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OZET

Vural A. C, Kalvarial kemik defektlerinin BMP-2 transfeksiyonu yapilms
kemik stromal hiicre ve doku iskelesi ile onarim, Kirikkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Anabilim dali Uzmanhk Tezi,
Kirikkale, 2012

Kraniyofasiyal defektlerin tedavisi hem hasta hemde plastik cerrah agisindan
giinlimiizde onemli sorunlardan birisidir. Kalvaryal hasarlar konjenital olabilecegi
gibi travma ve neoplazi gibi pek cok edinsel faktorler neticesinde meydana gelebilir.
Gilintimiizde Otogreft ile kemik defektinin tedavi edilmesi, bu sorunun giderilmesi
icin altin standart olarak kabul edilir fakat her greftleme yonteminde oldugu gibi
otogreft yonteminde de c¢esitli komplikasyonlar karsimiza ¢ikmaktadir. Yara
enfeksiyonu, kanama, parestezi, bolgesel doku hasari, hareket etmede kisitlilik ve
verici kemikte kirik gibi erken komplikasyonlar ve verici kisimda kronik agri, hos
goriinmeyen yara izi ve parestezi goriilebilir. Glintimiizde doku kayiplarin1 onarmada
doku miihendisligi c¢esitli yapay iskeleler kurarak tedavide yeni stratejilerin
gelismesinde tibba yardimci olmaktadir. Bu projede doku miihendisliginin temel
yaklasimindan yola ¢ikarak yeni bir metotla, kalvaryal defekt olusturulmus hayvan
modellerinde, bu defektin sentetik gdzenekli doku uyumlu jelatin sponge iizerine
kemik stromal hiicrelerinin kemik morfojenik proteini olan BMP-2 sentezleyici
plasmid ile transfekte edilip genetik olarak modifiye edilerek hazirlanan doku
iskelesinin defektin onarimi iizerine olan etkilerini ortaya koymak amaglanmistir.
Yapilan caligmalarda BMP-2 ‘nin kemik defekti onariminda yeni kemik olusumunu
hizlandirdig1 gosterilmistir. Bu c¢alismada amacimiz kalvarial kemik defektlerinin
BMP-2 transfeksiyonu yapilmis kemik stromal hiicre ve doku iskelesi ile onariminin
etkilerini ortaya koymaktir. Scafold ve otogreft gruplarinda toplam 13 adet, diger
negatif kontrol, kemik stromal hiicre gruplarinda toplam 12 adet ve BMP-2
transfekte grubumuzda da toplam 14 adet olmak iizere negatif kontrol grubu dahil
toplam bes deney grubu olusturulmustur. Tiim deneklerde 6 mm’lik kranial defekt
olusturulduktan sonra gruba spesifik islem yapilip dordiincii haftada her bir gruptan 3
adet BMP-2 transfekte grubundan 6 adet olmak {izere ve kalan ratlarin hepsi 16.
Haftada sakrifiye edilip gerekli histolojik, biyokimyasal ve radyolojik incelemeye



tabii tutulmustur. Tiim sonuglar degerlendirildiginde BMP-2 transfekte edilen grup
otogreft kadar kemiklesme oran1 gdstermese de diger gruplar icerisinde en fazla yeni
kemik olusumu bu grupta saptanmistir. Calismanin sonuglarma goére yeni
kemiklesme oran1 ve ALP degerleri arasinda bir korelasyon goriilse de istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05). BMP-2 nin kemik iyilesmesi lizerine olumlu
etkileri oldugu histolojik ve radyolojik olarak gosterilmigtir. Kalvaryal defekt
hasarlarinda BMP-2 transfekte edilmis kemik stromal hiicre doku iskelesinin
etkilerini ayrintili olarak ortaya konmasi i¢in klinik ve deneysel baska caligmalarla

desteklenmesi gerekmektedir.
Anahtar Kelimeler: BMP-2, kemik stromal hiicre, rat kalvarya defektleri

Destekleyen Kurumlar: Kirikkale {iniversitesi BAP tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

Vural AC Reconstruction of rat calvarial critical size defect by transfected

BMP-2 bone stromal cells.

Craniofacial bone defects still one of the major problems for plastic surgeons.
Calvarial defects can be occured by congenital, travmatic and neoplastic reasons. The
gold standart of bone healing is to put autogrefts surgically by some acceptable
complications. Wound management problems, parasthesia, local tissue defects, donor
bone fractures are some of the autogreft problems after surgery. Tissue enginering
helps us alternative methods of tissue transport carier materials. Physicians got
positive feedbacks from tissue transport material studies.Bone morphogenetic
protein(BMP-2) delivered on an absorbable collagen sponge has been showed to
induce the healing critical size calvarial defects in rats. However bone healing could
be stimulated more favourable by transfection tecnology of tissue engineering. This
study was designed to evaluate the efficacy of BMP-2/absorbable collagen sponge by
transfected bone stromal cells. In our study critical size calvarial defects were made
in 39 Winstar Albino Rats. 5 groups were tested: No Scaffold (total 6 rats),
Absorbable Collagen Sponge(ACS total 6 rats), Autogreft (total 7 rats), ACS+Bone
Stromal Cell (total 6 rats), ACS+BMP-2 Transfected Bone Stromal Cell (total 14
rats). New bone formation was assessed radiographically by micro tomography and
mamography and histomorphologically at 4 and 16 weeks. Gen expression analysis
was made 7 and 14 days. Histologic and radiologic parameters demonstrated increase
bone formation in animals treated with transfected BMP-2 bone stromal cells
compared with other groups. Best bone formation is autogreft group. Histologic and
radiologic parameters demonstrated increase bone formation in animals treated with
transfected BMP-2 bone stromal cells compared with other groups. Transfection
procedure is helpful for bone healing via BMP-2 citokine. Further work is needed to
optimize treatment of critical size defects by BMP-2 transfected bone stromal cells.

