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OZET

Amag: Allogreftler ve mezenkimal kok hiicreleri temel alan hiicre kaynakli tedaviler Ortopedi
ve Travmatoloji’de sik olarak kullanilmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin genel ortopedik
uygulamalarda kullanilmasina ek olarak, kemik greftleme gereksinimi olan hastalarda,
mezenkimal kok hiicre ve greftleme kombinasyonlari da giderek artan siklikla uygulanan
islemlerdir. Ancak bu kombine uygulamalarda mezenkimal kok hiicre davraniglar ile ilgili
bilgi birikimi hala kisithidir. Bu ¢alismada, kemik iligi ve yag dokusu kaynakli mezenkimal kok
hiicreleri, osteoblastik aktivite ag¢isindan birbirleriyle karsilastirmayr ve bunlarin taze
allogreftlerle inkiibasyonu sonrasi osteoblastik aktivitelerindeki degisiklikleri bulmay1

amacladik.

Materyal ve Metod: Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler 23 yasinda femur
psodoartroz cerrahisi geciren hastanin iliak kanat aspirasyon materyalinden, adipoz doku
kaynaklt mezenkimal kok hiicreler 32 yasinda abdominal liposuction cerrahisi geciren hastanin
aspirasyon materyalinden izole edildi. Hiicreler izolasyon sonrasi ilk 10 giin biyiitme
besiyerinde ¢ogaltildi. Daha sonra kaynagina gore her bir grup kendi i¢inde 2 gruba ayrildi. Bir
grup sadece osteojenik besiyerinde, diger grup kemik grefti eklenmis osteojenik besiyerinde 21
giin inkiibe edildi. Elde edilen dort kiiltiir grubunun; 1,7,14,21. giinlerde MTS kullanilarak
hiicre proliferasyonlari, 7,14 ve 21. giinlerde alkalen fosfataz diizeyleri oOlgiilerek osteojenik
potansiyelleri, 14 ve 21. giinlerde uygulanan Von Kossa ve Alizarin Red boyamalariyla

mineralizasyon agisindan degerlendirildi.

Sonuc: Kemik grefti eklenmeyen kemik iligi ve adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreleri,
proliferasyon diizeyi agisindan her bir grubun kendi i¢inde giin bazinda hiicre proliferasyon
degisiminde istatistiksel anlamlilik bulunmadi ancak iki grubun karsilastirilmasinda 7 ve 21.
gilinlerde hiicre proliferasyonunda kemik iligi kaynakli hiicreler lehine istatistiksel anlamli
sonug bulundu (p<0.05). Bu sonu¢ kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler dogal gelisim
cizgisi kemik oldugu i¢in, daha 1iyi osteoblastik proliferasyon gosterebileceklerini
diisiindiirmiistiir. iki grup arasinda alkalen fostaz aktivitesinde 7,14,21. giinlerde istatistiksel
fark goriilmemistir. Von Kossa ve Alizarin Red boyamalarinda her ne kadar kantitatif bir 6l¢tim
yapilmamis olsa da mikroskop ile incelemede belirgin fark saptanmamistir. Kemik iligi ve
adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin kemik grefti eklenmeyen ve eklenen gruplar

karsilagtirildiginda, greft eklenmeyen grupta 6zellesmenin goriildiigii 14. giin disinda 21 giin
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boyunca hiicre sayilarinda artis goriilmiistiir, greft eklenen grupta hiicre sayis1 iki kaynak
grubunda da 14. giinden sonra azalmistir. Bu azalma 21. giinde istatistiksel olarak da anlaml
bulunmustur (p<0.05). Alkalen fosfataz diizeyleri arasinda greft eklenen ve eklenmeyen
gruplarda 7,14,21. giinlerde istatistiksel fark bulunmamustir. Von Kossa ve Alizarin Red

boyamalarinda greft eklenen gruplarda mineralizasyonda belirgin azalma tespit edilmistir.

Cikarimlar: Taze spongioz allogreftler kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok

hiicrelerin osteojenik aktivitesini inhibe etmektedir.

Ileri Perspektifler: Mezenkimal kok hiicrelerin 6zellesmesinin ge¢ dsneminde MTS analizi ile
goriilen hiicre sayisindaki azalma, ayr1 bir calismada hiicre DNA analizi veya protein analiziyle
de tekrarlanarak daha giivenilir sonuglara ulasilabilir. Von Kossa ve Alizarin Red
boyamalarinda greft eklenen mezenkimal kok hiicre gruplarinda goriilen mineralizasyondaki
azalma mineralizasyonun kantitatif olarak gosterilebilecegi kalsiyum oOl¢iimi ile
desteklenebilir. Ayrica 6zellesmenin ge¢ donemindeki bu inhibisyon osteojenik aktivitenin geg
donem belirtecleri olan Osteonektin, Osteopontin, Osteokalsin gibi ge¢ donem belirteglerinin
Ol¢limilyle desteklenebilir. Tiim bunlara ek olarak bu inhibisyonda rol oynayabilecek Sclerostin
ve DKKI1 gibi muhtemel molekiiller ve bu molekiillerin etkin oldugu yolaklar ayri bir

caligmayla arastirilabilir.



ABSTRACT

Purpose: Allografts are widely used in Orthopedics. The use of mesenchymal stem cells and
combined grafting are increased with the increase use of mesenchymal stem cells in orthopedic
surgery. But, there is limited knowledge about behavior of mesenchymal stem cells in
combined grafting. Our object was to compare osteoblastic activities of bone marrow and fat
derived stem cells and to find the differences of osteoblastic activities after incubation with

fresh allografts.

Material and Method: Bone marrow derived stem cells were isolated from a 23 years-old
patients iliac crest aspiration materials who undergone pseudoarthrosis surgery of femur, and
fat derived stem cells were isolated from a 32 years-old patients aspiration material who
undergone abdominal liposuction surgery. After isolation, cells were multiplied in a growing
medium for 10 days. After that, each group in respect to their origin were divided into two
groups. One group was incubated in an osteogenic medium and the other in an osteogenic
medium with bone graft for 21 days. These four culture groups’ cell proliferations were
evaluated with MTS at 1,7,14 and 21st days, osteogenic potentials were evaluated with the
measurement of alkaline phosphatase levels at 7,14 and 21st days, and mineralization were

evaluated with Von Kossa and Alizarin Red staining at 14 and 21st days.

Results: There were no statistically significant difference in proliferation levels between days
in each group without bone graft, but at 7th and 21st days, there were statistically significant
difference in favour of bone marrow derived stem cells (p<0.05). This result preoccupy that,
bone marrow derived stem cells have better osteoblastic proliferation due to their natural line.
There were no statistically significant difference in alkaline phosphatase levels between each
group at 7,14 and 21st days. There were no significant difference in Von Kossa and Alizarin
Red stainings with microscopic evaluation even no quantitative measurement made. When
groups with and without bone graft were compared, in the group without bone graft, an
increase in cell count was observed except 14th day that specification occurs, but in the group
with bone graft, cell count was decreased after 14th day at both two groups. At the 21st day the
previously described decrease reached to a statistically significant level (p<0.05). There were
no statistically significant difference in alkaline phosphatase levels between groups with and
without bone graft at 7, 14 and 21st days. There were statistically significant decrease of

mineralization with Von Kossa and Alizarin Red stainings at group with bone graft.

X



Conclusions: Fresh spongios allografts inhibits the osteogenic activity of bone marrow and fat

derived mesenchymal stem cells

Further Perspectives: The decrease of cell count seen with MTS analysis at the late
specification phase of mesenchymal stem cells could be evaluated with another study with
DNA or protein analysis for more reliable results. The decrease of mineraliation at the groups
with bone graft seen at Von Kossa and Alizarin Red stainigs could be also supported with
calcium measurement for quantitative evaluation of mineralization. Furthermore, the inhibition
at the late phases of specification could be supported with late phase markers of osteogenic
activity like; Osteonectine, Osteopontine, Osteocalcine. Some molecules that possibly have role
in inhibition like Sclerostin and DKK1 and pathways of these molecules could also been

evaluated.
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1-GIRIS VE AMAC

Kemik greftleri Ortopedi ve Travmatoloji’de kirik, timdr cerrahisi, spinal flizyon ve segmental
defektlerin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Ulkemiz igin heniiz net bir rakam olmamakla
birlikte Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda yaklasik 500.000-600.000 kemik greftleme
prosediirii uygulanmaktadir. Bunlardan % 35-45’1 genel ortopedik uygulamalarda kalan kismi
ise spinal fiizyonlarda kullanilmaktadir (1).

Kemik greftlemesinde altin standart osteoindiiktif, osteokondiiktif ve osteojenik etkilerinden
dolay1, halen otojen kemik greftleridir. Otojen kemik greftlerinin miktar olarak yetersiz kaldig
ya da hastada ek morbidite yaratilmak istenmedigi kosullarda kemik bankalarindan elde edilen
allogreftler kullanilabilmektedir.

Kemik greftlerinin kullanimindan sonra kimi zaman beklenenden hizli bir rezorpsiyon
goriilmesi izlenebilen bir klinik sorun olusturmaktadir. Ayrica greftlemeye ragmen kaynamama
ve konsolidasyon yetersizlikleri de goriilebilmektedir. Bunun iizerinde etkili, cerrahi ve
stabilite, kemik kaybi1 miktar1 gibi mekanik bir¢ok faktér oldugu gibi hiicresel diizeyde de
kemik hasar1 alanindaki Interlokinler, TGF-B, PDGF ve TNF-a gibi hiicresel sitokinler ve
biiyiime faktorlerin de etkilidir. Ornegin TNF-a eksikliginde enkondral ve intramembrandz
kemiklesme geciktigi gibi osteo-kondral onciil hiicrelerde de indiiksiyon ve diferansiasyon
azalmaktadir. Yine COX2 enzim inhibisyonu ortamda prostaglandin ve arasidonik asit
metabolitlerinde azalmaya ve bu metabolitlerin azalmasinin da mezenkimal kok hiicrelerin
osteoblastik diferansiasyonunu durdurdugu bilinmektedir.

Son yillarda viicudun gesitli dokularindan kok hiicre temini ve gerek bu kok hiicrelerden
tedavide ihtiya¢ duyulan dokularin laboratuvar ortaminda iretilerek kullanimi, gerekse bu
hiicrelerin kendilerinin tireterek ortama saldiklar1 biyoaktif molekiillerin, hasarli dokudaki
immiinoregiilator ve rejeneratif 6zelliklerinden otiirli kullanimlar: artmigtir.

Bu ¢aligmada amacimiz kemik iliginden ve yag dokusundan elde edilen kok hiicrelerin in-vitro
ortamdaki osteoblastik aktivitelerinin karsilagtirillmasi ayrica kok hiicrelerden elde edilen
osteoblastlarin allojenik kemik greftleri ile inkiibasyonunun olumlu ya da olumsuz etkilerini

arastirmaktir.



2-GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, insan viicudunda her biri yeni 6zellesmis fonksiyonlu hiicreler olusturma
yetenegine sahip olan 6zellesmemis hiicrelerdir. Kok hiicreler igin en iyi ornek kemik iligi
kaynakli 6zellesmemis kok hiicrelerdir. Bu hiicreler; antikor iiretimi, enfeksiyonla miicadele,

gaz tasinmasi gibi 6zel fonksiyonlar1 bulunan beyaz ve kirmizi kan hiicrelerine doniistirler (2).

K&k hiicre teriminin bilimsel literatiire ilk girisi Alman biyolog Ernst Haeckel’in 1868 yilindaki
caligmalarina kadar uzanir. Darwin’in evrim teoriSini inceleyen Haeckel, filogenetik agaglar
gelistirerek biitiin ¢ekirdekli organizmalara evrimlesen, ata tek hiicreli yapiya ‘Stammzelle’
(stem cell) adin1 vermistir. 1980’lerin basinda California tiniversitesinden Gail Martin sigan
embriyolarindan kok hiicre izole ederek ‘embriyonik kok hiicre’ terimini bulmustur (3).

Kok hiicreler; embriyolar, kordon kani ve eriskin dokulardan elde edilebilir. Embriyodan veya
kordon kanindan izole edildiklerinde pluripotent blastomerlere esdegerdirler. Eriskin
dokulardan elde edilen kok hiicreler ise pluripotentten multipotente genis bir plastisite
gosterirler (4).

Bir kok hiicreyi tanimlayabilmek igin 5 tane gerekli 6l¢iit vardir; (5)

1-) Kok hiicreler uzun siire boliinebilme ve kendini yenileyebilme (self-renewal) 6zelligine
sahiptir. Hiicrelerin uzun boliinebilmesini belirleyen faktorlerden birisi, kromozomlarin ucunda

yer alan telomer denen ve binlerce kez tekrarlanan kisa DNA tekrar dizileridir. (TTAGGG).

2-) Kok hiicreler 6zellesmemislerdir. Bir kok hiicre, kalp kasinda oldugu gibi kani viicuda
pompalamak i¢in komsu hiicrelerle birlikte ¢alismaz. Eritrositlerde oldugu gibi oksijeni

dokulara tagityamaz. Ancak 6zellesmis hiicrelere doniismek i¢in kaynak olusturabilir.

3-) Kok hiicreler, ozellesmemis hiicrelere kaynaklik edebilirler. Bu olaya farklilasma
(diferansiasyon) denir. Kok hiicreler birden fazla hiicre tipine farklilagabilirler. En iyi 6rnegi

zigottur.



4-) Kok hiicreler, hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel olarak tekrar
cogaltabilirler. Hematopoetik kok hiicreler, sinir kok hiicrelerinde ve karaciger onciillerinde

gosterilmistir.

5-) Kok hiicreler, in-vivo kosullarda doku hasarinin olmadigi durumlarda bile farklilasabilirler.
Omek olarak embriyonik ya da eriskin kok hiicrelerin blastokiste enjekte edildiginde farkli

hiicrelere doniisebilmesidir.

2.2. Kok Hiicrelerde Temel Kavramlar

2.2.1. Plastisite (Farklanma);

Bir hiicrenin koken aldiklar1 dokularin disindaki dokulara diferansiye olabilme o6zelligini
tanimlamaktadir. Bunun Ornekleri arasinda; endotele, kas hiicrelerine, kalp kasina ve
hepatositlere dontigebilen kemik iligi kdkenli hiicreler ve piirifiye edilmis hematopoetik kok
hiicreler bulunmaktadir (6). Bir hiicre, farklanma asamasina girdiginde genellikle ¢ogalmayi
birakir. Bu 6zellik fetal ve embriyonik kok hiicreler i¢in devamli gériilebilmekteyken, yetiskin

kok hiicrelerinde bu 6zellik sinirlanmistir.

2.2.2 Kokliiliik (Stemness)

Kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran hiicresel ve molekiiler 6zelliklerini tanimlamak igin
kullanilir. K6k hiicrelerin molekiiler imzasi olarak bilinen bu 6zellikler, 6zgilin gen ifadeleri
veya translasyon sonrast bir dizi degisimler olup, bunlar sayesinde kok hiicreler

farklilasmaksizin 6zgiin yapilarini ve islevlerini korurlar (7).

2.3. Kok Hiicrelerin Simiflamasi

Kok hiicreleri siniflamak i¢in kullanilan terminolojiler sasirtici ve karmasik olabilir. Temel
olarak 2 cesit siniflama kullanilabilir. Bunlardan en sik kullanilan1 kok hiicrenin kdken aldigi
dokuya dayanan siniflamadir. Ikinci smiflama daha ¢ok fonksiyonel olan ve kdk hiicrelerin

potensiyel gelisimlerini temel alan siniflamadir (8).



Isim | Hiicre Tipi (Yerlesim) Farklanma Etkinligi | Farklanma Yonii
EKH | Morula asamasindaki hiicreler Totipotent Embriyon ve
embriyon dis1
tabakalar
EKH | Blastosis asamasindaki i¢ hiicre kitlesi | Pluripotent Embriyon govdesi
hiicreleri (tim somatik ve
germ hiicreleri)
EKH | Gastrula asamasindaki epiblast Pluripotent Endoderm,
hiicreleri mezoderm ve
ektoderm hiicreleri
EKH | Ektoderm, mezoderm ve endoderm Pluripotent Tim somatik
hiicreleri hiicreler
YKH | Ozgiin doku hiicreleri Multipotent Hiicrenin bulundugu
dokuya gore bir veya
daha fazla tiirde
hiicre
YKH | Bir dokudaki yerlesik hiicreler Unipotent Bir hiicre tipi

Tablo 1: Kok hiicrelerin farklilasma potansiyelleri (8)

2.3.1. KoKk hiicrelerin farklllasma potansiyeline gore simiflandirilmasi

2.3.1.1. Totipotent kok hiicreler

Ovumun dollenmesinden sonraki yaklasik 4. giine kadar olusan hiicre kitlesidir. Zigot en

onemli ve ilk totipotent hiicre olarak kabul edilir. Totipotent hiicreler farklilagma kapasitesine

bakildiginda, viicuttaki tiim hiicre ve dokulara farklilagabilen hiicre tipidir. Bu hiicreler

embriyonik ve embriyonik olamayan dokulara farklilasabilirler.

2.3.1.2 Pluripotent kok hiicreler

Embriyonik olmayan hiicrelere farklilasamazlar. Bu 6zellikleriyle totipotent hiicrelerden

ayrilirlar. Bu hiicreler ektoderm, mezoderm ve endorderme ait tiim hiicrelere farklilasabilirler.

Fetusun gonadal hiicreleri pluripotent hiicrelerdir.

2.3.1.3. Multipotent kok hiicreler

Farklilagma yetenekleri kisithidir. Kendi grubundaki hiicre ve doku gruplarina farklilasabilirler.

Hematopoetik hiicrelerin sadece yine kan kokenli hiicrelere farklilasmasi buna 6rnektir.




2.3.1.4. Unipotent kok hiicreler

Sadece bir hiicre grubuna farklilagsabilen hiicrelerdir. Kas dokusundaki uydu hiicreler buna
ornektir.

K&k Hiicre Farklilasma Potansiyeli

Totipotent
l
Pluripotent

Multipotent Multipotent

Hemapoetik kdk hilcre  Mezenkimal kék hiicre

s /[\\

hiicreleri  kan hiicreleri

Diger kék hl'.icreler Unipotent

Kas Sinir Kemik Diger

Sekil 1: Kok hiicrelerin farklilasma potansiyeli (9)
2.3.2. Kok Hiicrenin Kaynagi Olan Dokuya Goére Siiflama

Kok hiicreler kaynaklandiklar1 dokuya gore 4 ana siifa ayrilir: embriyonik kok hiicreler,
eriskin kok hiicreleri, fetal kok hiicreler, umblikal kord kok hiicreleri. Bu ana gruplar kendi
iclerinde alt gruplara ayrilarak isimlendirilirler. Fetal ve eriskin kok hiicrelerinin embriyonik
kok hiicrelerden gelistigini; eriskin organlarinda goriilen kok hiicrelerin, bu embriyonik kok
hiicrelerin kalintilar1 oldugunu ve doku yaralanmalarinin onariminda bu kalint1 kok hiicrelerin

gorev yaptigini diisiinenler de vardir (2).



iINSAN KOK HUCRELERI

Embriyonik Fetal infant Eriskin

] T

Blastosist Gonadal ¢izgi  piisiik Germ gizgisi  Sematik

Kordon kani Warton jeli
(5-7) glin (& ha'Ft‘a] | ‘ |
|

Fetal kék hiicre Spermatogonia

Embriyonik  Embriyonik Kerdon kani  Kordon matriks Oogonia
kék hiicre germ hiicreleri kdk hiicreleri kk hiicreleri
Hemapoetik  Mezenkimal Karaciger Epidermal Sinir Goz Mide  Pankreas?

