve CD34'U tagsimazlar. Fakat bu hucreler Thy—1 (CD90),
CD106 (VCAM), -1 integrin CD29/CD49, CD10 ve CD13 gibi markerleri ve
PDGF, EGF, NGF ve IGF1 gibi reseptorleri tagirlar.

Calismamizda rat kemik iliginden elde edilen hucrelerin MSC
oldugunu gostermek i¢in akim sitometrisi ile CD45 (-), CD34 (-), HLA-DR (-),
CD73 (+), CD90 (+), CD105 (+) yuzey belirteglerine bakiimistir (Bkz. Bolum
3.4)).

immiin fenotipik karakteristikler ise birincil hiicrelerde degil kiltiire
hicrelerde goérunur hale gelir. Bildirilen karakteristik belirtecler SH-2, SH-3
ve SH—4 dur. Ancak bu belirteglerden higbiri MSC'ler i¢in spesifik degildir. Ek
olarak MSC'ler HLA class-1'leri de tagirlar.

MSC'lerin "lineage” (dizi) degdistirmesi - kemik, kikirdak ve yag doku-
kullanilan diger bir fonksiyonel ayirici yontemdir. Kiltire edilmis MSC'ler i
seklinde fibroblastik bir gorinime sahiptirler (Sekil 2.6.). Bunlarin osteojenik
aktivasyonu igin R-gliserol-fosfat, askorbik asit—2-fosfat, deksametazon ve

fetal bovine serumu igeren osteojenik farkhlasma besiyeri kullanilir. Yaklasik
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u¢ haftalik kiltur sonucunda osteoblastik hiicre gorinumleri, kalsiyum birikimi
ve ALP gostermesi osteoblastik farklilagsma olarak degerlendirilir.

Sekil 2.6. Calismamizda kullanilan kilttre edilmis rat MSC ve HSC’lerinin

inverted mikroskoptaki goruntusu.

2.4.3. Mezensimal Kok Hiicrelerin Tedavide Kullanimi

MSC’ler spinal kord hasari, amyotrofik lateral skleroz, multiple skleroz,
Parkinson hastaligi, beyin iskemisi, myokard iskemisi, periferik arter
hastaliklari, kardiyomyopatiler, Crohn hastaligi, ulseratif kolit, SLE, graft
versus host hastaligi, kronik Ulser ve yara tedavisi, siroz,
mukopolisakkaridozlar, [6semi gibi tibbin ¢ok gesitli alanlarindaki hastaliklarin

tedavisi amaciyla kullaniimakta ve arastiriimaya devam etmektedir.

immin yaniti engellemek igin geleneksel olarak allojenik hiicre
tedavileri dncesinde 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 molekdllerini huicre
yuzeylerinde eksprese etmezler. Bu nedenle hipoimmunojeniktirler, konakgi
immun sisteminden gizlenebilirler ve immunsupresyona gerek kalmadan
kullanilabilirler. Ayrica adiposit, osteoblast ve kondrositlere faklilagtiklarinda

da, stimule edilseler bile nonimmunojenik kalmaya devam ederler (68, 69).
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MSC’ler canliliklarini ve osteoblastik farklilasma o6zelliklerini kaybetmeden
eksi 80 C° sicaklikta saklanabilmektedir (70).

MSC’lerin immUn yanit olusturmamalarinin yaninda immunsupresif
etkileri de gosterilmistir. GATA’ dan Nevruz ve arkadaslarinin ¢alismasinda,
ratlarda kemik iligi nakli sonrasi gelisen graft versus host hastaliginda
(GVHD) MSC’lerin immunsupresif etkileri gosteriimis ve MSC’lerin klinik
olarak GVHD tedavisi ve profilaksisinde kullanilabilecegi bildirilmistir (71).
Benzer sekilde insanlarda yapilan klinik ¢alismalarda da MSC’lerin steroid

tedavisine direngli refrakter GVHD'da etkili olabilecegi bildirilmistir (72).