Keywords: BMP-2 transfected bone stromal cells, Rat calvarial defect, BMP-2
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1. GIRIS

Kraniyofasiyal bolgedeki defektlerin tedavisi hem hasta hem de plastik cerrah
acisindan giiniimiizde énemli sorunlardan birisidir. Kraniyofasiyal bolgede yer alan
kemiklerin pek ¢ogu membrandz kemik grubundadir [1, 2]. Ozellikle cocuk yas
grubunda, split edilerek greft alinma giicliigiinden dolayr membrandz kemik kaynakli
otogreft kullanma sansi olduk¢a azalmaktadir [3-5]. Membran6z kemik grefti ile
rekonstriiksiyonlarda 6zellikle allogreflerde “greft rezorpsiyonu™na sik rastlanmakta
ve bu nedenle ¢ogu zaman uygulanan greftin kaderi tahmin edilememektedir.
Membrandéz kemik kaynakli otogreftelerin sinirli olmasi ve buna bagli yeterli
kemigin her zaman bulunamamasi, dondr alan morbiditesi yaratmasi, alinma gii¢ligi
gibi nedenler baska materyallerin kullanimini giindeme getirmistir [3, 5]. Kullanilan
allogreftlerle hastalik tasinmasi ve greftin alici ile uyum gii¢liigii olmasi gibi sorunlar
teknolojik gelismelere paralel olarak giderek azalmaktadir. Ancak allogreftlerin
mevecut kemik cati ile biitiinliik gostermeyip cevresinde fibroz doku olusturarak
sekestre olmalar1 veya tamamen rezorpsyiona ugramalari klinikte sik goriilmektedir.
Heniiz tam anlamiyla kemige spesifik doku uyumlu ideal doku iskeleleri, allogreftler
mevcut degildir.

Kalvarya canlilarda viicudun 6nemli bir pargasini teskil etmektedir [2]. Cok
cesitli ve genellikle ¢ift ve simetrik olan kemiklerden olusur [2, 6]. Kalvarya
kemiklerinin ¢ok farkli ozellikler tasidigi bilinmektedir [1]. Kalvaryal kemik
biyolojisi zayif bir kanlanma ve az miktarda olan kemik iligiyle dogrudan iliskilidir
[7]. Bu kemiklerin kanlanmasi da 6zel bir yap1 gosterir [2]. Kalvarium kemikleri
membrandzdiir ve epifiz alanlar1 yoktur [8]. Kranium 3-4 yaslarinda gelismenin
%80'ine erisir, 7-8 yaslarinda %100 olur. Daha sonraki yillarda sadece kalinliginda
artis meydana gelir [2]. Bu yiizden kraniyofasiyal defektlerin tedavisi hem hasta hem
de plastik cerrah agisindan giinlimiizde 6nemli sorunlardan birisidir.

Kalvaryal kayiplar konjenital olabilecegi gibi travma ve timor gibi pek g¢ok
edinsel faktorler neticesinde meydana gelebilir. Giiniimiizde her ne kadar kranial

defektlerin onarilmasi igin belirli prensipler ortaya konmussa da, kullanilacak



materyal ve teknik konusunda, heniiz belirli bir protokol saglanamamistir [9-11].
Giiniimiizde otogreft ile kemik defektinin tedavi edilmesi, bu sorunun giderilmesi
icin altin standart olarak kabul edilir, fakat her greftleme yonteminde oldugu gibi
otogreft yonteminde de g¢esitli komplikasyonlar karsimiza c¢ikmaktadir. Yara
enfeksiyonu, kanama, parestezi, bolgesel doku hasari, hareket etmede kisitlilik ve
verici kemikte kirik gibi erken komplikasyonlarin yaninda verici kisimda kronik
agri, hos goriinmeyen yara izi ve parestezi de goriilebilir [2, 12]. Bu yiizden son
yillarda doku miihendisligi teknikleri ile insan viicuduna biyolojik olarak uyumlu,
cesitli yapay iskelelerin gelistirilmesi ile otojen greftlerin yerine bu materyaller
yardimi ile kemik kayiplarinin canlinin kendisi tarafindan onarimi gibi tedavide
yeni stratejilerin gelismesi giindeme gelmistir [13, 14].

BMP-2 yaralanan kemik kaynakli morfogenetik proteindir. Mitojenik ve
donistiiriicti bir faktordiir. Mezansimal hiicrelerin kikirdak ve kemik hiicrelerine
farklilasmasina, ektopik kemik uyariminin artmasma neden oldugu ileri
striilmektedir [10, 15].

Yapilan ¢alismalarda BMP-2 ‘nin kemik defekti onariminda yeni kemik
olusumunu  hizlandirdigi  gosterilmistir.  Kalyvaryal — defektlerde  kemik
iyilesmesindeki hizlanmanin tedavi siirecine olumlu katkilarda bulunacagina
inanilmaktadir.

Plastik cerrahide kalvaryal defektlerin doku iskeleleri ile onarilmasi yoniinde
bir ¢ok timit veren yeni ¢alismalar yapilmaktadir [16, 17]. Kas iskelet sistemine ait
dokularin iyilesme potansiyelleri uzun yillardir arastiriimaktadir. Dogumdan 6nceki
gelisim siiregleri, dogumdan sonraki iskelet tamiri ve yenilenme kapasitesinin
hizlandirilmasi i¢in model olmustur [2].