} (sag,deri)

Kemik iligi Periferik kan Kemik iligi stromasi

Sekil 2: Kok hiicrelerin kaynagi olan dokuya gore siniflandirilmasi (2)
2.3.2.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Memeli embriyolari, biitliin omurgalilarin embriyolar1 gibi birbirine benzer goriinlimdeki
blastula (blastosit), gastrula ve norula evrelerini gegirir. Zigot olustuktan sonra embriyonik olan
ve embriyonik olmayan hiicreler blastula evresinde ortaya ¢ikar. Boylelikle i¢ hiicre toplulugu
ve trofoblastlar olmak tizere 2 cesit hiicre tipt olusur. Embriyonik dokular i¢ hiicre
toplulugundan olusurken, trofoblastlar uterusa implantasyonda rol oynayan plasenta ve
koryonik membrana farklilagir. Embriyonun gelisiminde en O6nemli ozellik hiicre-hiicre

kontagidir. Bu sekilde hiicreler birbirleriyle haberlesir, koordine olur ve farklilasir.



."K-_Kﬁ Fertilize Oosit (Totipotent)
Ny

/_“\ Ic hiicre kitlesi

/'. / eeol Embriyonik kék hiicre
Trn'Fnl:Ias't\~_ e T
l N N
Plasenta Mezoderm Endoderm Ektoderm Kendini yenileyebilme

(self-reneval)

Sekil 3: Embriyonik kdk hiicre gelisimi (10)

Embriyonik indiiksiyonda denilen embriyonik gelisim; primer, sekonder ve tersiyer induksiyon

olmak iizere 3 ana evrede bi¢cimlenir.

a) Primer indiiksiyon;

Gastriilasyon ve hiicrelerin ektoderm, mezoderm ve endoderm olmak iizere viicuttaki tiim

dokularin kaynagi olan 3 germ yapraginin olustugu koordineli hareketi kapsar.

b) Sekonder indiiksiyon;

Olusan li¢ germ tabakasmin etkilesimiyle noriilasyonun yani beyin, spinal kord ve periferik

sinirlerin olustugu asamayi kapsar.

c) Tersiyer indiiksiyon;
Organogenez yani viicuttaki tiim organlarin olustugu asamayi kapsar (4).

Memelilerde zigot, 2 hiicre, 4 hiicre, 8 hiicre ve morula evreleri totipotent hiicreleri igerir.
Puliripotent embriyonik kdok hiicreler i¢ tabaka hiicrelerinden 5 veya 6 giinliik blastosistten

gelisirler. Embriyogenez siiresince i¢ tabaka hiicreleri epiblast ve hipoblast olmak iizere iki



tabakaya ayrilir. Hipoblast yolk-sac kesesini olustururken, epiblast tabakasi {i¢ germ yapragini

olusturur (2).

Arastirmacilar embriyonik kok hiicrelerin farklilagabilme 6zelligini ilk olarak 1980 li yillarda
kesfetmiglerdir. Bir farenin blastosistlerini, diger bir farenin embriyonik kavitesine transfer

ederek, transfer edilen hiicrelerden bir¢ok doku ve organin gelistigini gozlemlemislerdir (4).

Insan embriyonik kok hiicreleri puliripotent ve farklilasmamis hiicrelerin belirtegleri olan;
CD9, CD24, Oktamer baglayici protein (oct-4), Nanog, ALP, LIN 28, Thy-1, SSEA-3 ve 4

antijenlerini sunarlar (5).

2.3.2.2. Fetal Kok Hiicreleri

Fetal kan, fetal kemik iligi, karaciger ve bobrek gibi birgok fetal dokudan elde edilebilirler.
Fetal kok hiicre, etik olarak embriyonik kok hiicrelere gore daha az tartigsmali iken, eriskin kok
hiicerelerden daha fazla farklilagma kapasitesine sahiptir. Fetal kok hiicreler hiicre biyolojisinin
aydinlatilmasinda ¢ok giiclii bir ara¢ olustururken, hiicre nakli ve gen tedavisi i¢inde umut

olusturmaktadir.

Fetal kok hiicre kullanimi yeni degildir. Kordon kani hematopoetik kok hiicreleri yaklasik son
20 yildir kullanilmaktadir. Ayrica Parkinson hastaliginin tedavinde kullanilan fetal noral
dokular ile hastaligin tedavisinde bazi klinik ilerlemeler kaydedilmistir. Fetal kok hiicreler

multipotent hiicrelerdir (11).

2.3.2.3. Kordon Kan1 Kok Hiicreleri

Kordon kaninda, kemik iligi ve eriskin periferik kanindan farkli olarak dolasimda olan kdok
hiicreler ve hiicre elemanlar1 bulunur. Kordon kani, kemik iligi ile karsilastirildiginda daha
disiik Graft Versus Host reaksiyonu gosterir. Bunun sebebi hiicreler tarafindan sentezlenen

artmig 1L-10 seviyeleri ve azalmis -2-mikroglobulin diizeyleridir.



Kordon kani hiicrelerinin karaciger ve noronlara doniistiigli goriilerek multipotent olduklari
gosterilmistir. Kordan kanindan kaynaklanan matriks hiicrelerinin yararli kok hiicreler oldugu
gosterildikten sonra, ilgiler kordon kanina yonelmis ve kordon kani kdk hiicreleri daha sonra
kullanilmak tizere depolanmaya baslamistir. Bu matriks Warton Jeli olarak adlandirilmis ve
mezenkimal kok hiicre izolasyonunda kullanilmistir. Kordon kani hiicreleri yiiksek telomeraz

aktivitesi gosterirler ve tipik kok hiicrelere benzer c-kit gibi antijenler tasirlar (2).

2.3.2.4. Eriskin Kok hiicreleri

Eriskin kok hiicre olarak adlandirilan bir grup hiicre, bu hiicreleri destekleyen hiicreler,
mikrogevre olarak adlandirilan bir bdlgede ve eriskinde kemik iligi,yag dokusu, kalp, bobrek,
beyin, deri, gbz, gastrointestinal sistem, karaciger, pankreas, akciger, meme, over, prostat ve
testis gibi organlarda tespit edilmistir. Bunlar, 6zel mikrogevrelerinde yliksek telomeraz
aktivitesine sahip olduklari halde embriyonel kok hiicrelerle karsilastirildiklarinda daha az
farklilasma kapasitesine sahiptirler ve daha kisith sayida progenitor hiicre olusturabilirler. Bu
hiicreler sayica c¢ogalabilirler yada daha olgun veya dokuya 6zel hiicre tiplerine
farklilasabilirler (5).

2.3.2.4.1 Mezenkimal Kok Hiicreler

Insan mezenkimal k&k hiicreleri (MKH) yaklasik 40 yil énce ilk olarak Friedenstein ve
arkadaglar tarafindan kemik iliginde fibroblast prekiirsorlerinin i¢inde hiicreler goriilmesiyle
tanimlanmgtir (12). Mezenkimal kok hiicreler, dogum sonrasi hematopoetik olmayan kemik
stromasinda goriiliirler. Bu stromal yapi osteojenik hiicreler, retikiiler hiicreler, adipositler,
endeteliyal hiicreler, makrofajlar ve diiz kas hiicrelerinden olusur (13).

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler siklikla iliak kanattan alinan 6rneklerden elde
edilir (14). Femur ve tibia gibi uzun kemiklerin mediiller kanalindan (15) ve vertebra
korpuslarindan da elde edilebilir (16). Kemik iligindeki mezenkimal kok hiicrelerin sayilari,
dogum sonrasinda ortaya ¢iktiktan sonra yasin ilerlemesi ile eriskin donemde giderek azalir.
Yenidoganda aspiratlardaki kok hiicre orani 1/ 10.000 iken, 80 yasindaki bireyde 1/2.000.000

oranina kadar azalir (17).



2.3.2.4.1.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Diferansiasyonu

Insan mezenkimal kok hiicrelerinin kesfinden sonra yapilan ¢alismalar, mezodermal kokenli
osteoblast (kemik), kondrosit (kikirdak), adiposit (yag), iskelet kasi, diiz kas, kardiak kas,
endotel hiicreleri, noronlar, hepatosit ve pankreas 3 hiicrelerine doniigsebildiklerini gostermistir
(18).
Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik aktivasyonu igin;
- B-glisero fosfat,
- askorbik asit-2 fosfat,
- deksametazon
- FBS gereklidir.
Bu maddelerin varliginda, hiicreler ALP aktivitesinde regiilasyon artist ve ekstraselliiler
matrikste kalsiyumdan zengin mineralizasyonla osteoblastik morfoloji kazanirlar. Mezenkimal
kok hiicrelerin fenotipik olarak osteoblast diferansiasyonunu gostermek icin ALP ve Alizarin
Red S boyamasi yapilir.
Mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik diferansiasyonu igin
- 3 boyutlu bir kiiltiir ortam1
- Serumsuz besiyeri
- TGF-B stiper ailesinin bir iiyesi gereklidir.
Sartlar uygun oldugunda hiicreler hizli bir sekilde fibroblastik morfolojilerini kaybederler ve
glikozaminoglikan gibi kikirdak spesifik ekstraselliiler matriks komponentlerini yaparlar.
Kondrogenezin erken evresinde kondroitin siilfatin stilfasyonunda artis olusur. Sonug olarak 4
ve 6 siilfatli kondroitin parcalari olusur. Yasamin ileri doneminde eklem kikirdaginda bu
siilfasyon paterninde minimal degisiklikler olur.
TGF-B3 varliginda mezenkimal kok hiicreler, normal eklem kikirdaginin matriksindeki
baglama proteini, fibromodiilin, kikirdak oligmerik matriks protein, decerin, tip 2 kollajen ve
kondroadenin sentezler. Kemik iliginden iiretilen mezenkimal kok hiicreler icin BMP-2 ile
kombine TGF-B3, en etkili kondrojenik uyarici iken, yag kdkenli mezenkimal kok hiicreler igin
en kondrojenik uyaran BMP-6 ile kombine edilmis TGF-f’dir. Mezenkimal kok hiicrelerin
fenotipik olarak kondrosit diferansiasyonunu gostermede ise Alcian Blue boyamasi yapilir.

Mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik diferansiasyonu igin ise isobutilmetilksantin kullanilir.
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Sonug¢ olarak mezenkimal kok hiicreler vukuoller olusturarak adiposite doniisiirler. Bu
lipogenez, niikleer bir reseptor ve transkripsiyon faktorii olan preoksizom proliferator-aktive
reseptor v ( P-PAR-y ) ile aktive olurken, IL-1 ve TNF-a ile bloke olur. Mezenkimal kok

hiicrelerin fenotipik olarak, adiposit diferansiasyonunu gostermek icin Oil Red O boyamasi

kullanilir (19,20).
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Sekil 4: Mezenkimal kok hiicrelerin degisim potansiyeli (21)

2.3.2.4.1.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tanimlanmasi ve Yiizey Belirtecleri

Insan mezenkimal kok hiicreleri pozitif yiizey belirteg antijenleri; CD73, CD 90, CD 105, ve
hematopoetik antijenler olan CD 11b, CD 14, CD 19, CD 34, CD 45, CD 79 ve HLA-DR
negatiflikleri ile taninirlar. Mezenkimal kok hiicrelerin, ylizey antijenlerine dayali
tanimlamalar igin yapilan ¢aligmalar da, bu antijenlerin mezenkimal kdk hiicrelerin farkli

tiirlerden izolasyonu, farkli dokulardan iiretilmesi ve farkli kiiltiir ortamlara gore cesitlilik

gostermektedir (18).
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Mezenkimal kok hiicre Minimal tanimlama kriterleri; (Uluslararas1 Hiicre Tedavi Toplulugu)

a) Doku kiiltiir kabina standart kiiltiir sartlarinda yapisabilme (% 10 FBS igeren besiyeri

gibi)

b) Hiicre yiizey karakterizasyonu

Pozitif Negatif

CD73 CD 11bveya CD 14

CD 90 CDh34

CD 105 CD 45

CD 44 CD 79-a veya CD 19
HLA DR

Tablo 2: Mezenkimal kdk hiicrelerin hiicre yiizey belirtegleri

¢) In-vitro sartlarda 3 tipte mezodermal diferansiasyon gosterebilme (osteoblast, kondrosit,
adiposit) (22)

2.3.2.4.1.3. Mezenkimal Kok hiicre izolasyonu

Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi, umblikal kord stromasi (Warton jeli), plasenta, adipoz
doku, sinovya, siit disi ve deriden izole edilebilir. Bunlarin iginde en sik mezenkimal kok hiicre
izolasyonu ig¢in kemik iligi kullanilir. Standart kiiltiir sartlarinda (% 10 FBS igeren ortam)
herhangi bir kaynaktan elde edilen mezenkimal kok hiicreler biiyiir, sferik sekilden igsi sekile
donisiirler ve asili durumdan kiiltiir kabina yapisik hale gegerler (2,18,20).

2.3.2.4.1.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tedavide Kullanim

2.3.2.4.1.4.1. MKH’lerin immiinomodiilatér Olarak Kullanim

Mezenkimal kok hiicrelerin romatolojik hastaliklarda kullanim agisindan 6nemli 6zelligi in-

vitro ve in-vivo kuvvetli immiinosupresif ve antienflamatuar etkileridir. Mezenkimal kok

hiicrelerin hiicre-hiicre etkilesimi ve cesitli faktorlerin salinimi ile immiin sistemi lokal
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baskilayict bir ¢evre yarattigi diisiiniilse de immiinomodiilator etkileri tam olarak
anlagilmamistir. Ayrica bu tedavinin sonuglari heniiz kesinlesmis degildir.

Mezenkimal kok hiicreler sitokin salinimi degistirerek ve dentritik hiicre, dogal ve efektor T
hiicre, NK hiicre (dogal oldiiriicii hiicre) ¢agalmasini uyararak daha toleran bir fenotip ve
antienflamatuar etkinlik saglar. Enflamatuar sitokinlerden TNF-a, IFN-y sekresyonunu
azaltirken, antienflamatuar sitokinler olan IL-4, IL-10 sekresyonunu arttirirlar. Bu etkilerden
otiirii Romatoid Artrit tedavisinde in-vivo mezenkimal kok hiicre kullanim1 umut verici olsa da
sonuglar1 kesin degildir.

Mezenkimal kok hiicrelerin timdr biiyiimesi ve metastaz arttiric1 etkileri ise tartismalidir.
Mezenkimal kok hiicre tiimdr iliskisindeki diger bir konu ise mezenkimal kok hiicrelerin bir
ka¢ pasaj sonrasi sitogenetik birikime bagli neoplastik 6zellik kazanabilmesidir. Bu durum

raftan alinarak kullanilan allojenik kullanimlarda dikkatli olunmasini gerektirir (19).

2.3.2.4.1.4.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kikirdak Hastalklarinda Kullanim

Kikirdak yapisal olarak avaskiiler olmasi sebebiyle kendiliginden iyilesme yetenegi sinirlidir.
Bu sebeple kikirdak yaralanmasi veya osteoartrit gibi hastaliklarin tedavisinde mezenkimal kok
hiicreler, giincel arastirma konusu olmaya devam etmektedir. Elde edildigi doku temel
alindiginda sinovyadan izole edilmis mezenkimal kok hiicreler en giiclii kondrojenik 6zellige

sahiptir (19).

2.3.2.4.1.4.3. MKH’lerin Meniskiis Onariminda Kullanim

Meniskiislerin avaskiiler zonlarindaki yirtiklar potansiyel bir kanama varligi olmadigi igin tamir
edilemez. Bir tedavi metodu olarak, menisektominin ise osteoartrit gelisimiyle yakin iligkisi
gosterilmistir. Son donemde meniskiis yirtiklarinda hiicre kaynakli tedaviler denenmektedir.
Izole edilen kondrositler meniskal matrikse ekildiginde, ayrilmis meniskal pargalari bir arada
tuttugu goriilmiistiir. Biyomekanik ve histolojik ¢aligmalar, bu sekilde yeni sentezlenen
kartilajendz matriks ile adezyonun giiclendigini gostermistir. Biitlin bunlar meniskiisiin
avaskiiler zonundaki yirtiklarda menisektomiye bir alternatif olarak hiicre kaynakli tedavilerin

potansiyel iyilestirici etkileri hakkinda umut yaratmaktadir (23).
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2.3.2.4.1.4.4. MKH’lerin Tendon ve Ligamentlerin Onariminda Kullanim

Tendon ve bag yaralanmalar diisiik kaliteli doku ile iyilesir. Otogreftler, allogreftler ve resorbe
olabilen biyomataryeller tedavide defektler i¢in kullanilabilir. Greft kullanimi dondr
morbiditesine, skar olusumuna ve doku reddine sebep olabilir. 1 cm’lik tavsan asil tendon
defektinde yapilan ¢alismada, defekt iizerine mezenkimal kok hiicre yerlestirildiginde, ¢apraz
bagl ve diizglin uzanimli kollajen lifleri goriilmiis ve kontrol grubuna gore daha iyi sonug elde
edilmistir.

On capraz bag (OCB) yirtiklar1 sonrasi yapilan rekonstriiksiyon ameliyatlarindan sonra
OCB’nin kompleks anatomisini kazanmas1 yaklasik 6 ay1 bulmaktadir. OCB rekontriiksiyonu
sirasinda uygulanan mezenkimal kok hiicrelerin kemik-tendon iyilesmesi acgisindan neredeyse

saglam OCB-kemik arasindaki iliskiye yakin baglanma ge¢miste gosterilmistir (23).

2.3.2.4.1.4.5. MKH’lerin Spinal Kanal Yaralanmalarinda Kullanim

Mezenkimal kok hiicre tedavisinin spinal kanal yaralanmalarinda potansiyel bir tedavi metodu
olabilecegi iizerinde durulmaktadir. Bunun sebebi pluripotent olan bu hiicrelerin sinir hiicresine
de doniisebilme potansiyelleridir. Hayvan deneylerinde aksonal rejenerasyonu sagladigi, kemik
kokenli mezenkimal kok hiicrelerin demyelinize sinirlerde tekrar miyelinizasyonu sagladigi,

lokal spinal refleks yollarinda yeniden yapilanmaya sebep oldugu bildirilmistir (23).

2.3.2.4.1.4.6. MKH’lerin Miiskiiler distrofi tedavisi

Miiskiiler distrofiler, ilerleyici kas giigsiizliigli ve atrofisi, paralizi bulgular1 olan bir
noromiiskiiler hastalik grubudur. Immiin sistemin farmakolojik olarak baskilanmasi kullanilan
bu hastaliklarin tedavisinde, kok hiicre nakillerinin yararli olabilicegi diistiniilmektedir.
Mezenkimal kok hiicre nakilleri sonrast bu hastalarda, kok hiicrelerin miyofibrillere doniistiigi,
kas hasar1 olan bolgelerde miyojenik farklilagma gosterdikleri bildirilmigtir. Tim bunlar

miiskiiler distrofilerin tedavisinde ilerki doneme ait umut olusturmaktadir (23).