Ortopedi alaninda MSC’lerin kikirdak doku tamiri, meniskis tamiri,
tendon ve kas tamiri, sinir dokusu tamirinde kullanimlariyla ilgili birgok
calisma mevcuttur (64, 67, 68, 73-84).

GATA’ dan Ural ve arkadaslarinin calismasinda in vitro kosullarda
farklilagtirlan MSC'ler ve okside selulozun tavsankulaklarinda olusturulan
kikirdak defektlerinin iyilesmesini hizlandirdigi gosterilmistir (85). Klinigimizde
devam eden bir ¢aligmada; tavsanlarin her iki dizinde meniskus avaskuler
bolgesinde olugturulan tam kat vertikal defektin diz ici MSC enjeksiyonu
sonras! defektlerin kontrol grubuna gore makroskopik ve histolojik olarak

daha fazla iyilesme g0sterdigi gozlemlenmigtir (77).

MSC’lerin ¢ok genis bir kullanim alani olmasi nedeniyle ilerleyen
bélimlerde sadece kirik iyilesmesi ve spinal fuzyondaki kullanimlarindan

bahsedilmigtir.

2.5. Mezensimal Kok Hiicrelerin Kemik iyilesmesi ve Spinal Fiizyonda

Kullanimi

Travma, enfeksiyon ve tumorler nedeniyle olusabilen genis kemik
defektlerinin ve kaynamama problemlerinin tedavisi MSC kullaniminin ana

alanini olusturmaktadir. Bu problemlerde gunumuizde hala altin standart
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otolog kemik greftlerinin kullanimidir. Ayrica vaskularize otolog kemik greftleri
veya allojenik kemik kullanimi da yaygindir. Ancak bu yontemlerin donér alan
morbiditesi, kisith kemik stoku, allojenik kemiklerdeki enfeksiyon riski veya
rejeksiyon gibi ¢esitli kisittamalari mevcuttur (64). Birgok c¢alisma kirik
iyilesmesinin ve kemik defektlerinin MSC’lerin tek basina veya asagida
belirtilen kombinasyonlarla hizlandirilabilecegini gostermektedir. Bu da otolog
greftlere ihtiyacin azalacadi ve kaynamama problemlerinin azaltilabilecegini

dusundurmektedir.

Kemik iyilesmesi ile ilgili ayrintili bilgiler Bolim 2.2.8.’de verilmistir.
Burada hatirlanmasi gereken nokta, kemik iyilesmesinin baglarinda olusan
dusuk oksijen basinci ve yuksek pH degerlerinin hipoksisinin duzeltilmesi igin
gerekli sitokinlerin salinimini sagladigidir. Kirik bolgesindeki plateletler,
inflamatuar hdcreler ve makrofajlar IL-1, IL-6, PDGF, VEGF ve BMP gibi
cesitli sitokinleri salgilayip yeni damar olusumunu, MSC’lerin yaralanma
bolgesine toplanmasini ve sonu¢ olarak osteoblast ve kondrositlere
farkhlasarak kemik iyilesmesini saglarlar (67). MSC’lerin kirik iyilesme
bdlgesine nasil gog¢ ettigi tam olarak bilinmemekle birlikte cesitli sitokin ve
kemokinlerin gorev aldigi ve MSC’lerde bu sitokinlere ait reseptorlerin oldugu

gOsterilmisgtir.

Bu sitokinlerden TGF-B, kemik iligi kaynakli MSC’ler icin etkili bir
kemotaktik sitokindir. MSC’lerin osteoblast ve kondroblastlara déntsimuni
uyarir. Ayrica kollajen, fibronektin, osteopontin, osteonektin, proteoglikanlar
ve ALP Uretimini uyarir. TGF-B emdiriimis kollajen hidrojelin tavsanlarda
olusturulan humerus basi defektlerinde iyilesmeyi hizlandirdigi gosterilmistir
(67). Diger bir sitokin olan FGF, kemik iyilesmesinin erken