Tip, biyolojik bilimler, malzeme ve miihendislik bilimlerince yapilan
aragtirmalardan elde edilen bilgi birikimi, iskelet doku miihendisligi olarak
adlandirilan transdisipliner bir yaklasimin ortaya c¢ikmasini saglamistir. Doku
miihendisligi; temel olarak yapay bazi malzemeler ve hiicresel bilesenlerden
yararlanarak, hasar gormiis dokunun yerine yenisini koymayi amaclar [14]. Bu
anlamda: yapay aglar (matriksler), in vitro kosullarda elde edilen hiicreler ve

sistemik veya yerel diizenleyici farmakolojik ajanlar bu alanin asal bilesenleridir.



Doku miihendisligi alaninda son yillarda yapilan ¢alismalarda, kok hiicreler
ve kemik iligi stroma hiicreleri 6nem kazanmistir [14]. Yiiksek ¢ogalma ve
farklilasma kapasitesine sahip bu hiicreler, embriyonik kok hiicreler ya da erigskinden
elde edilmis kok hiicreler olabilir. Embriyonik kok hiicreler, blastositin i¢ hiicre
kitlesinden elde edilir. Bugiine kadar farelerde, primatlarda ve insanlarda basariyla
elde edilmislerdir. Embriyonik kok hiicreler, ¢ok yiiksek cogalma ve farklilasma
kapasitesine  sahiptirler.  Yapilan  ¢esitli  c¢alismalarda  bu  hiicrelerin
kardiyomiyositlere, hematopoetik hiicrelere, endotel hiicrelerine, ndronlara,
kondrositlere, adipositlere ve osteoblastlara farklilasmalarinin  saglandigi
bildirilmistir[14]

Bu projede doku miihendisliginin temel yaklasimindan yola ¢ikarak Kritik
boyutta, kalvaryal kemik defekti olusturulmus hayvan modelleri kullanilmistir. Bu
defekt sentetik, gozenekli, doku uyumlu, jelatin sponge iizerine kemik morfojenik
proteini olan BMP-2 sentezleyici plazmid ile transfekte edilmis kemik stromal
hiicreleri genetik olarak modifiye edilmis hiicrelerin kemik defekti onarimi iizerine

etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik

Kemik, skar dokusu gelismeden doku rejenerasyonunun olmasi bakimindan,
benzersiz dinamik bir mekanizmadir. Kemik, degisen fonksiyonel ihtiyaglara ve
mekanik streslere adapte olup yapisini degistirebilen bir dokudur. Kemik dokusu
degisen vaskiiler, endokrin ve beslenme diizeylerine adapte olabilmektedir. Kemik
dokusunun bir oOzelligi de en sik transplante edilen doku olmasidir. Kemik
iyilesmesinin fizyolojisini bilmek cerraha uygulayacagi cerrahi teknigi se¢mede,
dondr sahanin tercihinde, uygulanacak kemigin hacminin belirlenmesinde ve kalici
giivenilir sonucu almada yardime1 olacaktir.

Kemik, embriyolojik olarak mezensimal hiicrelerden gelismektedir. Gelisme
esnasinda enkondral ya da membrandz kemiklesme yolu ile farklilasan bir dokudur.
Kalsiyum deposu olarak gorev yapan kemikler kaslar ile beraber iskelet sistemini
olusturup hareketi saglar, viicudu destekler, hayati bazi organlari c¢evreleyip
korumanin yani sira icerdigi kemik iligi sayesinde kan hiicrelerinin yapiminda da
gorev almaktadir. Kemik; bir ¢ati igerisinde biitliinlesmis bir¢cok hiicreden olusan,
metabolik ve biyolojik yonden dinamik bir dokudur. Bu 6zelligi dikkate alindiginda,
bliylime ve iyilesmesi ¢cok sayida biyokimyasal, biyomekanik, hiicresel, hormonal ve
patolojik olayin zincirleme reaksiyonu gibi diisiiniilebilir [18, 19].

Kemik dokusu periosteum ve endosteum adi verilen iki adet tabaka ile
cevrilidir. Periosteum, eklem yiizeyleri hari¢ tiim kemigi distan cevreleyen, kaba,
vaskiiler bir bag doku tabakasidir. Periosteumun kemige destek saglamada,
beslenmesinde, gelisiminde ve tamir olaylarinda onemli rolleri vardir. Yapisinda
temel olarak kollajen ve elastik lifler bulunur. “Sharpey lifleri” ad1 verilen kollajen
uzantilar ile kemige baglanmaktadir. Perikondriyum bol damar iceren, iki tabakali bir
zardir. Kalin dis tabaka “fibroz tabaka” olarak da adlandirilir ve diizensiz, yogun
konnektif dokudan olusur. Daha ince ve zayif i¢ tabaka ise “osteojenik tabaka”
olarak bilinir ve gevsek bag dokusunda olup, hiicreden zengindir. Tabakalarin her

birinin ayr1 fonksiyonlar1 vardir. Dis kat metabolizmada rol oynayan damarlar1 ve



lenfatikleri igerir. I¢c tabakanmn hiicreleri ise kemik hasarinda osteoblast haline
dontigerek yeni kemik olusumunu saglar. Kemik onarimina katilan bu hiicreler
normal kosullarda aktif degillerdir. ince bir retikiiler bag dokusu olan endosteum
tabakasi, kemik iligi kavitesini ve kompakt kemigin kanal sistemlerini ¢evreler.
Endosteum periosteuma nazaran daha incedir ve tek tabaka osteojenik hiicre igerir.
Bu tabakanin kemik doku yaninda, hematopoetik hiicreleri yapabilme 6zelligi de
vardir [18, 19].

Kemik dokusu yapim, yikim ve onarimda gorevli birgok hiicre tipinden
olusmaktadir [20].