2.3.2.4.1.4.7. MKH’lerin Osteogenezis Imperfekta’da Kullanim

Osteogenezis Imperfekta (OI), genetik &zellikte Tip 1 Kollajen hastaligidir. Kollajenin bir

osteoblast iiriinii olmas1 mezenkimal kok hiicre tedavisinin bu hastalarda yararli olabilecegini
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distindiirmiistiir. Hayvan deneylerinde normal bir fareden alinan mezenkimal kok hiicrenin
OI’l1 bir fareye nakledilmesiyle OI’li farenin kemiklerinde normal 6zellikte kollajen pargalarina

rastlanmigtir (23).

2.3.2.4.1.4.8. MKH’lerin Kemik Iyilesmesinde Kullanim

Travma ve bazi patolojik durumlar biiyiik miktarda kemik kaybina sebep olabilir. Bu durum
defektli alana kemik doku nakli ihtiyacina sebep olabilir. Ancak bunun sonucunda donér saha
morbiditesi ve enfeksiyon gibi riskler ortaya ¢ikmaktadir. Hayvan modelleri {izerinde, kemik
iligi kaynakli osteoprogenitor hiicrelerle yapilan ¢aligmalar, insan kemik doku defektlerinde
otojen stromal dnciilerin kullanilabilecegi konusunda yol gosterici olmustur.

Bagarili kemik doku miihendisligi osteoprodiiksiyon, osteoindiiksiyon, osteokondiiksiyon ve
mekanik uyarim igerir.

Osteoprodiiksiyon, hiicrenin kemik triinleri salinimi tanimlar. Kemik defektlere mezenkimal
kok hiicre transferiyle iyilesme ¢alismalarda gosterilmistir (23).

Osteoindiiksiyon biiylime faktorlerinin osteojenik hiicreleri defekt alanina ¢ekmesini tanimlar.
TGF-B3 ve anologlarinin, kemik morfojenik proteinlerinin (BMP) kullanilmaya baslamasiyla
kemik iyilegsmesinde artig gozlenmistir.

Osteokondiiksiyon, kemik hiicresi tasiyan yapilarin, alict bolgede birlesmesidir. Greftler
aktarilan ve remodele olan skafoldlar gibi davranirlar.

Mekanik stimulasyonun kemik hiicre ¢ogalmasinda ve farklilagsmasinda ayn1 zamanda kemik

mineralizayonunda etkili oldugu ge¢mis ¢alismalarda gostermistir (23).

2.4. Kemik doku

Kemik yap1 iyi organize olmus vucudun en 6nemli destek yapisidir. Kaslarin tutunmasi igin
saglam bir yap1 olusturur ve kas kasilmalarinit harekete doniistiiren bir kaldirag kolu gibi is
gortir (24).

Kemik mekanik 6zellikler agisindan, gerilme giicli demire yakindir, fakat demirden 3 kez daha
hafif ve 10 kez daha esnektir. Kemigin matriksi organik ve inorganik komponentler igerir, i¢ ve
dis yiizeyi hiicreler ile kaplanmistir. Olgun kemik, periost ve kemik doku taratindan ¢evrilmis
yagl veya hematopoetik kemik iligi i¢erir. Kemik iligi kemik hiicreleri i¢in kaynak olusturur ve
iligin kan damarlar1 kemik dolagiminin 6nemli bir pargasidir. Kemik iliginin hastaliklari veya

mekanik hasarlanmalar1 kemik ve periostal hiicrelerin aktivitelerini etkiler. Kemik yiiksek
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miktarda ekstraselliier matriksle ¢evrili mezenkimal kok hiicreler igerir. Matriksteki mineral
yap1 dokuya miikemmel giig, sertlik ve egilme 6zelligi verir (25).

Kemik dokusu makroskopik olarak kortikal ve spongioz olmak iizere iki tip kemikten olusur.
Kortikal kemik siki kompakt kemik dokusudur. Disiik gézeneklidir ve makroskopik bosluk
goriinmez. Diafizel bolgede kortikal kemik yiik tasir. Metafizer ve epifizer bolgede ise yiikiin
bir kismini tasir, bu bolgede asil yiikii trabekiiler kemik tasir. Kortikal kemik dokusu
mikroskopik olarak primer kemik dokusundan olusur. Kollajen ve mineralizasyon diizensiz ve
rastgeledir.

Trabekiiler kemik porozite gosteren kemik boliimiidiir. Makroskopik gézeneklilik %30 ile % 90
arasinda degisir. Osteoporozda makroskopik gézenekler trabekiillerdeki incelmeye bagl olarak
artmistir. Mikroskopik olarak kortikal kemik dokusunun remodelasyonu sonucu olusmus
sekonder kemik dokusudur (26).

2.4.1. Kemik doku hiicreleri

1-) Mezenkimal kokenli hiicreler

Bu hiicreler osteojenik hiicrelerdir. Igsi, uzun bir sitoplazmalar1 vardir. Kemik hiicre

prekiirsorleridir. Periost ve kemik iliginde sayilar1 fazladir.

2-) Osteoblastlar

Matiirasyon evreleri agisindan pre-osteoblast, osteoblast ve osteosit basamaklarini izler.
Olgunlasmis osteoblastlar kemik metabolizmasinda daha sonra mineralize olacak olan kemigin
organik matriks elemanlarinin sentezinden sorumludur. Osteoblastlar alkalen fosfataz (ALP)
gibi fenotipik belirtegler, kollajenéz ve osteokalsin gibi kollajen6z olmayan matriks
proteinlerini {retirler. Osteoblastlar ayrica diferansiasyonlarinda rol oynayan paratiroid
hormon, 1-0,25-dihidroksivitamin D3, 0Ostrojen ve glukokortikoid reseptorleri tagirlar.
Osteoblastlar osteositlere dontigiitken bazi ozelliklerini kaybederken, bazi yeni 6zellikler

kazanirlar (24).
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Sekil 5: Mezenkimal kok hiicreden osteosite farklilasma (27)

3-) Osteositler

Olgun osteositler satellit sekilli veya dentritik hiicrelerdir. Kemik lakunalarinda bulunurlar.
Osteositler kan kalsiyum metabolizmasinda ana role sahiptir. Osteoblastlar mineralize matriks
icine gomiilerek osteosit haline gelirler. Mitoza ugramayan, diisiik metabolik aktiviteli ve
sentez kapasitesi diisiik olan hiicrelerdir. Osteoblastlardan farkli olarak ALP sentezlemezler.
Osteositler arasindaki sinyal iletisimi protein komplekslerinden olusan ‘gap junction’ denilen

yapilar tarafindan saglanir (26).

4-) Osteoklastlar

Multiniikleer kemik rezorbsiyonundan sorunlu hiicrelerdir. Belirte¢ proteinleri tartarat rezistans
asit fosfataz (TRAP), Kalsitonin reseptorii ve Katepsin K’dir. Osteoklastlar monosit/makrofaj
kokenli hematopoetik hiicrelerdir. Multiniikleer oluslart mononiikleer dnciillerinin birlesmeleri
ile olur. Kemik yiizeyine yapisarak hiicrelerin altinda bir alan olustururlar. Bu bolegeden
baslayarak rezorpsiyon yaparlar. Bu bolgeden proteaz ve iyonlar salgilayarak organik ve non-
organik bilesenleri ¢ozerler. Osteoklastlarin diferansiasyonu ve aktiviteleri primer olarak
RANKL ( niikleer faktor kapa B ligand ) ve osteoprotegerin ile diizenlenir. RANKL osteoklast

aktivasyonuna sebep olurken, osteoprotegerin osteoklastlari inhibe eder (26).
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2.4.2. Kemik matriksi

Kemik matriksi % 40 organik ve % 60 inorganik bilesenlerden olusmustur.

2.4.2.1. Organik matriks

Kuru kemik agirhigimin % 40°1dir. % 90 Tip 1 kollajen, % 5 diger kollajenler (Tip 3 ve 4),

kollajen olmayan proteinler, biiylime faktorleri ve sudan olusur.

a) Kollajen

Primer olarak Tip 1 kollajenden olusur. Ekstraselliiler ana proteindir. kollajen fibrilleri i¢inde
bosluklar mevcuttur. Paralel molekiillerin yan yiizleri porlar igerir. Mineral birikimi yani
kalsifikasyon bu bosluklar ve porlarda olusur. Tip 1 kollajen fibrillerindeki {iglii helikal yap1
kemigi gerilme kuvvetlerine karsi gii¢lii kilar. Kiigiik miktarlarda Tip 3 ve Tip 4 kollajen

goriiliir.

b) Kollajen dis1 matriks proteinleri

1-) Osteokalsin;

K vitaminine bagli proteindir. Osteoblast diferansiasyonunun belirtecidir.

2-) Fosfoproteinler;

Negatif yiikli proteinlerdir. Bu sebeple kalsiyumla beraber hareket ederek
mineralizasyonda rol oynarlar.

3-) Bilyiime faktorleri ve sitokinler;

Kemik diferansiasyonu ve aktivasyonunda gorevlidirler. Kemik morfojenik
proteinler (BMP), TGF-B, bFGF, IGFs ve interlokinler bu gruba girer.

4-) Adezyon proteinleri;

Fibronektin ve vitronektin hiicelerin yapigsma ve ayrismalarinda rol oynarlar.

5-) Proteoglikanlar;

Protein ¢ekirdek ve glikozaminoglikanlardan olusur. Dokunun yapisini destekler,
biliyiime faktorlerine baglanir, hiicresel ¢ogalmayi regiile eder ve hiicre ylizey

reseptorii olarak davranirlar.
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2.4.2.2. inorganik matriks

Kompresif strese dayaniklilik saglar. Primer olarak hidroksiapatit ve trikalsiyum
fosfat formunda kalsiyum ve fosfattan olusur. Magnezyum, sodyum ve karbonat da

icerir. Kemigin mineral bileseni, kollajen fibrilleriyle yakin iliskidedir (26,28).

2.5. Kirik lyilesmesi

Kikirdak, kas, tendon, ligament ve sinirler gibi tiim muskulo-skeletal dokular yaralandiklarinda
fibroz doku ile iyilesir. Bunun tek istisnas1 kemik dokusudur. Kemigin iyilesimi skar dokusuyla
degil yine kemik ile olur (29). Kemik iyilesmesi organizmanin kullandigi yol g6z Oniine

alindiginda primer ve sekonder olarak 2 sekilde olur.

2.5.1 Primer (Birincil) Kemik Tyilesmesi

Kirik yilizeyleri sikica temasta tutulursa, kirik iyilesmesi biiylik ¢apta gozle goriliir kallus
olmadan kanselloz veya kortikal kemik i¢inde olusabilir. Bu iyilesme bigimine ‘Birincil kemik
tyilesmesi’ denir. Kirik uglarinin sikica birlestirildigi sikica tespit edilmis ¢ogu kirikta, kemik
uclarmin temasta oldugu kirik c¢izgilerinin mevcut oldugu boélgeler ve kiiclik bosluklarin
bulundugu baska alanlar vardir. Kemik uclar1 arasinda temas olan bu bolgelerde lamelli kemik,
kirik ¢izgisi iizerindeki osteon uzantilar tarafindan olusturulabilir. Bir osteoklast kiimesi kirik
cizgisi boyunca nekrotik alanlar1 yararak ilerler, osteoklastlar1 izleyen osteoblastlar yeni kemigi
olustururlar ve kan damarlarida osteoblastlar1 izlerler. Yeni kemik matriksi, ¢evresindeki
osteositler ve kan damarlar1 yeni haversian sistemleri olustururlar. Osteonlarin kirik bolgesi
boyunca boyunca dogrudan uzanmasini Onleyen bosluklari, osteoblastlar orgiilii kemik ile
doldururlar. Bosluklar orgiilii kemikle dolduktan sonra normal kortikal kemik yapis1 yeniden
saglanarak, haversian sekillenmesi yeniden baslar (30). Ozetle; kirik uglarinda kompresyon
olmadan veya kompresyonun oldugu rijid fiksasyon sonrasi goriiliir. Sekonder kirik

tyilesmesinden farkli olarak kallus olusumu goriilmez, kikirdak siire¢ yoktur. Kirik hattindaki
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nekrotik alanlar osteoklastlar tarafindan rezorbe olur ve bosaltilan bu alanlarda osteoblastik

aktivite ile yeni kemik yapilir (31).

2.5.2. Sekonder (ikincil) Kirik Iyilesmesi

Kirik hattinda rijid fiksasyonun olmadigi durumlarda spontan kirik iyilesmesini ifade eder.
Kirik iyilesmesinin daha sik goriilen seklidir. Kallus olusumu gerekir. Genellikle i¢ ice gegmis
donemler olsada enflamatuar donem, tamir donemi ve remodelizasyon donemi olmak tizere 3
evrede incelenebilir. Bu donemlerden en uzun siireni remodelasyon donemidir ve birkag yil

surebilir.

Enflamatuvar désnem Onarim Dénemi Remodelizasyon Dénemi

Reaksiyon
Siddeti

7<109‘6-» - 70% -

Zaman

Sekil 6: Sekonder (ikincil) kirik iyilesme donemleri (32)

2.5.2.1 Enflamatuar (Hematom, Yangi) Donemi

Kiriga sebep olan yaralanma sadece hiicrelere kan damarlarina, kemik matriksine zarar vermez
ayn1 zamanda sinir ve kaslardan olusan ¢evre yumusak dokuyada zarar verir. Yaralanmayi
takiben hemen enflamatuar yanit baslar. Bu yanit 48 saat i¢inde doruk noktasina ulasir ve
yaklasik 1 hafta iginde sonlanir (31). Yaralanma sirasinda kemikteki, kemik iligindeki,
periosttaki ve cevreleyen kan damarlarinin yirtilmasi ile kirik alaninda kan damar disina
cikarak, kan pihtis1 olusumuna sebep olur. Bu pihti olusumu genellikle kirik onarimminin ilk

adiminda goriiliir. Hematom kaybinin kirik iyilesmesini bozar. Pihtinin kirik iyilesmesini
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etkileme sebepleri hala tam anlagilamamistir. Muhtemel sebep, bozulmamis kirik pihtisi,
iyilesmeyi saglayan hiicrelerin gogiinii kolaylastiran bir fibrin yap1 iskelesi saglamaktadir.
Ayrica pihtidaki trombositler ve hiicrelerce saliverilen molekiiler aracilar kirik onariminin
yonetilmesinde rol oynar (30). Kirikk onarimmn bu doneminde molekiiler diizeyde damar
endoteli hasar1 sonrasi kompleman sistemi aktiflesir, trombosit agregasyonu ve sonugta o
graniil degradasyonu gerceklesir. Trombositlerin degradasyonu biiyiime faktorlerinin salinimin
saglayarak kemotaktik sinyallere sebep olur. Polimorf niiveli 16kositler (PMNL), lenfosit, kan
monositleri ve doku makrofajlar1 yaralanma alanina gé¢ eder. Bu hiicreler anjiogenez igin

gerekli olan sitokinleri salgilar.

Kirigin erken dénemlerinde ortam hipoksik ve asidiktir. Bu PMNL ve doku makrofajlar1 igin
ideal ortamdir. Kirik hematomu bu sayede kirik iyilesmesimde énemli EGF, FGF, PDGF, TGF-
B, IL-1 gibi sitokinleri igerir. Enflamatuar reaksiyon sayesinde ayrica agri ve sislik olusarak

kirik hattinin mobilizasyonu kisitlanir ve iyilesme i¢in ortam saglanir (31).

2.5.2.2 Onarim (Reperasyon) Donemi

Enflamasyondan sorumlu hiicrelerin nekrotik alanlar1 rezorbe ettigi, fibroblastlarin tamir
donemini baglattigi evredir. Bu donemin spesifik olayr ise kirikk hematomunun
organizasyonudur. Kirik hattinin tamirinde asil rol oynayan hiicreler pluripotent mezenkimal
kok hiicrelerdir. Bu hiicreler kirik hattindaki graniilasyon dokusundan, yaralanmis dokulardan,
periostun i¢ osteoblastik tabakasindan koken alirlar. Bazilari ise yaralanma bdolgesine kan

damarlari yolu ile gelir (31).

Hasarlanan periost, kemik iligi ve yumusak dokudaki nekrotik hiicreler rezorbe olurken,
mezenkimal kok hiicreler fibroblast, kondroblast ve osteoblastlara farklilasmaya baslar.
Osteoblastlar ~ osteodi,  fibroblastlar ~ kollajeni,  kondroblastlarda  kollajen  ve
glikozaminoglikanlari salgilar. Ayrica bu hiicreler salgiladiklar sitokinlerle kirik hematomunun
organizayonunun baglamasina sebep olurlar. Bu esnada kallus fibr6z konnektif doku, kan
damarlari, kikirdak, 6rgiimsii kemik ve osteoidden olusur. Bu kallusa fibroz kallus denir. Bu

donem kirigin ortalama ilk haftasinda goriliir (31).

Kirik 1iyilesmesinin ilk zamanlarinda periostal damarlar, ge¢ donemde ise niitrisyonel
(besleyici) damarlar kilcal damar tomurcuklanmasina yardimci olur. Fakat kilcal damar artisi

osteojenik hiicre artis1 kadar hizli olmadigindan beslenmenin iyi oldugu kemige yakin
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kisimlardaki hiicreler osteoblasta doniisiir. Kemige uzak olan az beslenen hiicreler kondroblast
ve kondrosite doniisiirek kikirdak dokuyu olusturur. Dolagimin iyi oldugu bolgedeki
osteoblastlar kemik trabekiillerini olusturarak kikirdak tabakanin {izerini orter. Fibroz kallus
igerisinde, zamanla kikirdak hiicrelerinin hakimiyeti artmasiyla meydana gelen kikirdak kallus
olusumu, damarlanmanin artmasiyla birlikte kemik gelisimine dogru ilerler (32). Tamir
ilerledikge PH 6nce nétrale sonra hafif bazik hale gelir. Bu durum alkalen fosfataz aktivitesi ve
kemik mineralizasyonu igin optimum kosulu olusturur (31). Damarlanma yeterli oldugunda
osteoblastlar matriks sentezine baslarlar ve osteodin mineralizasyonu ile birlikte sert (kemik)

kallus olusur.

Mineralizasyonda osteoiddeki matriks vezikiilleri ana rolii oynar. Osteoblastlar ve
kondroblastlar bu matriks vezikiillerini sentezler. Vezikiiller yiiksek diizeyde kalsiyum (Ca) ve
fosfat (PO4) iyonlart CAMP, ATP, adenozintrifosfataz, alkalen fosfataz, pirofosfataz, Ca
baglayan protein ve fosfoserin igerir. Vezikiil memrani1 Ca’u memrandaki pompalarla vezikiile
tasir, veziikiil i¢inde iyon artistyla kristalizasyon olusur, biiyliyen kalsiyum hidroksiapatit
pargalar1 vezikiilii patlatarak igerigi disar1 ¢ikar. Alkalen fosfataz, fosfat esterlerinden fosfat
ayrarak, kalsiyum fosfat olarak ¢cokmesini saglar. Kalsifikasyon kemigin kollajen demetlerinin
iizerinde kalsiyum fosfat biriktigi zaman baslar. Bu olay proteoglikanlar ve kalsiyum baglayan
protein olan osteonektin ile uyarilir. Kikirdak dokuda kalsifikasyon baslamasiyla beraber
kalsifiye doku i¢inde kalan kondrositler oliir ve bulunduklar1 yerlerde lakunalar (bosluklar)
olusur. Lakunalar bir yandan genislerken bu alanlara kilcal damarlar ve kemik hiicreleri
girmeye baslar. Damarlanma kalsifikasyon yoklugunda ilerleyemez. Son olarak bu alanda

trabekiiler (slingerimsi) kemik olusur. Kikirdaktan kemik olusumunda FGF rol oynar.