Kemik organik matriksin yapimindan sorumlu olan hiicreler osteoblastlardir.
Bu hiicreler, kiibik ya da alcak prizmatik hiicrelerden yapilmistir Osteoblastlar,
matiir, metabolik yonden aktifdir. Iri niikleuslar1 olup sitoplazmalar1 koyu bazofilik
boyanir. Osteoblast hiicreleri ¢esitli proteinler salgilamaktadir. Bunlar arasinda tip |
kollajen, glikoproteinler, proteoglikanlar ve osteokalsin, osteonektin, osteopontin,
osteoprotegerin sayilabilir. Bunlarin yaninda kemik rejenerasyonunda 6nemli rol
aldiklar1 diistiniilen, BMP (bone morphogenic protein), TGF-B, IGF-I, IGF-II, IL-1,
PDGF gibi sinyal proteinlerini salgilar. Kemik yapim aktivitesi sonlanmaya
basladiginda, osteoblastlarin bir kismi olusturduklart matriks i¢inde hapsolarak
osteositlere doniisiirken, diger kismi periost ve endosteal ortiicii yiizey hiicrelerine
dontigiirler [21-23].

Osteoklastlar hormonal ve hiicresel mekanizmalarin kontroliinde, kemik
rezorpsiyonu yapan hiicrelerdir. Icerdikleri kollajenaz ile diger proteolitik enzimleri
salgilayarak, kemigin inorganik ve organik matriksi ile kalsifiye Kkartilaji
c¢ozmektedirler. Bu siire¢ sonunda “Howship Lakiinalar1” olarak adlandirilan kemik
yiizeyi erozif alanlari olusur. Osteoklastlar, kemik iliginde yer alan graniilositik
makrofaj onciilerinden kdken alan monositlerin fiizyonuyla olusur. Interlokin—1, -3, -
6 ve -11, TNF-o ve TGF-o’nin osteoklast olusumunu etkileyen faktorler oldugu
diistiniilmektedir. Osteoklastlar, parathormon, kalsitonin ve osteoblast stimule edici
faktor gibi cesitli hormonlara duyarlidirlar. Ornegin paratiroid hormonu hiicrede
RNA sentezini arttirmada etkili olurken, kalsitonun hormonu bunun tersi etki
yapmaktadir. Kemik yikimi, kemigin sekillenmesinde onemli rol oynar. Bu olay

osteoklast ve osteoblastlarin uyumlu ¢alismasi neticesinde gerceklesmektedir [20].



Osteositler kemik matriks igerisinde lakiin olarak adlandirilan kiigiik
bosluklarda yerlesmis olgun osteoblastlardir. Her bir osteositten ¢ikan sitoplazmik
uzantilar diger osteositlere uzanarak bir ag olustururlar. Lakiinlerde bulunan
kanalikiiller yardimiyla da kan damarlarina ve diger lakiinlere baglanirlar. Lokal
cevre faktorlerinden etkilenirler ve kemige etki eden kuvvetler karsisinda siklik
adenosin monofosfat (cAMP), osteokalsin ve IGF salgilarlar. Bu faktorlerin
salgilanmasini takiben, Onciil osteoblastlarin sayisi artarak kemikte remodeling ve
kemik apozisyonu goriiliir. Ayrica osteositler ekstraselliiler kalsiyum ve fosfor
konsantrasyonun diizenlenmesinde de 6nemli rol alirlar [20].

Osteoprogenitor hiicreler mitozla c¢ogalabilen, mezensimden kaynaklanan,
kemik yapict Oncii hiicreler olup, osteoblastlara veya diisilk oksijen
konsantrasyonunda kondrojenik hiicrelere farklilasabilirler. Kemik biiylimesinde ve
kirik tamirinde aktif hale gelerek boliiniip, osteoblast hiicrelerine dondsiirler.
Genellikle soluk boyanan niikleuslu, asidofilik sitoplazmali hiicreler olup, periostun

derin tabakasinda, Havers kanallarinda ve endosteumda bulunurlar [20].

2.2. Kalvaryal Defekt

Kalvaryum; frontal, parietal kemiklerin tlimiiniin, oksipital ve temporal
kemigin kiiciik bir kesiminin olusturdugu, beyin dokusunu ¢evreleyen yapidir. i¢ ve
dis tabula olmak iizere iki kortikal tabaka ve bunlarin arasinda yer alan kemik iligi
(diploe) araligindan olusur [2, 6, 12].

Kalvaryal defektler cesitli anomaliler ile beraber dogumsal olabilecegi gibi,
travma ve timoOr gibi bir ¢ok sebeple hayatin ilerlemis yillarinda da karsimiza
cikabilir. Kalvarium kemikleri membrandzdiir ve epifiz alanlart yoktur [2, 12]. Bu
durum kemik iyilesmesi i¢in iyi bir ozelliktir. Kranium 3-4 yaslarinda gelismenin
%80'nine erigir, 7-8 yaglarinda %100 olur [6]. Daha sonraki yillarda sadece
kalinliginda artis meydana gelir. Bu yiizden kraniyofasiyal defektlerin tedavisi hem
hasta hem de plastik cerrah acgisindan giiniimiizde onemli sorunlardan birisidir.
Iskelet sisteminin diger kemiklerinde oldugu gibi kalvaryal kemiklerde de siirekli bir
dongili siireci yasanmaktadir [2]. Kalvaryal defektlerin onariminin daha iyi

anlasilmasi icin kemik yapinin 6zellikleri ve iyilesmesine deginmek gerekir.



2.3. Kemik Yapisal Elemanlar:

Kemik morfolojik olarak nonlameller, kortikal ve kanselloz kemik olarak iige
ayrilir.

Nonlameller  kemik embriyonik donemde, kirik iyilesmesinde,
hiperparatiroidizm ve Paget hastalig1 gibi patololojik siireclerde vardir. Gelisigiizel
dizili kollajen lifler ve osteoblastlar ile doseli diizensiz vaskiiler bosluklardan olusur.
Daha sonra yeniden yapilanma ile kortikal veya kansell6z kemige doniisiir.

Kortikal kemik, kompakt veya lameller kemik olarak da adlandirilir.
Nonlameller kemikten yeniden yapilanma sonucu olusur. Yasst kemiklerin i¢ ve dig
tabakalarini, uzun kemiklerin dis yiiziinii olusturur. Kortikal kemigin ana yapisi
“Havers sistemi” olarak da adlandirilan osteondur. Osteon uzunlamasina dizili
vaskiiler kanallar1 (Havers kanallar1) saran silindirik sekilli vaskiiler kemikten olusur.
Horizontal dizilimli kanallar (Volkman kanallar1) komsu osteonlar1 birlestirir [24].
Volkman kanallar1 sayesinde, Havers kanallar1 kemik iligi ve periosteumla baglanti
kurar. Sert bir matrikse sahip olan kemik dokusunda diffiizyon olanagi olmadigindan
kanal ve kanalikiillerle kemigin digsindan i¢ine kadar iliski kurulur ve bu sekilde
metabolizma i¢in gerekli maddeler damar ve kanalikiillerle hiicrelere kadar ulasir.
Kortikal kemigin mekanik giicli osteonlarin sik1 dizilimine baglidir [20].

Kanselloz kemik (trabekiiler kemik) kortikal kemik yiizleri arasinda,
balpetegi goriiniimlii, bosluklarinda hematopoetik elemanlar iceren, 1 mm
kalinliginda trabekiillerden olusur. Kortikal kemige gore daha gevsek yapida
olmasina ragmen, 6zellikle femur basinda ve vertebralarda trabekiillerin kortekse dik
yerlesimli dizilimi sayesinde dis yiiklenmeye yapisal karsi koyma giici olusur.
Kanselloz kemik i¢ endostal yiizeyde siirekli yeniden yapilanma olusturur.

Kemik matriksi; organik ve inorganik elemanlardan olusur. Kemigin
organizmadaki gerekli islevlerini tam olarak yerine getirebilmesi ancak dokudaki
organik ve inorganik matriks elemanlarinin uyumlu birlikteligine baglidir. Kemik
agirhiginin yaklasik %20’si sudur. Hacminin ise ¢ogunu kollajen olustururken, kuru
kemik agirliginin %60-70’ini inorganik kalsiyum fosfat, %30-35’ini ise organik
fibroz protein ve kollajen olusturur. Kemik iligine kiyasla, kemikteki hiicre sayisi

daha azdir [24].



Kemik organik matriksi osteoid adi verilen, osteoblastlar tarafindan
salgilanan mineralize olmamis organik yapidan olusur. %90’ tip I kollajen;
%10’unu ise nonkollajendz proteinler (glikoproteinler, proteoglikanlar), peptitler,
karbohidratlar ve lipidler meydana getirir. Nonkollajen6z proteinlerin biiyiime
faktorlerinin saliniminda, hiicrelerin organik matrikse tutunmalarinda ve organik
matriksin kalsifikasyonunda gorevli olduklar1 diisiiniilmektedir. Gelismis bir kemik
dokuda lifler paralel ve porlar birakacak sekilde dizilmis olup, aralarinda
hidroksiapatit kristalleri yerlesiktir [20].

Kemik inorganik elemanlarinin basinda kalsiyum, fosfat, sitrat, magnezyum,
sodyum gibi maddeler gelir. Ayrica viicuttaki kalsiyumun %99°u, fosforun %85°1,
magnezyum ve sodyumun %40-60’1 iskelet sistemindedir. Kalsiyum ve fosfat
hidroksiapatit kristalleri seklindedir ve kemik kollajenlerinin yaninda amorf madde
ile birlikte igige organize olmuslardir. Hidroksiapatit kristallerinin kemikteki dnemi,
osteoid mineralizasyonu sayesinde, kollajenlerle beraber kemik sertligini ve
dayanikliligini saglamasidir [24].

Kemigin ii¢ temel 68esi olan kollajen, mineraller ve hiicreler duragan olmayip
stirekli olarak yenilenirler. Bu yenilenme kemik ftizerine etki eden kuvvetlerle
baglantili olup, basing altindaki kemikte rezorpsiyon, gerilim kuvvetleri altinda ise
apozisyon goriiliir. Olen hiicrelerin yerine yenisi gecerken, kollajen ve mineraller
devamli olarak rezorbe edilip, yeniden olusturulur [24]. “Remodelling” ad1 verilen,
rezorbsiyon ve depozisyon islemleri arasindaki denge sayesinde kemigin sekli ve
hacmi neredeyse degismeden kalir. Rezorpsiyon depozisyon kadar hizli devam
edemediginde kemigin kirilganlhig1 artar (Paget hastaligi). Yeniden yapilanmadaki
(remodelling) dengenin rezorbsiyon lehine bozulmasinda ise osteoporoz ortaya ¢ikar
[20].

Kemik metabolizmas1 hormonlar ve lokal faktorlerin kontrolii altindadir.
Bunlardan en 6nemlileri; parathormon, kalsitonin ve vitamin D’dir. Osteoblastlar
kalsiyum reseptorleri igceren yegane kemik hiicreleridir. Bu sebeple osteoblastlar
paratiroid hormon etkisindedirler. Parathormon kalsiyumun, kemikte kalsiyum igeren
bosluklara gecisini artirarak ekstraselliiler kalsiyum seviyesini diizenler. Vitamin D
ise intestinal ve renal kalsiyum baglayic1 proteinleri uyararak aktif kalsiyum

transportunu kolaylastirir. Kalsitonin de plazma kalsiyum seviyesinde akut artisa



cevap olarak tiroid bezinin parafolikiiler hiicrelerinden salinir ve kalsiyuma bagh

hiicresel metabolik aktiviteyi inhibe eder [20, 24].