Sonu¢ olarak kirik uglarindaki 6lii kemik wuglar1 prostaglandinler tarafindan uyarilan
osteoklastlar tarafindan rezorbe (geri emilim) edilirken, bir taraftanda osteoblastlar tarafindan
yeni kemik senteziyle bosluk doldurularak kirik iylesmesi saglanir. Yaralanma sonrasi kallus

olusumu ve mineralizasyonun saglanmasi yaklasik 4-16 hafta zaman gerektirir (32).

2.5.2.3 Yeniden Sekillenme (Remodeling) Donemi

En uzun siiren evredir. Birkag yil siirebilir. Bu evre diizensiz sert kallusun daha diizenli
lamellar kemige doniistimiidiir (32). Olgunlasmamis kirik kallusu normal kemikten zayiftir ve

tam giiciine ancak yeniden sekillenme evresi sirasinda kavusur. Onarimin son asamalarinda,
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onarim dokusunun yeniden sekillenmesi, lamelli kemigin Orgii kemikle (trabekiiler) yer

degistirmesiyle ve artik gereksinimi duyulmayan kallusun emilmesiyle baslar. Kirik kallusunun

yeniden sekillendirilmesi hiicresel ve matriks degisimlerinin ¢ok dnemli bir evresi olsada, hasta

icin 6nemli sonu¢ mekanik stabilitedeki artistir (30). Bu evrede 4 olay gergeklesir.

1
2

w
1

4-

Kalsifiye kikirdak, osteoid dokuyla yer degistirirek birinci trabekiiler yap1 olusturur.
Lamellar kemik bu yapinin yerini alir.

Kompakt kemik uclarindaki kallus, lamellar kemikten yapilmis ikincil osteonlara
degisir.

Kemik iligi yeniden sekillenir. Kanal i¢indeki kallus osteoklastlarca geri emilir.

Wolf kanunu giiniimiizde kemigin yeniden sekillenmesinde temel bir kural olarak kabul

edilmektedir. Mekanik strese maruz kalan kemigin konveks yiizii pozitif, konkav yiizii negatif

elektrikle yiiklendiginden, osteoklastik aktivitenin hakim oldugu konveks ylizde geri emilim ve

osteoblastik aktivitenin hakim oldugu konkav yiizde ise yeni kemik yapimi olmaktadir (32).

Sonugta kirik olusmasindan sonra, periostal veya periferal kaynakli mezenkimal kok hiicreler,

kaynama igin gerekli olan osteoblastlara farklilagarak kirik kaynamasinda hiicresel diizeyde ana

rollerden birini oynar.
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3-GEREC VE YONTEM

Calisma, 15.02.2011 tarihinde Yeditepe Universitesi klinik calismalar etik kurulunun 079
numarali onay1 alindiktan sonra baslamistir. Hastalardan 6rnek alinmasi oncesi tim hastalara
islem anlatilmis, ¢alisma hakkinda ayrintili bilgi verilmis ve ayrintili goniillii onam formu,
imzalatilarak alinmustir.

Kok hiicre i¢in 0rnek alinan hasta, 23 yasinda erkek hasta olup, daha 6nce femur orta 1/3 saft
kirig1 sebebiyle kapali rediiksiyon + intramediiller ¢ivi ile tespit islemi uygulanmis ancak
psodoartroz gelismis hasta idi. Hastaya femur psddoartrozu igin tekrar cerrahi endikasyon
koyulmus ve intramediiller ¢ivi degisimi + otojen iliak allogreft ile grefonaj islemi
planlanmistir. Dolayisiyla kok hiicre i¢in alinan aspirasyon Ornegi, allogreft alindiktan sonra
toplanmis ve hastaya ek morbidite yaratilmamaistir.

Adipoz doku oOrnegi almman hasta, 32 yasinda bayan hasta olup liposuction operasyonu
yapilmistir. Hastanin lipoaspiratinin 60 cc si steril olarak alinmis ve kiiltiir ortamina tagimustir.
Spongioz otojen greftler total kalga protezi yapilan tamami bayan yaslar1 65-71 yas arasindaki
alt1 hastadan ve femur boyun kirig1 sonrasi parsiyel kalga protezi yapilan 70 yasindaki bir
bayan hastadan alinmistir. Yine tiim hastalara operasyon oncesi bilgi verilmistir ve hastalardan
ayrintili goniilli onam formu imzalatilarak alinmistir. Hastalarin ameliyat sirasinda femur
boyun osteotomisi yapilarak ¢ikarilan femur baslar steril olarak hazirlanan 6zel besiyeri i¢inde
tasinmistir. Hastalara ek morbitide yaratilmamustir.

Alinan tiim &rnekler sterilite kosullarma uyularak, Yeditepe Universitesi Biyogenetik ve

Biyomiihendislik Laboratuvarina getirilerek igleme tabi tutulmustur.
3.1. Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu I¢cin Kemik iligi Aspirat Ornegi Alinmasi
a. Cerrahi sirasinda iliak kanattan alinan otojen allogreft sonrasinda heparinli enjektorle 15

cc 1liak kaynakl1 kan aspirati steril kosullarda alind.

b. Alinan 6rnek 1 saat i¢inde isleme tabi tutulmak {izere laboratuvara ulastirildi.
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3.2. Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu i¢in Adipoz Doku Aspirat Ornegi Ahinmasi

a) Abdominal liposuction sirasinda, enjektorle 60 cc adipoz doku aspirati steril kosullarda
alind1.

b) Alinan 6rnek 1 saat icinde isleme tabi tutulmak tizere laboratuvara ulastirildi.

3.3. Kemik iligi Kaynakl Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

a. Tim g¢alisma boyunca kontaminasyonun dnlenmesi amaci ile laminar air flow cihazi

icinde calisildi.

Sekil 7: Laminar air flow cihazi

b. Ilk olarak heparinli enjektor icinde getirilen 6rnek 1/10 oraninda olacak sekilde serum
fizyolojikle dilue edildi.

c. Ornek 50 ml lik Isolab falkon tiiplerinde 3000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

d. Santrifiij sirasinda ekim i¢in kullanilacak harvest besiyeri hazirlandi. Bu besiyeri igin
DMEM -high glucose + % 10 FBS + Primocin (1000 Unite/ mililitre) kullanild.

e. Santriflij tamamlandiktan sonra iiste gelen siipernatat (s1v1) kisim atild1.

f. Falkon tiipiiniin dibinde kalan pelletler (hiicreler) harvest besiyeri ile ¢oziildii.

g. Falkon tiipiiniin iistiinde kalan s1vi kisim atild1.
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Altta kalan hiicreler a-MEM ile ¢oziildii.

Coziilen hiicreler TPP marka T175 flasklara ekildi.

Flasklar % 5 CO2 igeren 37 °C derece sicakliktaki inkiibatdrde 1 gece inkiibasyona
birakildi.

Inkiibatdrden cikarilan T175 flasklara yapismayan hiicreleri uzaklastirmak icin besiyeri
dokiildi

Flakslara yeniden a-MEM eklendi.

. T175 flasklar tekrar 48 saat boyunca inkiibatore yerlestirelerek inkiibasyon yapildi

48 saat sonra inkiibatorden ¢ikarilan T175 flakslar i¢indeki besiyeri dokiildi

T175 flasklar 2 defa PBS (fosfat bufford saline) ile yikama yapildu.

T175 flasklara tekrar a-MEM eklendi.

T175 flasklar tekrar inkiibatore yerlestirilerek inkiibasyona devam edildi.

10. giinde T175 flasklar i¢inde mezenkimal kok hiicreler kab1 doldurcak sekilde hem

makroskopik hemde mikroskopik olarak gozlendi.

3.4. Adipoz Doku Kaynakl Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

[k olarak hiicre izolasyonu igin kullanilacak olan kollajenaz soliisyonu ile eritrosit lizis
sollisyonu (eritrosit pargalama soliisyonu) ve mezenkimal kok hiicre kiiltliriinde kullanilacak

besiyeri hazirlandu.

3.4.1. Kollajenaz soliisyonu hazirlanisi
a) 20 mg/ml lik dana albiimin serumu (BSA) hazirlandi
b) 1.5 mg/ml lik kollajenaz serumu hazirlandi ve belirtilen konsantrasyondaki
BSA ile karistirildi.
c) Hazirlanan karisim PBS’te ¢6ziildi.
d) Karisim 0.2 mikronluk filtreden gegirildi.
e) Filtreden gegen karigima 1 molar HEPES eklendi.
f) Toplam volim PBS eklenerek 100 ml’ye tamamlandi.
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3.4.2. Eritrosit Parcalama Soliisyonu Hazirlanisi
a) 154 milimolar amonyum kloriir, 10 milimolar potasyum hidrojen karbonat,
0.1 milimolar EDTA karistirildi.
b) Karisim 50 ml distile suda ¢oziildii.
¢) Karisim 0.2 mikronluk filtreden gegirildi.

d) Total voliim distile su ile 500 m1’ye tamamlandi

3.4.3. Adipoz Doku Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicre Biiyiitmek Icin
Kullanilacak Besiyeri
a) Diisiik glukozlu DMEM ve Ham’s F12 alindi (1:1) olacak sekilde.
b) % 10 FBS, %1 L-Glutamin, primocin (antibiyotik), 1 nonogram/mikrolitre
FGF koyulup karigtirildi.

Hazirlanan soliisyonlar alinan 6rneklere belirtilen sirada uygulandi

a)

b)

c)
d)

9)
h)

i)
)
K)
1)

Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicreleri izole etmek i¢in, alinan adipoz doku
ornekleri 1 saat i¢inde isleme alindi.

Ornekteki 60 ml’lik sar1 renkli tabaka (adipoz doku ve konnektif doku) alinarak 500
ml’lik siseye koyuldu

60 ml kollajenaz soliisyonu siseye eklendi.

Sise 37 °C derecede 1 saat boyunca siirekli galkalanarak doku enzimatik pargalanmaya
tabi tutuldu.

Sonrasinda 6rnek 50 ml lik falkon tiiplere aktarilarak 2500 rpm’de 7 dakika boyunca
santriflyj yapildu.

Stipernatant kisim atild1 ve ¢oken hiicre tabakasina 2 ml eritrosit parcalama soliisyonu
eklendi.

Hiicre silispansiyonu 50 ml lik falkon tiipiine aktarildi.

Tiiplin i¢indeki hiicre siispansiyonu, eritrosit parcalama soliisyonu ile 50 ml’ye
tamamlandi.

Siispansiyon 37 °C derecede 10 dakika boyunca siirekli ¢alkalandh.

Siispansiyon 1400 rpm’de 7 dakika boyunca santrifiij edildi.

Stipernatant tabaka atildi.

(Coken hiicre tabakasi 10 ml biiyiitme besiyeri ile ¢oziildii.

m) Hiicreler 100 mikronluk hiicre filtresinden gegirildi.

n)

Hiicreler 37 °C derecede, %5 CO2 igeren inkiibatdre alindi.
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0) Hiicreler 3 giin sonra PBS ile yikanarak besiyeri yenilendi.

3.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Pasajlanmasi

T175 flasklar i¢indeki besiyeri dokiildii.

T175 flasklara 3 defa PBS ile yikama yapildi.

T175 flasklara Tripsin /EDTA eklenerek 5 dakika boyunca flakslar inkiibatdrde
bekletildi.

Tripsin /EDTA ile T175 flasklardan kaldirilan hiicreler 2 ye ayrilarak bir kismi
donduruldu.

Dondurulmayan hiicreler facs tiiplerinde 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatatlar atildi.

Hiicreler hemositometri ile mikroskop altinda sayildi.

Hiicreler her bir facs tiipiinde 300.000 adet olacak sekilde boliindii.

Toplam 6 adet facs tiipii elde edildi.

Her bir tiipe 2 ml PBS eklendi ve 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Ustte kalan siipernatantlar atilds.

Altta kalan hiicreler 1 ml PBS ile ¢ozildii.

. Tipler 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatantlar atildi.

Daha sonra karanlik ortama gegilerek pasajlamanin sonuna kadar olan tiim basamaklar
karanlik ortamda yapildu.

6 facs tiiplinden 5 tilipteki hiicrelerin {lizerine her bir tiipe bir belirte¢ olacak sekilde kok
hiicre yiizey belirtegleri olan CD24,CD44,CD45,CD90,CD117(c-kit) eklendi. Bir tiipe
belirte¢ eklenmedi ve negatif kontrol olarak planlandi.

Marker eklenen facs tiipleri her bir tiipiin igerigi 100 mikrolite oluncaya kadar PBS ile
dolduruldu.

45 dakika boyunca facs tiipleri oda sicakliginda inkiibe edildi.

Her facs tiipiine 2’ser ml PBS eklendi.

Facs tiipleri 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatantlar atildi.
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v. Biitiin facs tiipleri i¢indeki hiicreler 400 mikrolitre PBS ile ¢ozildii.

w. Tiipler analiz i¢in FACS cihazina yerlestirildi.

Sekil 8: Mezenkimal kok hiicrelerin ylizey belirteglerinin ¢alisildigi Facs cihazi

3.6. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi

a) Mezenkimal kok hiicrelerin pasajlanmasindan 6nce Tripsin/EDTA karisimiyla T175
flasklardan kaldirilan hiicrelerin diger yaris1 dondurularak saklandi.

b) Oncelikle freze-mix (dondurma karisim s1vist) hazirlandi.

c) 1/20 oraninda dimetil stilfoksit/FBS (1/20) karistirarak siv1 elde edildi.

d) Hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

e) Tipte stte kalan slipernatant kisim atildi.

f) Hicreler hazirlanan dondurma kargim sivisti ile ¢oziildi.

g) Her dondurma kabina (criyo-well) igin 1ml (yaklasik 1000.000 hiicre/dondurma kabi)
hiicre-dondurma s1visi karisimi koyuldu.

h) Dondurma kaplari buz dolabinda -20 °C derecede izopranol igine koyularak 1 saat
bekletildi.

i) Son olarak dondurma kaplar1 izopranol iginden alinarak — 80 °C derecelik dolaba

koyularak saklandi.
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3.7. Mezenkimal Kok Hiicrelerin A¢ilmasi (C6zme)

a) 1 adet dondurma kab1 — 80 °C derecelik dolaptan ¢ikarilarak hizlica eritildi.
b) Eriyen 1 ml hiicre-s1ivi karisimi 15 ml lik falkon tiipe alindu.

c) Falkon tiipiine 9 ml a-MEM besiyeri eklendi.

d) Tiip 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

e) Tiipiin iistiinde kalan siipernatantlar atildu.

f) Hiicreler 1 ml a-MEM ile ¢oziildii.

g) Coziilen hiicreler T175 flaska ekildi.

3.8. Osteojenik Besiyeri Hazirlanmasi

DMEM-diisiik glukoz, 0.1 mikromolar deksametazon, 10 milimolar B-gliserofosfat, 0.05
milimolar askorbik asit, % 10 FBS, % 5 Penisilin/ Streptomisin/ Fungisid (PSF) &zellikli

antibiotik olacak sekilde eklenerek besiyeri hazirlandi.

3.9. Spongioz Kemik Allogreftlerin Hazirlanisi

a) Total kalga protezi (6 hasta) ve femur boyun kirig1 (1 hasta) sebebiyle parsiyel protez
yapilan toplam 7 hastanin alinan femur baslar1 harvest besiyeri iginde tasinarak steril
kosullarda farkli zamanlarda laboratuvara getirildi.

b) Femur baglarinin i¢inden spongioz kemikler kiiret ve rongeur ile ¢ikarild.
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Sekil 9: Femur basiin Laminer air flow cihazi i¢inde spongioz kisimlarinin alinmasi

c) Her bir femur bagindan 20 gram spongioz allogreft ¢ikarilararak falkon tiiplere alindi.
d) Falkon tiiplerinin i¢ine 20 ml osteojenik besiyeri (1 gr greft icin 1ml besiyeri) eklendi
e) Tiipler 72 saat inkiibatorde bekletildi.

A

Sekil 10: Spongioz kemik allogreftlerinin inkiibasyonu

f) 72 saat sonra bu karisim 70 mikronluk hiicre siiziiciiden (cell-strainer) gegirildi.

31



Sekil 11: Spongioz kemik allogreftlerin hiicre siiziiciiden gegirililerek toplanmasi

g) Karigimlar + 4 °C derecelik buzdolabinda saklandi.

Sekil 12: Elde edilen kemik allogrefti materyali

3.10. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Ekimi

a) T175 flaska ekilerek inkiibatorde bekletilen hiicrelerin kaplarindan besiyeri dokiildii.
b) T175 flasklar 3 kere PBS ile yikand1
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c) Tripsin/ EDTA flasklara eklendi

d) Flasklar 5 dakika inkiibatérde bekletildi.

e) Kaldirlan hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

f) Siipernatantlar atildu.

g) Hiicreler hemositometre ile mikroskop altinda sayildu.

h) Her kuyucuk (well) i¢in 10.000 hiicre olacak sekilde sayim yapilarak hiicre sayilari
ayarlandi.

i) 24 kuyucuklu kap kullanilarak her bir kuyucuga 10.000 hiicre ekildi.

j) Uzerine 500 mikrolitre/kuyucuk olacak sekilde kemik greftsiz osteojenik besiyeri ve

kemik greftli osteojenik besiyeri olacak sekilde eklendi.

3.11. MTS Analizi (Hiicrelerin Proliferasyonunun Gosterilmesi)
1.glin

a) Bu asama karanlik ortamda yapildi.

b) Oncelikle MTS soliisyonu hazirlandi.

€) MTS soliisyonu igin 1/6 oraninda MTS/diisiik glukozlu DMEM karisimi yapildi.

d) Her kuyucuktaki 500 mikrolitrelik besiyeri ¢ekildi. Kuyucuklarda sadece hiicrelerin
kalmas1 saglandi.

e) Her kuyucuga 500 mikrolitre MTS soliisyonu koyuldu.

f) Kaplar 2.5 saat inkiibatérde bekletildi.

g) Sonrasinda ekledigimiz 500 mikrolitrelik soliisyonun iginden 100 er mikrolitre alind1 ve
96 kuyucuklu kapa koyuldu.

h) 96 kuyucuklu kap ELISA okuyucuya 490 nanometrede okutuldu.

1) MTS protokolii 1.7.14.21. giinlerde tekrarlandi ve 4’lii ¢aligildi.

3.12. Alkalen Fosfataz Testi

7.gin

a) Alkalen fosfataz testi i¢in hiicre ekimi yapilan 3 kuyucuktan besiyeri gekilerek atildi.
b) Kuyucuklar 3 kere PBS ile yikandi.
c) Tris ¢ozeltisi (Tris Buffer) hazirlandi. (0.1 molarlik PH 9 olan Tris Cozeltisi hazirlandi)
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d)

9)

h)

)
k)

m)

p)

Her kuyucuga 500 mikrolitre Tris ¢ozeltisi koyuldu.

Pipetaj yapildu.