2.4. Kemigin Gelisim Siireci

Kemikte gelisim ve biiyiime dinamik bir slire¢ olup embriyonik hayatta
baslayip eriskin caga kadar devam eder. Organizma yaslandik¢a denge iginde olan
kemik yapim ve yikim siireci yikim lehine dogru yol alr. Iki tiir kemiklesme
bulunmaktadir Bunlardan intramembranéz kemiklesme bag dokusu, enkondral
kemiklesme ise kikirdak dokunun katilimiyla olusmaktadir. Kemiklesme hangi tiirde
olursa olsun, ilk olusan kemik dokusu birincil kemik olarak adlandirilan
olgunlasmamis kemiktir. Olusan bu birincil kemik kalici olmayip yerini olgun
lamelli kemik dokuya birakmaktadir [24].

Mezengsimal bag dokusundan direkt olarak kemik sekillenmesine
intramembrandz kemiklesme olarak adlandirilmaktadir. Organizmada kafatasi,
sternum, pelvis gibi yass1 kemiklerde, yiiz kemiklerinde, mandibulanin processus
coronoideus ve simfisis disindaki bolgelerinde, kisa ve uzun kemiklerin kompakt
kisimlarinda goriiliirt.  Mezensim hiicreleri 6nce hizli bolinme gosterir ve
osteoprogenitdr hiicreye farklilasirlar, daha sonra da osteoblastlara dontiserek kemik
matriksini sekillendirirler. Bu dokuda bol kilcal damar gozlenir. Bu damarlar osteoid
dokuya kalsiyum ve fosfor iyonlarim tasir. Iyonlar, osteoblastlarin salgiladigi alkalen
fosfataz aracilifiyla kalsiyum fosfat molekiillerine doniiserek kalsifikasyonu
saglarlar. Olusan dokuya kemik trabekiilleri denir. Trabekiiller i¢inde kalan
osteoblastlar aktivitesi azalmis osteositlere doniisiir. Sekillenen trabekiillerin
ylizeyine osteoprogenitdr hiicrelerden farklilasan osteoblastlar tek sira halinde
dizilirler ve kemik lamelleri yaparlar. Bu olayin ardi ardina tekrarlanmasi sonucu
birincil kemik trabekiillerinin yiizeylerinde ve kenarlarinda lamelli ikincil kemik
yapisinda katmanlar meydana gelir ve trabekiiller kalinlasip uzarlar. Bu sirada
osteoklastlar kemikleri i¢ ylizlerinden rezorbe ederken, osteoblastlar da bir taraftan
yeni kemik lamelleri eklerler. Boylece birincil kemik dokusu igeren trabekiiller
tamamen ortadan kalkar, geriye sadece ikincil kemik yapisindaki trabekiiller kalir.

Komsu trabekiiller birbirleriyle kaynasarak spongiyoz kemigi sekillendirirler. Bu



kemiklerin i¢ ve dis ylizlerinde yine intramembrandz yolla bir miktar kompakt kemik
eklenir ve kemiklesme sona erer. Trabekiillerin aralarinda kalan mezengim
dokusundan da kemik iligi sekillenir [24].

Uzun ve kisa kemiklerde goriilen kemiklesme ise enkonral kemiklesme olarak
adlandirilir. Kemiklesme hiyalin kikirdaktan ufak bir modelle baslayip, kemik
dokusu olusumuyla sonlanir. Modelin diyafiz kikirdagini 6rten perikondriyumun ig
katinda bulunan mezensim hiicreleri osteoprogenitor hiicrelere, onlar da
osteoblastlara farklanir. Osteoblastlar st iiste yerlesen kemik lamellerini yapar.
Boylece yeni kemigin periosteumu ile kikirdak dokusu arasinda silindir bigimde bir
kemik manget ortaya ¢ikar. Kemik manset, kondrositlerin beslenmesine engel olur.
Olusan iskemi, kondrositlerde 6nce hipertrofiye, ardindan diyafizin orta kismindan
baglayarak yikima ugrar, 6lmelerine neden olur [25, 26]. Kikirdak modelin ortasinda
birbiriyle devamli bos kaviteler olusur (kemik iligi kavitesi). Periosteumdaki
osteoklastlar kemik manseti yer yer delerek foramen nutrisyumlar1 agarlar.
Periosteumdaki kan damarlari bu deliklerden girerek, osteoprogenitor ve
hematopoetik hiicreleri tagirlar. Damarlarla gelen kalsiyum ve fosfor iyonlari, alkalen
fosfataz araciligiyla birleserek kikirdak matrikse ¢oker ve boylece diyafizde bir
kemiklesme merkezi ortaya ¢ikar. Diyafizde sekillenen bosluklara kan damarlari ile
gelen mezensim hiicrelerinden farklilasan osteoblastlar, kalsifiye kikirdak matriksi
tizerine tek sira dizilerek kemik dokusu yapmaya baglarlar. Boylece ortalar: kalsifiye
kikirdak, yiizeyleri ise kemik dokusundan meydana gelen kemik trabekiilleri ortaya
cikar. Kemik trabekiilleri ile kan damarlarimin aralarinda kalan bosluklarda kemik
ilig1 sekillenir. Bu arada kikirdak modelin epifizleri ile diyafizi arasinda kondrositler
mitoz ile c¢ogalarak alt alta dizilen gruplar yaparlar. Boylece modelin boyu da
devamli olarak uzar. Kemik manget de kalinlasip, epifizlere dogru uzanir ve
kondrositlerin bulundugu bélgeyi distan sarar. Kemiklesme merkezinde oldugu gibi
once kikirdak matriks, ardindan da ilk sekillenenlerin devami halinde kemik
trabekdilleri olusur. Enkondral kemiklesme epifizlere yaklasinca, epifizlerin iclerinde
ikincil kemiklesme merkezleri belirir. Eski ve yeni kemiklesme bolgeleri arasinda
sadece kikirdak bir disk kalir ki buna epifiz plagi denir. Kemiklesme sona erinceye
kadar epifiz plaklarindaki kikirdak hiicreleri diyafiz yoniine dogru boliiniip ¢ogalarak
devamli kikirdak dokusu yapar, bu kikirdak da devamli olarak yerini kemik
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dokusuna birakir. Boylelikle kemikler belli bir yasa kadar uzamaya devam eder. En

sonunda epifiz plaklari da kemiklesir ve kemik biiyiime sonlanir [24].