Pipetaj yapilan hiicreler 3 adet Appendorf tiipiine koyuldu.

Tiipler -20 °C dereceye koyularak donduruldu.

— 20 °C dereceden alinan tiipler 37 °C derece de ¢oziildii ve bu dondurma-¢ézme islemi
3 defa tekrarland.

Her bir 6rnek i¢in 10 dakika boyunca 30 saniye araliklarla 10 watt’da buz lizerinde
sonikasyon islemi yapildi.

Sonikasyon sonrasi 6rnekler 2000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

Santrifiijden alinan her bir 6rnegin siipernatant kismindan (iist kism1) 100 mikrolitre
alindu.

Alman 100 mikrolitrelik 6rnek, ALP kitinde (Alkaline Phosphatase Determination Kit —
Randox, AP389, UK)bulunan 10 mikromolar/litre’lik p-nitrofenil fosfat soliisyonuna
eklendi. Bu islem oda sicakliginda 96 kuyucuklu kapta yapildi ve herbir 6rnek 3’li
calisildi.

ELISA okuyucuda 405nm’de 0,2,4,6,8,10,12,14 ve 16. dakikalarin sonucunda
absorbans degerleri ol¢tildii.

Olgiilen absorbans degerlerinin zamana bagli grafigi cizilerek egimi hesaplandi.
(dakikadaki ALP aktivitesini hesaplamak i¢in egim bulundu)

Hesaplama su sekilde yapildi.

Net OD (optik dansite) = OD4056rnek-OD4056rnek

Kalibrasyon egrisinin egimi = NetOD405/p-nitrofenol nmol miktari.

ALP aktivitesi/ornek = (Net OD405/6rnek basi dakika)/(kalibrasyon egrisinin egimi)X
(6rnegin toplam miktari/ substrat {izerine eklenen 6rnek miktari)

ALP ornekleri 7.14.21. giinler icin 3’lii 6rnekler seklinde ¢alisildi.

3.13. Alizarin Red Boyamasi

o &

e o

@

% 1 lik Alizarin Red soliisyonu hazirlandi. Soliisyonun PH’1 1 olarak ayarlandi.
Absoliit (%100) ve % 60 isopropanol hazirlandi.

Kuyucuklardaki besiyeri ¢ikarilip atild1.

Su ile birer defa yikama yapildi.

Alizarin Red soliisyonu koyulup 5 dakika inkiibe edildi.

Alizarin Red atilip kuyucuklara % 60 lik isopropanol 30 saniye olacak sekilde
koyuldu.

34



g. Takiben % 60 lik isopropanol atilip absoliit isopropanol koyuldu.
h. Kuyucuklara distile su eklenip resimler ¢ekildi.

I. Alizarin Red boyamasi yapilan 6rnekler 14. ve 21. giin ikili olarak ¢alisildi.

3.14. Von Kossa Boyamasi

a. Von Kossa kit’i (kalsiyum boyama kit’1) hazirland1. Kit’in igerigi;
Glimiis nitrat sollisyonu (%5)
Sodyum tiyostilfat soliisyonu (%5)
Niikleer Fast Red soliisyonu

o

Kuyucuklar tizeri besiyeri ¢ekilip atildi.
Distile su ile tiim kuyucuklara birer defa yikama yapildi.

o o

Gilimiis nitrat soliisyonu her kuyucuga eklendi

60 dakika UV altinda inkiibasyon yapildi.

3 defa tekrar distile su ile tiim kuyucuklar yikandi.

Su atilip yerine sodyum tiyosiilfat soliisyonu eklenerek 3 dakika bekletildi.

o Q@ o

3 defa distile su ile yikama yapildi.

i. Niikleer Fast Red soliisyonu eklenerek 5 dakika bekletidi.
j. 3 defa distile su ile tiim kuyucuklar yikandi.

k. 3 kere absoliit (% 100 etanol) ile yikandi.

I.  Sonra fotograflar ¢ekildi.

m. Von Kossa ornekleri 14. ve 21. giinlerde ikili olarak ¢alisildi.

3.15. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin  sayisinin  az olmasindan verilerin  dagilimi  normal dagilim varsayimin
karsilamadigindan parametrik olmayan testlerden faydalanilmistir. Degiskenlerin giinler
icerisindeki degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigini test etmek icin
Friedman testi uygulanmis, farkli iki grupta degiskenlerin diizeylerinin karsilastiriimasinda ise
Mann-Whitney u testinden faydalanilmistir. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4- BULGULAR

4.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Morfolojisi

Insan kemik iligi ve adipoz dokusundan izole edilen kiiltiir kabina tutunan hiicrelerin 2. giin

invert mikroskoptaki morfolojisi goriilmektedir.

Sekil 13: Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrenin invert mikroskopta 2. giin 10X’lik

objektif kullanilarak fotograflanmasi

Sekil 14: Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrenin invert mikroskopta 2.giin 10X lik

objektif kullanilarak fotograflanmasi
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Birinci pasajin 8. giiniinde invert mikroskopta ig tarzindaki goriiniim gdsteren fibroblast

benzeri morfolojiye sahip hiicrelerin, pasajin ilerleyen giinlerinde kolonilestigi goriilmiistiir.

Sekil 15: Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrenin invert mikroskopta 8. giin 10X’lik

objektif kullanilarak fotograflanmasi

Sekil 16: Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrenin invert mikroskopta 8. giin 10X’lik

objektif kullanilarak fotograflanmasi

4.2. immiinofenotipik inceleme

Ayrilan 300.000/falks tiip, hiicre ile yapilan akim sitometri incelemelerinin sonucunda adipoz

doku ve kemik iliginden elde edilen hiicrelerin CD24, CD45, CD 117 gibi hematopoetik hiicre
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belirteglerini eksprese etmedikleri, buna karsiik CD44, CD90 gibi mezenkimal kok hiicre

belirteclerini eksprese ettikleri yliksek pozitif sonuglardan goriildii.

4.2.1. Kemik 1ligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin (BMSC) Immiinofenotipik

Incelemesi

Sekil 17: BMSC’lerin antikor eklenmeden (negatif kontrol grubu) Flow Sitometri histogram

data sonucu

[lk histogram grafiginde FSC (ileri sacilim kanal dedektdrii)-yiikseklik degeri hiicrelerin
bliylikligiinii gosterir. % Gate (kap1) degeri kag hiicrelerin ne kadarinin pozitif sonug verdigini
gosterir. Hiicre yiizey antijeni-antikor kompleksinin degerlendirildigi ikinci histogram sonuca

gore 10 ile 10" aras1 degerler negatif kabul edildi.

Sekil 18: CD-117 antikoru isaretli BMSC’lerin Flow sitometri histogram data sonucu

Histogram grafigine gore hiicrelerin sadece % 0.76’sinin, mezenkimal kok hiicre belirteci

olmayan CD-117 antikoru ile pozitif deger verdigi gorilmiistiir.
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Sekil 19: CD-24 antikoru isaretli BMSC’lerin Flow sitometri histogram data sonucu

Histogram grafigine gore hiicrelerin sadece % 1.90’min, mezenkimal kdk hiicre belirteci

olmayan CD-24 antikoru ile pozitif deger verdigi goriilmiistiir.

Sekil 20: CD-90 antikoru isaretli BMSC’lerin Flow sitometri histogram data sonucu

Histogram grafigine gore hiicrelerin % 99.36’siin, mezenkimal kok hiicre belirteci olan CD-90

antikoru ile pozitif deger verdigi gorilmistiir.

Sekil 21: CD-44 antikoru isaretli BMSC’lerin Flow sitometri histogram data sonucu

Histogram grafigine gore hiicrelerin % 98.68’inin, mezenkimal kok hiicre belirteci olan CD-44

antikoru ile pozitif deger verdigi goriilmiistiir.
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Sekil 22: CD-45 antikoru isaretli BMSC’lerin Flow sitometri histogram data sonucu

Histogram grafigine gore hiicrelerin sadece % 1’inin, mezenkimal kok hiicre belirteci olmayan

CD-45 antikoru ile pozitif deger verdigi gortilmiistiir.

4.2.2. Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin (ADSC) Immiinofenotipik

Incelemesi

Sekil 23: ADSC’lerin antikor eklenmeden (negatif kontrol grubu) Flow sitometri histogram

data sonucu.

Hiicre ylizey antijeni-antikor kompleksinin degerlendirildigi ikinci histogram sonuca gore 10°

ile 10 aras1 degerler negatif kabul edildi.
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Sekil 24: CD-117 antikoru isaretli ADSC’lerin Flow sitometri histogram data sonucu

Histogram grafigine gore hiicrelerin sadece % 0.73’liniin, mezenkimal kok hiicre belirteci

olmayan CD-117 antikoru ile pozitif deger verdigi goriilmiistiir.

Omim 012

Sekil 25: CD-24 antikoru isaretli ADSC’lerin Flow sitometri histogram data sonucu

Histogram grafigine gore hiicrelerin sadece % 0.60’min, mezenkimal kok hiicre belirteci

olmayan CD-24 antikoru ile pozitif deger verdigi goriilmistiir.

Sww 2=

Sekil 26: CD-90 antikoru isaretli ADSC’lerin Flow sitometri histogram data sonucu

Histogram grafigine gore hiicrelerin % 96.82’sinin, mezenkimal kok hiicre belirteci olan CD-90

antikoru ile pozitif deger verdigi gorilmiistiir.
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Sekil 27: CD-44 antikoru isaretli ADSC’lerin Flow sitometri histogram data sonucu

Histogram grafigine gore hiicrelerin %98.41°inin, mezenkimal kok hiicre belirteci olan CD-44

antikoru ile pozitif deger verdigi gorilmistiir.

Omia 1302 3 b R ]

Sekil 28: CD-45 antikoru isaretli ADSC’lerin Flow sitometri histogram data sonucu

Histogram grafigine gore hiicrelerin sadece % 0.55’inin, mezenkimal kok hiicre belirteci

olmayan CD-45 antikoru ile pozitif deger verdigi goriilmiistiir.

4.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Cogalmasinin Tayini

Kemik iligi kokenli ve adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinde hiicrelerin
¢ogalmasinin tayini icin MTS analizi kullanildi. Olgiimler kiiltiiriin 1. 7. 14. 21. giinlerinde
yapildi. MTS analiziyle hiicre ¢ogalmasi tayininde asil olarak hiicrelerin renk degisimi birbaska
ifadeyle absorbansini Glgtiik. Bunun sayisal olarak agiklanabilmesi iginde bir kalibrasyon
egrisinin c¢izilmesi gerekir. Kalibrasyon egrisi ¢izmek icin, hiicre kiiltiirii kaplarina daha
onceden sayisini belirledigimiz miktarda hiicre ekildi. Bu hiicrelerin iizerine MTS uygulanarak
cogalmalarina izin vermeyecek ancak hiicrelerin kaba tutunmasinada firsat taniyacak kadar kisa
bir zaman diliminde (ortalama 1 saat) 6l¢iim yapildi. Metod kisimindaki MTS protokolii

uygulanarak sayisini bizim belirledigimiz hiicrelerin toplam MTS absorbansi dl¢iildii. Sonugta
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absorbans-hiicre sayis1 grafigi ¢izildi. Bu grafikten elde edilen egim MTS grafigindeki
absorbans degerlerini hiicre sayisina déniistiirmek icin kullanildi. Ozetle toplam MTS degeri,
sayisini bizim belirledigimiz hiicre sayisina boliinerek hiicre basma diisen absorbans degeri
bulundu. Bu sekilde 1 hiicrenin absorbans degerini bildigimiz i¢in 6l¢iim yapilacak diger kiiltiir

kaplarindaki MTS absorbans degerleri bize o kapta kag hiicre oldugunun bilgisini verir.
4.3.1. Kemik iligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Cogalmasimin Tayini

Oncelikle kalibrasyon egrisi (absorbans-hiicre sayis1 grafigi) ¢izildi.
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Sekil 29: Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon egrisindeki egim kullanilarak kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin

kemik grefti eklenmeyen ve eklenen gruplarinda hiicre sayilar1 hesaplandi ve grafige dokiildii.
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GRUP
Kemik iligi MKH, Kemik grefti (-)
20000007 Kemik iligi MKH, Kemik Grefti [+)

Ortalama

MTS(1) MTS(7) MTS(14) MTS(21)
Emor Bars: +- 2 SE
Sekil 30: Kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan ve
uygulanmayan gruplarindaki 1. 7. 14. ve 21. giinlerdeki MTS analizini temel alan, hiicre

sayilarinin istatistiksel grafigi

Kemik grefti eklenmeyen grupta hiicre sayilar1 1. ve 7. giinler arasinda bir artig gosterirken, 14.

giinde hiicre sayilarinda bir azalma goriildii. 21. giinde ise hiicre sayilar1 14. giine gore artti.

Kemik grefti eklenen grupta hiicre sayilar1 7. giinde 1. giine gore hafif bir artis izlenirken,

ilerleyen glinlerde hiicre sayisinda bir azalma gézlendi.

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanmayan kiiltiir grubunun,
giinlere gore hiicre proliferasyonu degisiminde, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlaml1 fark

bulunmamastir.

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan kiiltiir grubunun,
glinlere gore hiicre proliferasyonu degisiminde, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark

bulunmamustir.

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan ve uygulanmayan
kiiltlir gruplar1 arasinda ayni giinlere ait hiicre proliferasyonun istatistiksel karsilastirilmasinda

asagidaki sonuglara ulagilmistir;
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1. giinlerin karsilastirilmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark

bulunmamustir.

- 7. gilinlerin karsilagtirlmasinda, p<anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmustur. Bu fark kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin, kemik grefti
eklenmeyen grubunda hiicre sayisi ortalamasinin, kemik grefti eklenen gruba gore daha
fazla olmasindan kaynaklanmaktadir.

- 14. gilinlerin karsilagtirllmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmamustir.

- 21. giinlerin karsilastirilmasinda, p<anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark

bulunmustur. Bu fark kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin, kemik grefti

eklenmeyen grubunda hiicre sayisi ortalamasinin, kemik grefti eklenen gruba gore daha

fazla olmasindan kaynaklanmaktadir.

4.3.2. Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Cogalmasinin Tayini

Oncelikle hiicre sayisina ulasmak igin kalibrasyon egrisi ¢izildi.
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Sekil 31: Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon egrisindeki egim kullanilarak kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin

kemik grefti eklenmeyen ve eklenen gruplarinda hiicre sayilar1 hesaplandi ve grafige dokiildii.
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Sekil 32: Adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan ve
uygulanmayan gruplarindaki 1. 7. 14. ve 21. Giinlerdeki MTS analizini temel alan, hiicre

sayilarinin istatistiksel grafigi

Kemik grefti eklenmeyen grupta hiicre sayilari 1. ve 7. giinler arasinda bir artis gosterirken, 14.

giinde hiicre sayilarinda bir azalma goriildii. 21. giinde ise hiicre sayilar1 14. giine gore artt1.

Kemik grefti eklenen grupta hiicre sayilar1 7. giinde 1. giine gore bir artig gosterirken, ilerleyen

giinlerde hiicre sayisinda bir azalma gozlendi.

Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanmayan kiiltiir grubunun,
giinlere gore hiicre proliferasyonu degisiminde, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli

fark bulunmamustir.

Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan kiiltiir grubunun,
giinlere gore hiicre proliferasyonu degisiminde, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli

fark bulunmamustir.
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Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan ve uygulanmayan
kiiltiir gruplar1 arasinda ayni giinlere ait hiicre proliferasyonun istatistiksel karsilastirilmasinda

asagidaki sonuglara ulagilmistir;

- 1. gilinlerin karsilagtirlmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmamustir.

- 7. giinlerin karsilagtirilmasinda, p<anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmustur. Bu fark adipoz doku kdkenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti
eklenmeyen grubunda hiicre sayis1 ortalamasinin, kemik grefti eklenen gruba gore daha
fazla olmasindan kaynaklanmaktadir.

- 14. giinlerin karsilastirilmasinda, p>anlamhilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmamustir.

- 21. glinlerin karsilagtirllmasinda, p<anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmugtur. Bu fark adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti
eklenmeyen grubunda hiicre sayis1 ortalamasinin, kemik grefti eklenen gruba gore daha

fazla olmasindan kaynaklanmaktadir.

Kemik iligi kdkenli kdkenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanmayan ve adipoz
doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanmayan kiiltiir gruplar arasinda,
ayn1 giinlere ait hiicre proliferasyonun istatistiksel karsilastirilmasinda asagidaki sonuglara

ulagilmistir;

- 1. gilinlerin karsilagtirlmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmamustir.

- 7. glinlerin karsilagtirllmasinda, p<anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmustur. Bu fark kemik iligi kokenli doku mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti
eklenmeyen grubunda hiicre sayis1 ortalamasinin, adipoz doku kdkenli mezenkimal kok
hiicrelerin kemik grefti eklenmeyen grubuna gore daha fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir.

- 14. giinlerin karsilastirilmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmamustir.

- 21. gilinlerin karsilagtirllmasinda, p<anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmustur. Bu fark kemik iligi kokenli doku mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti

eklenmeyen grubunda hiicre sayis1 ortalamasinin, adipoz doku kékenli mezenkimal kok
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hiicrelerin kemik grefti eklenmeyen grubuna gore daha fazla olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Kemik iligi kokenli kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan ve adipoz doku
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan kiltiir gruplar1 arasinda, ayni
glinlere ait hiicre proliferasyonun istatistiksel karsilastirnlmasinda asagidaki sonuglara

ulasilmstir;

- 1. giinlerin karsilagtirilmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmamustir.

- 7. glnlerin karsilagtirlmasinda, p<anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmustur. Bu fark adipoz doku kdkenli doku mezenkimal kok hiicrelerin kemik
grefti eklenen grubunda hiicre sayisi ortalamasinin, kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicrelerin  kemik grefti eklenen grubuna gére daha fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir.

- 14. glinlerin karsilagtirlmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmamastir.

- 21. giinlerin karsilastirilmasinda, p<anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmustur. Bu fark adipoz doku kokenli doku mezenkimal kok hiicrelerin kemik
grefti eklenen grubunda hiicre sayist ortalamasinin, kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicrelerin  kemik grefti eklenen grubuna gore daha fazla olmasindan

kaynaklanmaktadir.

4.4. Osteojenik Farklilasmanin Tayini

Kemik iligi ve adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin, allogreft eklenmeyen ve
eklenen gruptaki in-vitro osteojenik doniisiimleri; ALP diizeyinin tayini, Alizarin Red ve Von

Kossa boyasi ile boyanan kalsiyum mineralizasyonu ile gosterildi.
4.4.1 Alkalen Fosfataz (ALP) Diizeyinin Tayini

MTS analizinde oldugu gibi ALP tayini i¢in dakikadaki emilim degerleri hesaplanarak
kalibrasyon egrisi yapildi. ALP sonuglar1 ilgili giindeki hiicre sayilari MTS analiziyle

saptanarak, giinlere gore hiicre basina emilim degerleri saptandi.
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4.4.1.1 Kemik iligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kemik Grefti Eklenmeyen
Grubundaki ALP Aktivitesinin Olg¢iimii

Kemik iligi MKH, ALP aktivitesi
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R2 =0,8975
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Sekil 33: Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre kiiltlirlinlin ALP aktivitesi agisindan

kalibrasyon egrisi

Kemik iligi MKH ALP aktivitesi

0,0000018
0,0000016
00000014
0,0000012
0,000001
0,0000008
0,0000006
0, 0000004
0,0000002
0
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7.gun 14.gln 21.gln
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Sekil 34: Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre kiiltiirliiniin ALP aktivitesi agisindan hiicre

basina ALP aktivitesi
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Sekil 35: Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre kiiltiiriiniin ALP aktivitesi agisindan hiicre

basina ALP aktivitesinin istatistiksel grafigi

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin, kemik grefti eklenmeyen kiiltiir grubunda

hiicre bagina giinliik ALP diizeylerinde 7. glinden 21. giine dogru giderek azalma goriildii.