2.5. Kemik Iyilesmesi

Viicutta meydana gelen yaralanma esnasindaki tamir esaslart kemik
iyilesmesinde de gegerli olmakla beraber kemik dokusunun en 6nemli farki diger
dokularda iyilesme esnasinda meydana gelen fibroz skar dokusunun bu alanda
olusmamasidir [26]. Bu sayede kemik yaralanmasinda uygun kosullar altinda hasarli
kemik dokusu organizma tarafindan tekrar yerine skar dokusu olmaksizin
konabilmektedir [25, 27].

Yara iyilesmesindeki genel prensipler ve evreler kemik dokusunun
iyilesmesinde de gegerlidir [28]. Genel olarak 3 evrede incelenir: erken inflamatuar
dénem, onarim doénemi, yeniden yapilanma donemi (remodeling) [25]. Evreleri
birbirinden zaman olarak kesin smnirlarla ayirmak giictiir ve her evre daima
kendinden bir 6nceki veya bir sonraki evre i¢cinde bulunur [26-28].

Inflamatuar fazda once, kirik bolgesinde yaralanan damarlardan kanama,
pihtilasmayr saglamak i¢in trombositlerin toplanmasiyla molekiiler aracilarin
yaralanma bdlgesine salinmasi ve bunun sonucu olarak pihtilasma ile kirik uglar
arasinda, periost altinda ve periost yirtilmigsa bunun etrafinda hematom olusur.
Hematom ikincil kirik iyilesmesinde 6nemli rol oynar [28]. Yarattigi basingla kirik
uclarint bir arada tutar, ortamindaki trombositler ile diger hiicrelerden salinan
biiyiime faktorii ve proteinler ile hiicre gogiinii, periosteal hiicre ¢ogalmasini ve
onarim dokusu matriksinin sentezini baglatir. A¢ik kiriklarda hematom bosalmasina
bagli kemik iyilesmesinde gecikme gozlenir [27].

Erken donemde olusan vazokonstriiksiyonu, vazodilatasyon takip eder ve
salinan prostoglandinlerin de yardimiyla bdlgeye akut yangi hiicreleri (nétrofiller,
monositler, lenfositler) goc eder. Kirik uglarinda bozulan dolagima bagl, kemik
dokuda daha genis olmak iizere nekroz bdlgesi olusur [26]. Ortama gelen nétrofiller
ve makrofajlar hasarli dokuyu ortadan kaldirirlar. Kirik bolgesindeki hematom 48

saat icinde organize olup fibrinden bir yap1 olusturur. Noétrofiller ve makrofajlarin
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yardimi ile fibrin matriks olusur. Fibrin matriks i¢indeki Oncii hiicreler, lokal
biyolojik etkilerle degisik dokulari olusturmak igin farklanmaya hazirdir [26, 27].
Onarim evresi, kirik olusumundan sonraki saatlerde baslasa da yapisal olarak
tipik hale gelmesi 7-12 giin siirer. Bu evrede lokal aracili mekanizmalarla
hassaslasan Oncii hiicreler, yeni damar, fibroblast, hiicreler arasi madde, destek
hiicreleri ve diger hiicreleri olusturmak iizere farklanmaya ve diizenlenmeye baslar.
Bunlar graniilasyon dokusundan, periosteumun osteojenik tabakasi ve endosteumdan
koken alan pluripotent hiicrelerdir. Bu asamada kimyasal, elektriksel ve mekanik
uyarilar s6z konusudur [28]. Prostoglandinlerin etkisi ile yeni osteoklast olusumu ve
mevcut osteoklast aktivitesinde artig olurken; fibroblastlar kollajen, kondroblastlar
kollajen ve glikozaminoglikan, osteoblastlar ise osteoidi salgilarlar. Fibroblastlar,
vaskiiler olusuma yardim etmek {izere stromaya yerlesmeye baslar. Vaskiiler olusum
arttikca, kollajen matriks belirginlesir. lyilesen kemigin gerilmeye kars1 dayaniklilig,
icerdigi kollajen kapsamiyla yakin iligkilidir [28]. Bu esnada osteoid sekresyonu ve
takiben mineralizasyon olur. Kirik hatt1 bolgesi ve ¢evresinde yumusak kallus olusur.
[lk 4-6 haftalik siire icinde olusan bu kallusun harekete karsi direnci diisiiktiir. Bu
nedenle tespitin saglam olmasi dnemlidir [26]. Kirik iyilesmesinin ilk donemlerinde
periosteal damarlar, ge¢c donemdeyse besleyici (nutrisyen) damarlar, kilcal damar
tomurcuklanmasina yardimer olur. Sonugta kallus ossifiye olur ve kirik yiizleri
arasinda nonlameller kemik kopriisii olusturur. Eger uygun immobilizasyon
yapilmazsa kallus ossifikasyonu yeterince olusamaz, instabil fibréz birlesme
gelisebilir. Periosteumun hasar gérmesi ya da ortamdan uzaklastirilmasi kirik
iyilesmesini yavaglatir [28]. Kemik iyilesmesi en uzun faz olan ve yillarca siirebilen
yeniden yapilanma evresi ile sonlanir. Bu fazda kemik orijinal gii¢, sekil ve yapisin
kazanir. Aksiyal yliklenme ile giicli ama diizensiz sert kallusun, normal veya
normale yakin gilicteki daha diizenli lameller kemige doniisiimii gerceklesir. Wolf
kanuna gore kemigin islevsel durumundaki degisiklik, dokuda yapisal degisikliklere
yol agmaktadir. Bu kanun giiniimiizde de kemigin yeniden sekillenmesinde temel bir
kural olarak kabul edilmektedir. Mekanik strese maruz kalan kemigin konveks yiizii
pozitif, konkav yiizii ise negatif elektrikle yiiklendiginden, osteoklastik aktivitenin