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanmayan kiiltiir grubunun,

hiicre basia gosterdigi alkalen fosfataz aktivitesinin gilinlere gore degisiminde, p>anlamlilik

diizeyi ile istatistiksel anlaml1 fark bulunmamustir.
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4.4.1.2. Kemik 1ligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kemik Grefti Eklenen
Grubundaki ALP Aktivitesinin Olg¢iimii

Kemik iligi MKH + Kemik grefti, ALP aktivitesi
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Sekil 36: Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre + kemik grefti kiiltiirinin ALP aktivitesi

acisindan kalibrasyon egrisi

Kemik iligi MKH + Kemik grefti,
ALP aktivitesi
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Sekil 37: Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre + kemik grefti kiiltiirliniin ALP aktivitesi

acisindan hiicre basina ALP aktivitesi
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Sekil 38: Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre + kemik grefti kiiltiiriiniin ALP aktivitesi

agisindan hiicre bagina ALP aktivitesinin istatistiksel grafigi

Kemik iligi kdkenli mezenkimal kok hiicrelerin, kemik grefti eklenen kiiltiir grubunda hiicre

basina giinliikk ALP diizeylerinde 7. glinden 21. giine dogru giderek azalma goriildii.

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan kiiltlir grubunun, hiicre
basina gosterdigi alkalen fosfataz aktivitesinin giinlere gore degisiminde, p>anlamlhilik diizeyi

ile istatistiksel anlamli fark bulunmamustir.

Kemik iligi kékenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan ve uygulanmayan
kiiltlir gruplar1 arasinda, ayni gilinlere ait hiicre basina gosterdigi alkalen fosfataz aktivitesinin

istatistiksel karsilagtirllmasinda asagidaki sonuglara ulasilmistir;

- 7. glinlerin karsilagtirllmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmamustir.

- 14, giinlerin karsilastirilmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmamastir.

- 21. giinlerin karsilastirilmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark

bulunmamustir.
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4.4.1.3. Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kemik Grefti Eklenmeyen
Grubundaki ALP Aktivitesinin Ol¢iimii

Adipoz doku MKH,ALP aktivitesi
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Sekil 39: Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre kiiltiiriinlin ALP aktivitesi agisindan

kalibrasyon egrisi

Adipoz MKH, ALP aktivitesi
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Sekil 40: Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre kiiltiiriiniin ALP aktivitesi agisindan
hiicre bagina ALP aktivitesi
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Sekil 41: Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre kiiltiiriiniin ALP aktivitesi agisindan

hiicre bagina ALP aktivitesinin istatiksel grafigi

Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin, kemik grefti eklenmeyen kiiltlir grubunda
hiicre bagina giinliik ALP diizeylerinde 7. giin-14. giin kiyaslandiginda artis, 7.glin-21.giin ve
14.glin-21 giin kiyaslandiginda azalma goriildii.

Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanmayan kiiltiir grubunun,
hiicre basina gosterdigi alkalen fosfataz aktivitesinin gilinlere gore degisiminde, p>anlamlilik

diizeyi ile istatistiksel anlamli fark bulunmamistir.

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanmayan ve adipoz doku
kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanmayan kiiltiir gruplar1 arasinda, ayni
giinlere ait hiicre basina gosterdigi alkalen fosfataz aktivitesinin istatistiksel karsilastirilmasinda

asagidaki sonuclara ulagilmistir;

- 7. glinlerin karsilagtirllmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmamastir.

- 14, gilinlerin karsilastirilmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark
bulunmamustir.

- 21. giinlerin karsilastirilmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark

bulunmamastir.
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4.4.1.4. Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kemik Grefti Eklenen
Grubundaki ALP Aktivitesinin Ol¢iimii

Adipoz doku MKH + Kemik grefti, ALP aktivitesi
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Sekil 42: Adipoz doku koékenli mezenkimal kok hiicre + kemik grefti kiiltiiriinlin ALP

aktivitesi agisindan kalibrasyon egrisi

Adipoz doku MKH + Kemik grefti, ALP aktivitesi
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Sekil 43: Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre + kemik grefti kiiltlirlinlin ALP

aktivitesi agisindan hiicre basina ALP aktivitesi
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Sekil 44: Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre + kemik grefti kiiltiiriinlin ALP

aktivitesi agisindan hiicre bagina ALP aktivitesinin istatiksel grafigi

Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin, kemik grefti eklenen kiiltiir grubunda hiicre
basima giinlik ALP diizeylerinde 7. giin ile 14. giin arasinda keskin bir diisiis, 14. giin 21. giin

arasinda hafif ylikselme goriilmiistiir.

Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan kiiltiir grubunun,
hiicre bagina gosterdigi alkalen fosfataz aktivitesinin giinlere gére degisiminde, p>anlamlilik

diizeyi ile istatistiksel anlamli fark bulunmamistir.

Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanmayan ve uygulanan kiiltiir
gruplar1 arasinda, ayni giinlere ait hiicre basina gosterdigi alkalen fosfataz aktivitesinin

istatistiksel karsilastirilmasinda asagidaki sonuglara ulasilmistir;

- 7. glinlerin karsilagtirllmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark

bulunmamustir.

- 14, gilinlerin karsilastirilmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark

bulunmamustir.

- 21. giinlerin karsilastirilmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark

bulunmamastir.
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Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan ve adipoz doku kokenli
mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti uygulanan kiiltiir gruplari arasinda, ayni giinlere ait

hiicre basia gosterdigi alkalen fosfataz aktivitesinin istatistiksel karsilastirilmasinda asagidaki

sonuglara ulasilmstir;

- 7. glnlerin karsilagtirlmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark

bulunmamastir.

- 14, gilinlerin karsilastirilmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark

bulunmamustir.

- 21. giinlerin karsilagtirllmasinda, p>anlamlilik diizeyi ile istatistiksel anlamli fark

bulunmamastir.

4.4.1.5. Kemik Grefti Icermeyen ve iceren Besiyerlerinin Alkalen Fosfataz Aktivitesinin

Karsilastirilmasi
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Sekil 45: Kemik grefti icermeyen ve igeren besiyerlerinin alkalen fosfataz aktivitesinin

karsilastirilmasi
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Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti eklenmeyen ve eklenen gruplari
arasindaki ilk giin alkalen fosfataz aktivitesi sonuglar1 goriilmektedir. Ozellikle osteojenik
olmayan besiyerlerindeki kemik grefti eklenmeyen ve eklenen gruplar arasindaki alkalen
fosfataz aktivitesine bakilacak olursa, kemik grefti eklenen grubun lehine alkalen fosfataz
diizeyinde 3 kathik bir fazlalik vardir. Osteojenik olmayan besiyeri ig¢inde hiicrelerin
osteoblastik farklilagmasi aktive edilemeyecegine gore, bunun kemik greftlerinden kaynaklanan
bir alkalen fosfataz yiiksekligi oldugu soylenebilir.

4.4.2 Von Kossa Boyamasi

Kemik iligi ve adipoz dokudan elde edilen hiicrelerin, kemik grefti eklenen ve eklenmeyen
kiiltiirlerinin, 14. ve 21. glinlerde Von Kossa boyamasi1 yapilmig ve fotograflanarak hiicrelerin

mineralizasyon diizeyleri degerlendirilmistir.

4.4.2.1 Kemik 1ligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerden Elde Edilen Osteoblastlarin

Von Kossa Boyamasi

Sekil 46 Sekil 47

14. giin Von Kossa boyamasi sonrasi, kemik iliginden elde edilen hiicreler fotograflanmistir.

Sekil 48’de kemik grefti eklenmeyen, sekil 49°da ise kemik grefti eklenen hiicre kiiltiirii
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goriilmektedir. Kemik grefti eklenen grupta, eklenmeyen gruba kiyasla mineralizasyonun

diisiik oldugu izlenmistir.

Sekil 48 Sekil 49

21. giin Von Kossa boyamasi sonrasi, kemik iliginden elde edilen hiicreler fotograflanmistir.
Sekil 50°de kemik grefti eklenmeyen, sekil 51°de ise kemik grefti eklenen hiicre kiiltiiri
goriilmektedir. Kemik grefti eklenen grupta, eklenmeyen gruba kiyasla mineralizasyonun

diisiik oldugu izlenmistir.

4.4.2.2 Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerden Elde Edilen Osteoblastlarin

Von Kossa Boyamasi

N\ X

Sekil 50 Sekil 51

14. giin Von Kossa boyamasi sonrasi, adipoz dokudan elde edilen hiicreler fotograflanmistir.

Sekil 52°de kemik grefti eklenmeyen, sekil 53’de ise kemik grefti eklenen hiicre kiiltiiri
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goriilmektedir. Kemik grefti eklenen grupta, eklenmeyen gruba kiyasla mineralizasyonun

diisiik oldugu izlenmistir.

BN

21. giin Von Kossa boyamas1 sonrasi, adipoz dokudan elde edilen hiicreler fotograflanmistir.

Sekil 52 Sekil 53

Sekil 54°de kemik grefti eklenmeyen, sekil 55’de ise kemik grefti eklenen hiicre kiiltiirii
goriilmektedir. Kemik grefti eklenen grupta, eklenmeyen gruba kiyasla mineralizasyonun

diisiik oldugu izlenmistir.

4.4.3 Alizarin Red Boyamasi

Kemik iligi ve adipoz dokudan elde edilen hiicrelerin, kemik grefti eklenen ve eklenmeyen
kiiltiirlerinin, 14. ve 21. gilinlerde Alizarin Red boyamasi yapilmis ve fotograflanarak hiicrelerin

mineralizasyon diizeyleri degerlendirilmistir.
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4.4.3.1 Kemik iligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerden Elde Edilen Osteoblastlarin

Alizarin Red Boyamasi

-

Sekil 54 Sekil 55

14. giin Alizarin Red boyamasi sonrasi, kemik iliginden elde edilen hiicreler fotograflanmistir.
Sekil 56’da kemik grefti eklenmeyen, sekil 57°de ise kemik grefti eklenen hiicre kiiltiirii
goriilmektedir. Kemik grefti eklenen grupta, eklenmeyen gruba kiyasla mineralizasyonun

diisiik oldugu izlenmistir.

-

Sekil 56 Sekil 57

21. giin Alizarin Red boyamasi sonrasi, kemik iliginden elde edilen hiicreler fotograflanmistir.
Sekil 58’de kemik grefti eklenmeyen, sekil 59°da ise kemik grefti eklenen hiicre kiiltiiri
goriilmektedir. Kemik grefti eklenen grupta, eklenmeyen gruba kiyasla mineralizasyonun 14.

giindekine benzer sekilde diisiik oldugu izlenmistir.
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4.4.3.2. Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerden Elde Edilen Osteoblastlarin

Alizarin Red Boyamasi

X

Sekil 58 Sekil 59

14. giin Alizarin Red boyamasi sonrasi, adipoz dokudan elde edilen hiicreler fotograflanmistir.
Sekil 60’da kemik grefti eklenmeyen, sekil 61°de ise kemik grefti eklenen hiicre kiiltiiri
goriilmektedir. Kemik grefti eklenen grupta, eklenmeyen gruba kiyasla mineralizasyonun

diisiik oldugu izlenmistir.

Sekil 60 Sekil 61

21. giin Alizarin Red boyamas1 sonrasi, adipoz dokudan elde edilen hiicreler fotograflanmistir.
Sekil 62’de kemik grefti eklenmeyen, sekil 63’de ise kemik grefti eklenen hiicre kiiltiiri
goriilmektedir. Kemik grefti eklenen grupta, eklenmeyen gruba kiyasla mineralizasyonun 14.

giindekine benzer sekilde diisiik oldugu izlenmistir.
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5-TARTISMA

Mezenkimal kok hiicreler tibbin bir ¢ok alaninda oldugu gibi, Ortopedi ve Travmatoloji’yi
ilgilendiren c¢ok sayida hastaligin tedavisinde ilgi konusu olusturmaya devam etmektedir.
Mezenkimal kok hiicre igerikli tedavilerin gelisim siirecine bakildiginda ve bu hiicrelerin
kendini yenileyebilme, bir ¢ok tipte mezenkimal dokuya doniisebilme 6zelligi de géz Oniine
alinirsa, hiicre bazli tedavilerin gelecekte artan siklikta kullanilabilecegi sdylenebilir.
Mezenkimal kok hiicreler ilk olarak kemik iliginden izole edilmis olsa da daha sonra, adipoz
doku, kordon kani, siingerimsi kemik, sinovya, deri, kas, beyin ve periferik kanda da

bulunduklar1 gosterilmistir (33).

Hiicre bazli tedavilerle ilgili bilgi birikimi artik¢a ve ameliyathane sartlarinda mezenkimal kok
hiicreleri konsantre sekilde izole edebilen sistemler gelistikge, kaynamama veya kaynama
gecikmesi gibi ikinci bir cerrahiyi gerektiren durumlarda, mezenkimal kok hiicreler ve kemik
greftleri tedavide beraber kullanilabilmektedir. Bununla beraber kemik greftlerinin insan
viicudundaki davranisi hala bilinmeyenlerle doludur. Kemik allogreftlerinin viicutta harekete

gecirdigi immiin cevap mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamustir.

5.1 Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu

Osteoblastik aktivite igin siklikla kullanilan ve karsilastirmali ¢alismalart yapilmig olan
mezenkimal kok hiicre kaynaklari; kemik iligi, adipoz doku ve kordon kani mezenkimal kok
hiicreleridir. Kordon kani mezenkimal kok hiicreleri etik sorunlari sebebiyle fazla tercih
edilmemekte kemik iligi ve adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicreler laboratuvar
ortaminda daha siklikla calisilmaktadir (33,34). Bu kaynaklar arasinda mezenkimal kok
hiicrelerin izolasyonunda hala en sik kullanilan kaynak kemik iligidir (35). Biz de
calismamizda kemik iliginden ve adipoz dokudan izole ettigimiz mezenkimal kok hiicreleri
kullandik. Literatiirdeki c¢alismalara bakildiginda kemik iliginden ve adipoz dokudan
mezenkimal kok hiicre izolasyonu i¢in alinan ilk 6rnekte, hiicre izole etme basarisinin %100
oldugu sonuglar mevcuttur (34,36). Bu ¢alismada bir hastadan alinan kemik iligi aspirasyon ve
bagka bir hastadan alinan lipoaspirat sonrasi, orneklerinden yiiksek sayida mezenkimal kok
hiicreler izole edilebilmistir. Bu sonug, calismamizla ayni yas grubunun dondr olarak

kullanildig1 6nceki ¢aligsmalara paraleldir. Yasla beraber 6zellikle kemik iliginden elde edilen
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mezenkimal kok hiicre sayisinin azaldigi bildirilmistir (17). Adipoz dokudan elde edilen
mezenkimal kok hiicre izolasyonunda ise 6rnek alim teknigine bagli olarak farkli sonuglar
bildirilmistir. Oedayrajsingh-Varma ve ark. lariin yaptig1 ¢aligmada adipoz doku rezeksiyonu
sonrasi elde edilen mezenkimal kok hiicre sayisini, liposuction materyalinden elde edilen
mezenkimal kok hiicre sayisina gore daha fazla bulmuslardir (37). Adipoz doku 6rneklerinin
alindigr bolgeye gore elde edilen mezenkimal kok hiicre sayisinda da farkliliklar
olabilmektedir. Jurgens ve ark. lar1 yaptiklart ¢alismada, abdomen ve kalca bdlgesinden alinan
adipoz doku oOrneklerinden izole ettikleri mezenkimal kok hiicre sayisini karsilagtirmis ve
abdomenden alinan Orneklerde daha yiliksek oranda mezenkimal kok hiicre bulduklarinm
bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada, farkli bolgelerden alinan bu 6rneklerden elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik 6zellesme potansiyelinde farklilik olmadigim
belirtmislerdir (38). Bu sonuglara istinaden bizde ¢alismamizda dondrleri geng yas grubundan
sectik. Kemik iliginden mezenkimal kok hiicre izolasyonu igin iliak kanat aspirasyon drnegi,
adipoz dokudan ise abdominal liposuction materyalini kullandik. Dondrlerimiz geng yas
grubunda oldugu icin kemik iligi ve adipoz doku 6rneklerinden izole edilen mezenkimal kok

hiicre sayisi1 yiiksek bulunmustur.

5.2 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Morfolojisi

Kemik 1iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonundan sonra ilk
giinlerde yuvarlak sekilli, yogun ve homojen bir goriiniim izlendigi daha sonraki asamalarda
yine tek tabaka halinde siralanmis, homojen ve fibroblast sekilli igsi uzantilar gosteren hiicreler
olduklart daha onceki bazi ¢alismalarda belirtilmistir (33,36). Calismamizda izole edilen
hiicrelerin 2. ve 8. giindeki invert mikroskobunda c¢ekilen fotograflarma bakildiginda,
morfolojilerinin 2. giinde hem kemik iligi hem de adipoz doku kokenli mezenkimal kok
hiicrelerde homojen yuvarlak, kiiltiir kabin1 tamamen kaplayan bir gériiniime sahip olduklari
goriilmiistiir (sekil 13 ve sekil 14). 8 giinde ise hiicrelerin giderek igsi uzantilar gésteren
fibroblast benzeri goriiniim kazandiklar1 izlenmistir (sekil 15 ve sekil 16). Bu morfolojik

bulgular diger ¢alismalarda belirtilen morfolojilerle benzerlik gostermektedir.

Rebeletto ve ark.’lar1 (33) kemik iligi, adipoz ve kordon kanindan elde ettikleri mezenkimal
kok hiicrelerin morfolojilerini karsilagtirmiglar ve flow sitometri Ol¢limleri sonrast ii¢ tip
hiicrenin de hiicre biiylikliigli acisindan istatiksel fark gostermedigini bulmuslardir. Bizim

calismamizda adipoz ve kemik iligi kokenli hiicrelerin, flow sitometri sonrasi biiyiikliigiinii
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Olctliiglimiiz herhangi bir istatistiksel ¢alisma yapilmadi. Ancak ¢alismamizin flow sitometri
verileri hiicre biyiikliigii acisindan incelendiginde (FSC-yiikseklik degeri) kemik iligi ve
adipoz dokudan firetilen mezenkimal kok hiicrelerin birbirine yakin hiicre biiyiikliiklerine sahip

olduklar1 gézlemlendi.

5.3 Immiinofenotipik inceleme

Tarihte ilk flow sitometri cihaz1 Wallace H. Coulter tarafindan 1956 yilinda, hizli kan hiicre
sayim ve hiicre biiyiikliik analiz cihazi olarak yaymlanmistir (39). Flow sitometri cihazi ile
giiniimiizde hiicrelerin  ylizey belirtegleri taranarak, hiicre tamimlanmasi igin de
kullanilmaktadir. Calismamizda mezenkimal kok hiicrelerin ylizey belirteglerini arastirmak
tizere flow sitometri cihazi kullanilmigtir. Ancak mezenkimal kok hiicrelerin tanimlanmasi igin
herkes tarafindan kabul gérmiis molekiiler belirtegler olmadigini savunanlarda mevcuttur (33).
Calismamizda, CD44 ve CD90 antikorlariyla isaretlenen oOrneklerin flow sitometri
incelemelerinde yiiksek pozitif sonu¢ verdikleri bulundu. Bu sonug, geg¢mis calismalarda
mezenkimal kok hiicrelerin bu belirtegleri yiiksek oranda sunduklarini gosteren caligmalarla
paraleledir (34,36,40). Calismamizda, CD24, CD45 ve CD117 antikorlariyla isaretlenen
orneklerin flow sitometri ¢aligmasinda diisiik pozitif degerlerine rastlandi. Mezenkimal kok
hiicrelerin CD24 ve CD45 belirteci tasimadigini gosteren c¢ok sayida ¢alisma mevcuttur
(33,34,41). Ancak CD117’nin mezenkimal kok hiicreler tarafindan tasinmadigini sdyleyen
calismalar oldugu gibi (34,42) bazi ¢alismalarda mezenkimal kok hiicrelerin CD117 agisindan
orta-yiiksek diizeyde pozitif oldugunu belirten c¢aligmalar da mevcuttur (43,44). Bizim
calismamizda kemik ve adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin ikisinde de ¢ok diistik
pozitif degerde CD117 bulunmustur (sekil 18 ve sekil 24). Calismamiz sonrasinda elde
ettigimiz bulgular dogrultusunda mezenkimal kok hiicrelerin CD117 belirteci tasimadiklarini

diisiiniiyoruz.

5.4. Hiicre Cogalmasinin Tayini

Mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinde hiicre ¢ogalmasinin tayini i¢in Propridium iodide ile DNA
tespiti, radyoaktivite, oksijen biyosensorleri gibi tekniklerin yaninda Alamar mavisi, MTS gibi
hiicre metabolizmasinda etkili metodlar kullanilmaktadir. Bu caligmada, hiicre ¢ogalmasinin

tespiti i¢in, c¢alistigimiz laboratuvarin olduk¢a deneyimli oldugu MTS analizi metodunu
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kullandik. MTS hiicreler tarafindan renk veren formazana dondistiirilir. MTS, hiicre
mitokondrisinde elektron transport zincirine etki ederek renk veren formazana donistiiriiliir.
Sadece canli hiicreler mitokondriyal aktiviteye sahip oldugu i¢in, kiiltiirdeki canli hiicre sayisi,
MTS metodunda kalibrasyon egrisini kullanilarak elde edilebilir. Shafice ve ark.’lar1 kemik
iligi ve adipoz doku ve somatik doku kokenli mezenkimal kok hiicreleri osteojenik 6zellesme
acisindan karsilastirdiklarinda, kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
proliferasyon kapasitesinin istatistiksel olarak farklilik tasimadigini bildirmislerdir (41). Bizim
caligmamizda, kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin, osteojenik
besiyerindeki proliferasyon kapasitelerine bakildiginda, 21 giinliik inkiibasyon sonunda, kemik
iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonunun, adipoz dokudan elde edilen kok
hiicrelere gore 7. ve 21. gilinlerde istatistiksel olarak daha fazla oldugunu bulduk. Bunun
sebebinin, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kendi dogal farklilagsma ¢izgilerinin
kemik hiicreleri oldugu diisiiniildiigiinde, bu hiicrelerin adipoz doku kaynakli hiicrelere gore
daha fazla hiicre sayisi iiretebilme yetenegiden kaynaklanabilecegini diisiindiik. Calismamizda,
kemik grefti eklenen kemik iligi ve adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre gruplarina
baktigimizda, kok hiicre sayisinin ilk 7 giin her iki grupta arttigini ancak 14. giinden sonra
hiicre sayilarinin azaldigin1 goriiyoruz. Oysa kemik grefti eklenmeyen kemik iligi ve adipoz
kokenli mezenkimal kok hiicre gruplarinda dzellesmenin basladigi 14. giin disinda 21 giin
boyunca hiicre sayilar1 artmaktadir. Bu artis istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Sonug
olarak kemik grefti eklenen kemik iligi ve adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin
proliferasyon durumu dikkate alindiginda inhibisyonun daha ¢ok 6zellesmenin ge¢ evresinde
yani mineralizasyon déneminde daha belirgin oldugunu sodyleyebiliriz. Bu inhibisyonu gec
donem osteoblastik 6zellesme belirtegleri ve kalsiyum seviyesi Olglimleriyle desteklemenin
caligmanin ileri etaplarinda daha faydali olabilecegini diisiiniiyoruz. Ayrica kemik grefti
eklenen kemik iligi ve adipoz doku kokenli kok hiicrelerin ayni giinlere ait istatistiksel
karsilastirilmasinda hiicre sayisinda 7 ve 14. glinlerde istatistiksel olarak anlamlilik mevcuttur.
Mineralizasyonun bagladig1 6zellesmenin erken doneminde olan bu fark bize kemik greftlerinin
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler tizerinde adipoz doku kaynakli hiicrelere gore
inhibisyon etkisinin daha giiclii olabilecegini diisiindiirmiistiir. Eger bu durum ¢aligsmanin ileri
etaplarinda bakilabilecek osteojenik farklilasmanin ge¢ donem belirtegleri ve kalsiyum
kantitatif diizeyiyle de dogrulanirsa, kemik grefti uygulanan hastalarda osteojenik
ozelliklerinden yararlanmak ic¢in kemik iligi kaynakli kok hiicreler kullanmak yerine, ¢ok
miktarda izole edilebilen, hastaya daha az morbidite yaratacak ve inhibisyona daha direngli

adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kullanimi diisiiniilebilecektir. Kemik iligi ve
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adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinin kemik grefti eklenmeyen ve eklenen
bu dort grubun, her birinin kendi igindeki giinlere gore olan hiicre sayilarmin degisimi
istatitistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu durum bize kemik grefti eklenmeyen gruplarda
osteojenik farklilagmanin erken ve ge¢ donemlerine gore, hiicrelerin proliferasyon veya
farklilasma yolundan bir tanesini daha agirlikli olarak sectigini distindiirmektedir.
Farklilasmay1 secen hiicre grubu proliferasyon hizini azaltacagi i¢in gruplarin kendi iginde
istatistisel olarak anlamli sonu¢ vermemesi normal karsilanabilir. Kemik grefti eklenen hiicre
gruplarinin  kendi ig¢indeki istatistiksel anlamsizligi kemik greftlerinin kiiltiirtin bagladigi
glinden itibaren degil osteojenik farklilasmanin belirli donemlerinde inhibisyona yol agiyor
olmasindan kaynaklanabilir. Bu durum hiicre sayisinda kiiltiiriin basindan beri siirekli bir
azalmaya degil, belirli donemlerde artis belirli donemlerde azalmaya yol agtigi igin istatistiksel

olarak grubun kendi i¢inde anlamsiz sonug ¢ikmasina sebep olabilir.

5.5. Osteojenik Farklilasmanin Tayini

Kemik doku i¢in hala kesin tek bir belirte¢ yoktur (45). Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik
aktivitesini belirlemede kullanilan belirtegler erken ve ge¢ donem belirtecleri olarak 2 gruba
ayrilabilir. Alkalen fosfataz ve Tip 1 kollajen, osteoblastik aktivitenin erken donem
belirtegleridir (46). Osteonektin, osteopontin ve osteokalsin ise osteoblastik aktivitenin geg
donem belirtegleridir (47,48). Alkalen fosfataz, hiicre kiiltiirlerinde mezenkimal kok hiicrenin
osteoblasta farklilagmasinin erken doneminde artis gosterir ve mineralizasyonun basladigi
donemde diisiis gosterir (49). Bu diisiis, mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinde genellikle
osteojenik farklilasmanin maksimum oldugu 2. haftada goriiliir. Ancak bu farklilagsma sadece
ilk 14 giinle sinirl degildir. Mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerindeki osteojenik farklilagsma daha

uzun zaman araligina da yayilabilir (50).

Daha o6nce yapilan, kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik
potansiyelinin kiyaslandig1 karsilastirmali bazi ¢alismalarda, alkalen fosfataz mezenkimal kok
hiicre kiiltiirlerinde osteojenik farklilasmanin belirteci olarak kullanilmistir (33,36,51). Yine
yapilan ¢alismalarda mineralizasyonun mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinde belirlenmesinde
Alizarin Red veya Von Kossa boyamalar1 kullanilmistir (36,52). Biz de ¢alismamizda, kemik
iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerimizde osteoblastik aktivitenin ve
osteojenik farklilagsmanin gostergesi olarak alkalen fosfatazi kullandik. Mineralizasyonun

gosterilmesinde sadece Von Kossa boyamasindan yararlanilan ¢alismalar mevcuttur (53) ancak
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Bonewald ve ark. lar1 kemik mineralizasyonu {izerinde yaptiklari in-vitro ¢alismada Von Kossa
boyamasimnin tek bagina kemik mineralizasyonunu dogrulamada yeterli olmadigini
bildirmislerdir (54). Bu sebeple ¢alismamizda, mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinde osteojenik
aktivite sonrasi olusan mineralizasyonun gosterilmesi amaciyla Alizarin Red ve Von Kossa
boyamasini beraber kullandik. Calismamizda, kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal
kok hiicrelerin kemik grefti eklenmeyen ve eklenen gruplart arasinda alkalen fosfataz

degerlerini istatistiksel olarak degerlendirerek fark olup olmadigini géstermeye calistik.

Alkalen fosfataz, hiicrelerde plazma membranin disinda bulunan bir enzimdir. Bazik ortamda
pirofosfat gruplarindan fosfat iyonu ayirarak matriks mineralizasyonu ig¢in gerekli olan
kalsiyum-fosfat i¢in fosfat kaynagi olusturur. Alkalen fosfataz gen olusumu osteoblastik
aktivitenin erken doneminde artarken, osteoblastik faklilasmanin ge¢ doneminde bunun yerini

osteokalsin gibi genlerin artisi izler (55).

Von Kossa yontemi, giimiis iyonlarmin kalsiyum tuzlarindaki fosfat gibi anyonlara baglanarak,
kahverengi veya metalik siyah renk vermesi esasina dayanir. Bu nedenle Von Kossa
yonteminde dolayli olarak kalsiyum oOl¢iimii yapilir. Alizarin Red yonteminde ise kalsiyum
iyonlar1 Alizarin Red ile selat olusturarak renk verirler. Dolayisiyla bu yontem ile direkt bir

kalsiyum 6l¢timii yapilir (56)

Kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin osteoblastik aktivitelerini
karsilagtiran sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Im ve ark.’lart kemik iligi ve adipoz doku
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik ve kondrojenik o6zelliklerini karsilagtirdiklar
calismada kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde daha yiiksek alkalen fosfataz
degerleri, osteojenik potansiyel ve mineralizasyon kapasitesi bildirmisleridir (53). Bunun
aksine Rebelatto ve ark.’lart kemik iligi, adipoz doku ve kordon kami mezenkimal kok
hiicrelerini karsilastirdiklar1 ¢alismada, kemik iligi ve adipoz doku mezenkimal kok hiicreleri
arasinda alkalen fosfataz seviyesi ve osteojenik farklilasma potansiyeli bakimindan fark
olmadigin1 bildirmislerdir (33). Kemik iligi ve adipoz doku mezenkimal kok hiicrelerinin
osteojenik potansiyellerinde fark olmadigi farkli ¢alismalarda da bildirilmistir (36,51). Biz de
calismamizda 7. 14. ve 21. giindeki alkalen fosfataz degerlerini g6z 6niine aldigimizda, adipoz
doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerdeki alkalen fosfataz degerlerini, kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicrelere gore biraz daha yiiksek oldugunu bulduk. Ancak bu istatiksel olarak
anlaml1 degildi. Bu sonuca gore ¢alismamizda kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal

kok hiicrelerde birbirine yakin potansiyelde osteojenik aktivite tespit ettigimizi sdyleyebiliriz.
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Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinde alkalen fosfataz degerlerinin biraz
daha yiiksek olmasinin sebebi izolasyon besiyerine ekledigimiz FGF olabilir. Bu ekleme adipoz
kaynakli kok hiicrelerin kemik disinda diger mezodermal kdkenli hiicrelere spontan
dontistimiinii engellemek amaciyla yapildi. Adipoz kdkenli mezenkimal kok hiicreler osteojenik
besiyerinin oldugu ortama 10. giinden sonra birakildi. Kemik iliginden elde edilen mezenkimal
kok hiicrelerin ise yine ilk 10 giinliik biiyiime besiyerinde saklandi ancak bu besiyerine FGF
eklenmedi. Ito ve ark.’lar1 FGF-2’nin mezenkimal kok hiicreler iizerinde yaptigi etkiyi
arastirdiklar1 ¢alismalarinda FGF-2’nin besiyerinde kullaniminin mezenkimal kok hiicre
kiiltiirlerinde ALP seviyelerini yiikseltici etkisi oldugunu bildirmislerdir (57). Calismamizda
adipoz doku kaynakli kok hiicre kiiltlirlerinde alkalen fosfataz seviyesinin yiiksek olmasinin
sebebinin FGF uygulanmasi olabilecegini diistinmekteyiz. Calisamin ileri etaplarinda, adipoz
doku mezenkimal kok hiicrelerine FGF eklenmeyerek alkalen fosfataz degerleri agisindan bir

kontrol deneyi yapilmasinin faydali olacagini diisiiniiyoruz.

Hemen hemen ayni1 osteojenik besiyerinin kullanildig: karsilastirmali ¢aligmalara bakildiginda,
kemik iligi ve adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik aktiviteleri hakkinda
birbirinden farkli sonuglar bildirildigi goriilmektedir. Klinik uygulamalarda kullanilmak {izere
mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak hala siklikla kemik iliginden yararlanilmaktadir. Oysa
mezenkimal kok hiicrelerin yogun olarak bulundugu yag dokusundan, mezenkimal kok
hiicrenin cerrahi sirasinda alinarak uygulanmasi dondér saha morbiditesini azaltabilecektir.
Ugarte ve ark.’lart ayni kisiden alinan kemik iligi ve adipoz doku orneklerinden gram-doku
bagina elde edilen mezenkimal kok hiicre sayisimi karsilastirdiklarinda anlamli bir fark
olmadigimni bildirmislerdir (51). Son yillarda, ameliyathanede aspire edilmis materyalden
mezenkimal kok hiicrelerin konsantre edilip hastaya uygulanmasi popiilarize olmaktadir. Bu
triinlerin kuru dondurulmus (freeze-dried) kemik greftleri ile beraber veya tek basina
kullanilmasinin kemik defektlerinde iyilesmeyi ve remodelasyonu hizlandirdig bildirilmistir.
Piyasada satilan bu sistemlerin mezenkimal kok hiicre igerigi tartisilmakla beraber, daha
konsantre bulunduguda disiiniilmektedir (58). Adipoz dokunun hem say1 olarak hem de
osteojenik aktivite yoniinden kemik iligine yakin mezenkimal kok hiicre icerdigi diistiniiliirse
ameliyathane ortaminda adipoz dokudan mezenkimal kok hiicre konsantre edebilecek

sistemlerin gelistirilmesi diistiniilebilir.

Hiicre tabanli tedaviler kirik iyilesmesinde giderek sik kullanilmasina ragmen Ortopedi ve
Travmatoloji’de ameliyathanelerinde hala sik kullanilan bir diger materyal allogreftlerdir.

Allogreftlerin kullaniminda cesitli yontemler vardir. Biiyiik masif bir defekt var ise masif
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allogreft, kortikal biitlinligii olan ancak spongioz alanda bosluk olan defektlerde ise spongioz
allogreft kullanilmaktadir. Allogreft kullanimindaki amag, kemik boslugu olan bolgede
osteokondiiksiyon yapimi ve konsolide olarak defekti kapatmasidir. Ancak mevcut sistemler
icinde freze dried (kuru dondurulmus), processed (islem gormiis) veya fresh frozen (taze
dondurulmus) ve fresh (taze dondurulmamis) allogreftlerin iyilesme kapasiteleri arasinda da
farkliliklar bildirilmistir. Dort greft tipinin de osteojenik aktivitesi yoktur. Osteoindiiktif
ozellikleri ise birbirine yakindir. Osteokondiiktif etkisi en yiiksek olan ise taze allogreftlerdir.
Taze dondurulmus, kuru dondurulmus ve DBM gibi islem gormiis allogreftlerin osteokondiiktif
etkisi birbirine yakindir. Immiinijenitesi en yiiksek olan taze allogreftlerdir. Bunu taze
dondurulmus ve islem gormiis allogreftler izler. En az immiinijenite kuru dondurulmusg
allogreftlerde goriiliir. Remodelasyon orani en yiiksek olan taze allogreftlerdir. Digerlerinin
remodelasyon orani diisiiktiir. Yapisal destek saglamada en yliksek giic taze ve taze
dondurulmus allogreftlerdedir. Islem gérmiis allogreftlerin ise bdyle bir dzelligi cok diisiiktiir
veya yoktur (59). Allogreft kullaniminda sik karsilagilan sorunlardan birisi rezorpsiyondur.
Rezorpsiyon icin alicinin immiin cevabi suglanmaktadir. Bu immiin cevap i¢in suglanilan
mekanizmalardan bazilari, MHC (major histocompatibility complex) tizerinden T-hiicre aracili
yanit, kimyasal mediyatorlerin aracilik ettigi sitotoksisitedir. Ancak allogreft inkorporasyonunu
(kaynamasini) engelleyen immiin mekanizma hala kesin olarak agiklanamamistir. Allogreftin
osteoinduksiyon fazinin baslangicinda, immiin cevabin allogreftin enflamatuar hiicreler
tarafindan c¢evrilmesine sebep olarak, kan damarlarinda ve osteoblastik hiicrelerde nekroza yol
actigl ve rezorpsiyonu baslattigi disiiniilmektedir (60). Tim bunlarin 1s1ginda Onerilen,
hiicrelerin yasadigi veya daha fazla hiicrenin oldugu taze veya taze donmus allogreft
kullanimidir. Biz de caligmamizda kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok
hiicreleri iki gruba ayirarak, bir grubu sadece osteojenik besiyerinde inkiibe ederek, ikinci
grubu ise osteojenik besiyeri ve taze dondurulmamis allogreft ile beraber inkiibe ederek bu iki

grubu osteojenik aktivite yoniinden karsilastirdik.

Kemik iligi ve adipoz doku kaynakli kok hiicre kiiltiirleri alkalen fosfataz aktivitesi agisindan
degerlendirildiginde her iki grupta da kemik grefti eklenmeyen ve eklenen grup arasinda
istatiksel fark bulunmamistir. Alkalen fosfataz diizeyini osteoblastik aktivitenin belirteci olarak
kabul eden calismalar vardir (33,36,51). Ote yandan, Cordonnier ve ark’larinin mezenkimal
kok hiicrelerin 3 boyutlu 6zellesmesini inceledikleri c¢alismada sadece alkalen fosfataz
diizeyinin osteoblastik aktiviteyi gostermede yeterli olmadigi hatta alkalen fosfataz RNA

diizeyiyle de osteoblastik aktivitenin uyumlu olmadigini bildirilmistir (61). Bunlara ek olarak
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Hoemann ve ark.lar1 alkalen fosfataz aktivitesi ve mineralizasyon lizerinde mezenkimal kok
hiicre kaynaginin etkisini inceledikleri ¢aligmada, osteojenik aktivitenin ge¢ donem gostergesi
olan mineralizasyonun olmadigi durumlarda bile mezenkimal kok hiicrelerin alkalen fosfataz
iirettiklerini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da, kemik grefti eklenmeyen kemik iligi ve
adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinde istatiksel olarak anlamli bulunmasa
da ozellikle adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerde kemik iliginden elde
edilenlere oranla 10 kat daha fazla alkalen fosfataz aktivitesi bulunmustur. Bu bize de alkalen
fosfatazin osteoblastik aktiviteyi gostermede ¢ok degisken sonuglar verebildigini ve tek basina
osteoblastik  aktiviteyi degerlendirmede yeterli olamayabilecegini  diistindiirmiistir.
Calismamizda mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinin kemik grefti eklenmeyen grup ile eklenen
grup arasindaki alkalen fosfataz degerlerinin karsilagtirilmasindaki bir diger sorunda, kemik
grefti eklenen grupta alkalen fosfataz aktivitesinin ne kadarinin kemik greftinden geldiginin
bilinmemesidir. Calismamizda sadece kemik grefti iceren besiyeri ile kemik grefti igermeyen
osteojenik besiyerinin alkalen fosfataz degerlerini Ol¢tiigiimiizde, kemik grefti igeren
besiyerinin icermeyene oranla 3 kat daha fazla alkalen fosfataz aktivitesi gosterdigini bulduk
(sekil 47). Bu sonu¢ bize kemik grefti iceren grupta alkalen fosfataz aktivitesinin bir
boliimiiniin kemik greftlerinden kaynaklandigimi diisiindiirmiistiir. Calismamizda kemik grefti
icin 6rnek alinan dondrler farkli bireylerdir. Femur baslar1 alindiktan sonra tek tek kemik grefti
hazirlanmistir ve bu greftler ihtiyag dlgiisiinde kullanilmistir. Dolayisiyla kemik grefti alinan
bireyler her ne kadar birbirine yakin yas grubundan segildiyse de alinan femur baglarindan
hazirlanan kemik greftlerinin tek tek alkalen fosfataz diizeyleri dl¢iilmemistir. Kisiden kisiye
alkalen fosfataz diizeyinin degisebilecegi gbéz Onilinde bulundurulursa, ¢alismanin ileri
etaplarinda kullanilacak kemik greftlerinin alkalen fosfataz diizeyinin her bir femur basindan
hazirlanan 6rnek i¢in Olgiilmesi, kemik grefti eklenen grupta saglikli bir alkalen fosfataz
aktivitesinin saptanmasi ve bazal alkalen fosfataz diizeyinin belirlenmesi agisindan yararl
olacaktir. Bununla beraber c¢alisgmanin ilerleyen etaplarinda, osteoblastik aktivitenin
degerlendirilmesi i¢in sadece alkalen fosfataz kullanilmasi yerine osteokalsin, osteopontin,
osteonektin ve kalsiyum diizeyi gibi osteoblastik aktivitenin geg¢ belirteglerininde diizeylerinin
belirlenmesi, alkalen fosfataz aktivitesinin daha iyi yorumlanmasina ve osteoblastik aktivitenin

daha saglikli degerlendirilebilmesine imkan tantyacaktir.

MTS, alkalen fosfataz aktiviteleri, Alizarin Red ve Von Kossa boyamalar1 beraber
degerlendirildiginde ozellikle 7. glinde kemik iligi ve adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin

kemik grefti eklenen gruplarinda hiicre sayilarinda istatiksel olarak anlamli bir diisiis tespit
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edilmistir. Mezenkimal kok hiicre kiiltiiriinde osteojenik besiyerinde normalde alkalen fosfataz
pikinden sonra hiicreler G6zellesmeye baslaylp mineralizasyon artigi goriiliir. Bu ortalama
kiltirtin  14-21. giinleri arasindadir (62). Mineralizasyonun baslamasiyla beraber alkalen
fosfataz aktivitesi azalmaya baslar (49). Mineralizasyonun basladigi dénemde hiicreler daha
cok Ozellesme yoluna gider ve hiicre proliferasyon hizi azalir. Alkalen fosfataz osteoblastik
diferansiasyonun belirteci oldugu gibi mineralizasyondada rol oynayan bir enzimdir (49).
Kemik grefti eklenen grupta, kemik grefti kaynakli alkalen fosfataz aktivitesinin mezenkimal
kok hiicre kiiltiirtindeki alkalen fosfataz aktivitesinin tizerine eklenmesi veya kemik greftinin
bilinmeyen bir sebeple alkalen fosfataz aktivitesi arttirmasi, alkalen fosfataz pikini erken
doneme cekiyor olabilir. Alkalen fosfatazdaki bu erken pik mezenkimal kok hiicre kiiltiiriinde
erken mineralizasyona sebep olabilir. Ya da alkalen fosfataz seviyelerindeki bu erken
donemdeki ylikseklik, osteoblastlarin normalden erken déonemde 6zellesmeye baslayarak erken

mineralizasyon gostermelerinin bir belirtisi olabilir.

Kemik matriksinin mineralize olmus kisimlarina gomiilen osteositlerin kemik olusumu
tizerindeki molekiiler diizenleyici etkileri son yillarda arastirma konusu olmustur. Bu
mekanizmanin  hala bilinmeyenlerle dolu olmasi bu alandaki molekiiler ¢alismalari
arttirmaktadir. Sclerostin bunlardan en ¢ok incelenen ancak etkileri ve etki mekanizmasi hala

tamamen aydinlatilmamis proteinlerden biridir.

Sclerostin ve sclerostinin aracilik ettigi molekiiler yolaklar, kemik metabolizmas: iizerindeki
olas1 etkileri sebebiyle ve osteoporozun alternatif tedavi arayislarinda ilgi konusu olmaya
baslamistir. Sclerostin mineralize matriks i¢ine yeni gomiilmiis osteositler tarafindan salgilanan
bir proteindir. Insan ve hayvan osteoblastlarinda proliferasyon ve 6zellesmeyi inhibe ettigi
gosterilmistir. Osteoblastlarm apoptozlarmi arttirarak yasam siirelerini kisaltir. Insan kemik
metabolizmasinin osteoklastlar {izerindeki etkisi ise hala tam olarak anlagilmamistir. Hayvan
deneylerinde kemik mineral yogunlugunu, kortikal ve siingerimsi kemik hacmini ve kemik
kuvvetini azalttig1 gosterilmistir. Sclerostin ayn1 zamanda klasik olmayan bir BMP (bone

morphogenetic protein) antagonistidir (63,64).

Whnts proteinleri, Frizzled ailesi denilen 7 adet transmembran reseptoriinden olusan komplekse
baglanarak hiicre igi P-katenin salgisina sebep olurlar. p-katenin de hiicre igindeki
transkripsiyon faktorlerini harekete gecirerek kemik olusumunda pozitif etkiye sebep olur. (63)
B-kateninin mezenkimal kok hiicrelerde yada erken osteoblastik hiicrelerde inaktivasyonu

osteoblastik diferansiasyonu engeller (65).
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LRP5 ve LRP6 (diisiik dansiteli lipoprotein reseptor iliskili protein) membrana bagl olan ve
canonical Wnt sinyal iletiminde kofaktor olarak rol oynayan proteinlerdir. Sclerostin LRPS ve
LRP6 y1 baglayarak canonical Wnt sinyal iletimini inhibe eder. LRP5 ve LRP6’nin mutasyon

veya inhibisyonu osteoporozla iliskili bulunmustur (63).

DKK1 (Dickkopf 1) sekrete edilen Wnt antagonistidir. LRP5 ve LRP6 ya baglanarak Wnt
aktivitesini inhibe eder (65). Multip] myelomda yiiksek DKK 1 seviyeleri osteolitik
lezyonlardan ve osteoblast 6zellesmesinin inhibisyonundan sorumlu tutulmustur (66). DKK 1
anti-inhibitorlerinin osteoblast sayilarini ve siingerimsi kemik miktarini arttirdigi gosterilmistir.
Bu sebeple DKK 1 inhibitdrlerinin gelecekte osteoporoz ve kirik kaynamamalarinin tedavisinde

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (67).

Kemik grefti eklenmis kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerindeki
muhtemel erken mineralizasyon sonucu osteositlerin erken donemde mineralize matriks i¢ine
gomiilerek sclerostin salgilanmasina, bu erken sclerostin salgist da osteoblast sayisinda ve
mineralizasyonda erken donemde negatif bir geri bildirime yol acarak azalmaya sebep oluyor
olabilir. Sonu¢ olarak mineralizasyonun erken baslamasi bir mineralizasyon yetersizligiyle
sonuglanabilir. Calismamizda Alizarin Red ve Von Kossa boyamalari ile kemik grefti eklenen
kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde 14. ve 21. giindeki
mineralizasyonda azalma tespit edildi (sekil 49,51,53,55,57,59,61,63). Elbette sadece Von
Kossa ve Alizarin Red boyamasinda mineralizasyon azalmasinin goriilmesi bize istatiksel bir
sonu¢ vermeyebilir. Ancak ¢aligmanin ileri etaplarinda kantitatif olarak Slgiilebilen, kalsiyum
gibi mineralizasyon belirte¢lerinin miktarinin tespitinin ¢alismaya dahil edilmesi, inhibisyon
diizeyiyle ilgili daha kesin sonuglar almak i¢in yol gosterici olabilir. Buna ek olarak
mineralizasyonda 14. ve 21. giinlerde goriilen azalmanin normalden erken baslayan bir
mineralizasyon kaynakli olup olmadigin1 anlamak i¢in ¢alismanin ilerleyen etaplarinda Von
Kossa ve Alizarin Red boyamas: ilk olarak 14. giin yerine daha erken donemlerde yapilarak,
kemik grefti eklenmeyen ve eklenen kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok

hiicre gruplar1 arasindaki mineralizasyonun baglangi¢ asamasinin tespiti miimkiin olabilir.

MTS sonuglarina bakildiginda kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre
kiiltiirlerinin kemik grefti eklenen gruplarinda ilk 7 gilinde hiicre sayisinin arttigi 14. ve 21.
giinlerde hiicre sayisinda istatiksel olarak anlamli bulunmasada bir azalma oldugu goriildii.
Mezenkimal kok hiicre kiltlirlerinde 6zellesmenin basladigi ve mineralizasyonun arttigi

donemde hiicre proliferasyonun azalmasi ve hiicrelerin daha ¢ok 6zellesmeye yonlenmesi zaten
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beklenen bir gelismedir. Calismamizda kemik grefti eklenen mezenkimal kok hiicre
orneklerinde ayni giinlerde proliferasyonun azalmaya baslamasinin yanisira mineralizasyonun
da azaldigi, Von Kossa ve Alizarin Red boyamasi ile gosterildi. Bu iki verinin 1s18inda kemik
greftlerinin mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinin proliferasyon agsamasinda degil mineralizasyon
asamasinda bir inhibisyona yol actig1 diisiiniilebilir. Bu sebeple matriks mineralizasyonun geg
doneminde ortaya ¢ikan ve mineralize olmus doku hiicreleri tarafindan salgilanan osteokalsin
gibi  (45) Dbelirteglerin ortamdaki seviyelerinin Ol¢iilmesi mineralizasyon defektinin

gosterilmesinde yardimci olabilir.

Yine ¢alismanin ileri etaplarinda sclerostin ve DKK1 ‘in kemik grefti eklenen mezenkimal kok
hiicre grubundaki seviyeleri Olgiilerek, osteojenik aktivitedeki bu inhibisyonda etkili olup

olmadiklari, etkili iseler hangi donemlerde bu inhibisyona yol actiklar1 gosterilebilir.

Osteositler iizerinde mekanosensorler mevcuttur ve mekanik yiiklenme osteositlerin kemik
hemostazini diizenlemesinde tetikleyici rol oynar. In-vivo mekanik yiiklenmenin sclerostin
salimini azalttigi ve bu yolla kemik olusumunu arttirdigi gésterilmistir (68). Patel ve ark.lari
mekanik yiiklenmenin osteoblast dnciilleri iizerinde kemik yapimina olan etkisini gostermek
icin bu hiicreler ilizerine mekanik yiiklenmeyi saglayan diisiik giigte yliksek frekansli bir
mekanik yliklenme platformu kullanmis ve mekanik yiiklenmenin osteoblast dnciilleri tizerinde
kemik olusumunu arttirici etkisi oldugunu bildirmislerdir (69). Calismamizin ileri etaplarinda
kemik grefti eklenmis mezenkimal kok hiicre kiiltlirlerinde mekanik yiiklenme yaratarak bu
inhibisyonun kalkip kalkmadigina bakilabilir. Bu sayede kaynamama sebebiyle greftleme
yapilmis hastalarda bu inhibitor proteinlerin arttigi donemde ekstremiteye yiik verilerek, eger
var ise sclerostin ve DKKI1 aracili inhibisyonunun ortadan kaldirilmas: konusunda bize yol
gosterici olabilir. Ek olarak kemik grefti eklenmeyen mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinde bu
inhibitdr proteinlerin hangi donemlerde arttig1 gosterebilirse, primer kirik hastalarinda bu
inhibisyonu mekanik yiiklenmeyle kaldirmak i¢in, hangi zaman diliminde kirik ekstremitede
yiik kisitlamasi olmasi, hangi zaman diliminde yiikk verme konusu bize yol gosterici olabilir.
Klinik uygulamalar i¢in diisiiniilecek olursa osteoporozda rol oynadigi gosterilen bu inhibitor
proteinlerin inhibisyonuyla osteoporoz tedavisinde yeni ilaglarin gelistirilmesi miimkiin

olabilir.

Allogreftlerin osteojenik aktivite lizerindeki negatif etkilerini in-vitro olarak gosteren bu
calismamizin ileri etaplarinda ortamdaki muhtemel inhibitor faktorlerin arastirilmas: gerektigini

diistinliyor ve planliyoruz. Calismamizin eksik yonleri osteojenik aktivitenin saptanmasinda geg
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belirtegler olan olan osteokalsin, osteopontin ve osteonektinin, mezenkimal kok hiicre
kiiltiirtindeki seviyelerinin belirlenmemesi, mineralizasyon konusunda bize daha kantitatif
sonuglar verebilecek kalsiyum miktarinin tespit edilmemesi, kemik greftlerindeki alkalen
fosfataz diizeyinin Ol¢iilmemis olmasi, allogreftin inhibitér etkisinin mekanizmasini veya
ortamdaki muhtemel inhibitor faktorlerin neler olabilece§ini gdstermemesidir. Calismanin

eksiklikleri ileride tamamlanacaktir.

Giintimiizde kemik defektlerinin tedavisinde allogreftler halen yaygin olarak kullanilmaktadir.
Tim gosterilmis olumsuz komplikasyonlara ragmen, hi¢bir uygulama zamanlamasi
disiiniilmeden, her olguya standart olarak allogrefonaj planlanabilmektedir. Bizim
calismamizda ise allogreftlerin kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerle
inkiibasyonlar1 halinde kemik mineralizasyonunda inhibitdr etkileri oldugu in-vitro olarak
gosterildi. Bu  bilgiler 1s18inda  allogreft  kullanimin  zamanlamasinin  yeniden
degerlendirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayn1 zamanda allogreftin inhibitor etkilerinin tam
mekanizmasinin gosterilmesi icin, ortamda mevcut muhtemel inhibitor olabilecek proteinlerin

hangilerinin oldugunun ayr1 bir ¢alismayla arastirilmasi gerekmektedir.
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6-SONUC

Kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin taze dondurulmamis spongioz
allogreftlerle inkiibasyonu ile mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik aktivitesinde inhibisyon
goriilmistiir. Bu inhibisyon o6zellikle osteoblastik aktivitenin ge¢ doneminde goriilen
mineralizasyonda azalma ile kendini gdstermistir. Inhibisyon bir indirekt bir kalsiyum belirteci
olan Von Kossa boyamasi ve direkt kalsiyum belirteci olan Alizarin Red boyamasi ile

gosterildi.

Kemik 1iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kemik allogreftleri ile
inkiibasyonu sonrast gozlenenen osteoblastik aktivitedeki bu azalma Ozellesmenin, gec
doneminde hiicre sayisinda azalma ile de desteklenmistir. Kemik grefti eklenmeyen kemik iligi
ve adipoz doku kaynakli kok hiicre kiiltiirlerinin 6zellesmenin oldugu 14. giin disinda 21 giin
boyunca hiicre sayisinda bir artig goriiliirken, kemik grefti eklenen kemik iligi ve adipoz doku
kaynakli kok hiicre kiiltiirlerinde 14. giinden sonra hiicre sayisinda bir azalma goriildii.
Osteojenik farklilasmanin ge¢ doneminde goriilen hiicre sayisindaki bu azalma istatistiksel

anlamlilik gostermektedir.

Kemik allogrefti ile inkiibe edilen kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre
kiiltiirlerinde ilk 7 glinde hiicre sayisinda bir artig goriildii. Bu durum kemik allogreftlerinin,
kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerindeki osteojenik aktivite

inhibisyonunu 6zellesmenin erken degil ge¢c doneminde meydana getirdigini diisiindiirmektedir.

Osteojenik aktivitenin gruplar arasinda kiyaslamasinda, kemik greftlerindende kiiltlir ortamina
salinan alkalen fosfataz aktivitesi sebebiyle, alkalen fosfataz tek basina osteojenik aktivitenin

gostergesi olamaz.

Calismamizin sonucunda taze dondurulmus spongioz allogreftler ile kemik iligi ve adipoz
doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiirlerinde osteojenik aktivitede azalma tespit
ettik. Bu bulgular 1s18inda allogreft kullaniminin, kullanim zamanlamasinin yeniden
sorgulanmast gerektigini ve ayrica molekiiler diizeyde muhtemel inhibitér yolaklarin
arastirilmas1 gerektigini Ornek sayisindaki yetersizlik sebebiyle istatistiksel olarak anlamli
bulunmayan sonuclarin, daha yiiksek sayida 6rnek ile yapilacak ¢aligmalarla istatistiksel anlam

kazanabilecegini tespit ettik.
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Kemik iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin taze spongioz allogreftlerle
inkiibasyonu sonrasi osteoblastik aktivitede inhibisyon goriildii. Hiicre proliferasyonunu
gosteren MTS analizinde, 7. ve 21. gilinlerde hem kemik iligi hem adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin kemik grefti eklenen grubunda hiicre proliferasyonunda istatistiksel
anlam ifade eden azalma oldu (p<0.05). Iki grubun alkalen fosfataz diizeyi karsilatirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.05). Von Kossa ve Alizarin Red Boyamasinda
kemik grefti eklenen grupta mineralizasyonda azalma tespit edildi. Kemik grefti eklenmeyen
kemik iligi ve adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre gruplari, arasinda hiicre
proliferasyonunda 7. ve 21. giinlerde kemik iliginden kaynakli hiicrelerin sayisinda adipoz
doku kaynakli hiicrelere gore anlamli fark tespit edilmistir (p<<0.05). Bu iki grup arasinda
alkalen fosfataz  diizeyinde istatistiksel anlamli  fark tespit edilmedi.(p>0.05)
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