egemen oldugu konveks ylizde geri emilim ve osteoblastik aktivitenin hakim oldugu
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konkav yiizde ise yeni kemik yapimi olmaktadir. Yani, “kirigin konkav tarafinda
kemiklesme, konveks tarafinda geri emilim” olur [27, 28].

Kemik iyilesmesini etkileyen faktorler yerel ve genel faktorler olarak
incelenir [26]. Yerel faktorler; yiiksek enerjili travma, kirik uglarinin ucuca
gelmemesi, yetersiz immobilizasyon ve kanlanma, eslik eden yumusak doku
yaralanmasi, enfeksiyon ile kanser gibi yerel patolojiler ve denervasyon olarak
sayilabilir. Genel faktorler i¢inde ise ileri yas, sigara, sistemik hastaliklar ve
enfeksiyonlar, beslenme bozukluklari, hormonal bozukluklar, vitamin eksiklikleri (A,
C, D, B6, K), baz1 ilaglar (nonsteroid antiinflamatuar ilaglar, steroid, sitotoksik

ilaglar) ve radyoterapi sayilabilir [25-28].

2.6. Kemik Kayiplarinda Kullanilan Greftler

Organizmada meydana gelen biiyiik doku kayiplarini onarmak giliniimiizde
halen cerrahinin 6nemli sorunlarindan birini teskil etmektedir. Travma, konjenital
anomali veya rekonstriiksiyon sonrasi doku ihtiyact gibi bir ¢ok nedenden dolayi
doku kayiplart meydana gelmekte ve onariminda kemik greftleri veya yerini
tutabilecek ¢esitli maddeler halen arastirilip gelistirilmektedir [29, 30]. Kemik
dokusu kayiplarinin tedavisinde halen en sik kemik greftleri kullanilmaktadir [31].

Kemik grefti olarak otogreftler ve allogreftler kullanilir. Kemik yerine
gecebilecek maddeler arasinda ise seramikler, demineralize kemik matriksi, BMP
(kemik morfojenik protein), otolog kemik iligi, biiylime faktorleri ve kompozit
greftler tercih edilebilir [30, 32].

Kemik doku miihendisliginin temeli, kemigin istenen anatomik bolgesinde
kemik iyilesmesini saglamaktir. Klinik basari, olusan kemigin yeniden sekillenme
sonucu ¢evre kemik dokusu ile yapisal olarak biitiinlesmesi (integration) ve olusan
kemigin fonksiyon gormek icin yeterli mekanik dayanikliliga sahip olmasi ile

belirlenir [31, 33].

Yeni kemik dokusu ortaya c¢ikabilmesi i¢in Oncelikle kemigi meydana
getirebilecek yeterli sayida "osteojenik progenitor hiicreler" ortamda bulunmalidir.

Kullanilan greft materyalleri alict kemik yiizeyine tutunma (0Steointegrasyon), yeni
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kemik olusumu (osteogenezis), yiizeyinde yeni kemik olusumunu destekleyebilen
(osteokondiiktif) veya pliiripotent hiicrelerinin ¢evre dokuda osteoblastik fenotipe
donmelerini uyarabilen (osteoindiiktif) Ozelliklerin birine veya birden fazlasina
sahiptirler[31]. Bu oOzelliklerin bazilar1 sentetik materyallerde ve saflastirilmis
biiyiime faktorlerinde de bulunmaktadir. Bu da doku miihendisligini, mevcut
maddelerin kombinasyonlar1 veya yeni materyaller ile kirik iyilesmesi i¢in en uygun
ortamin ve greftleme metotlariin gelistirilmesi yoluna itmistir. Bu sayede greftleme
tekniklerinin maliyetinin azaltilmas1 ve tedavide yeniliklerin elde edilmesi
amaclanmaktadir [32-34].

Ayni bireyin bir yerinden basgka bir yerine nakledilen grefte otogreft denir.
Otolog ya da otojen greft olarak da isimlendirilebilir. Tek yumurta ikizleri arasinda
yapilan doku transferlerinde, transfer edilen doku ise izogreft olarak adlandirilir.
Allogreft ya da allojenik greft ayni tiirden fakat genetik olarak farkli iki birey
arasinda yapilan doku transferidir. Xenogreft ise, bir tiirden farkli bir tiire yapilan
doku naklidir [33].

Otolog greftler; kanselloz, kortikal, damarli (vaskiilarize) kortikal ve kemik
iligi olarak kullanilabilir. Otogreftlerin farkli derecelerde osteojenik, osteokondiiktif
ve osteoindiiktif 6zellikleri mevcuttur [31].

Otolog kanselloz kemik greftleri halen spinal fiizyon, kemik kayiplarinin
doldurulmasi ve kirik tedavisinde kemik iyilesmesini saglayan en etkili greft
materyali olarak bilinir [31]. Otojen kansell6z kemik i¢inde osteojenik kemik ve
kemik ilig1 hiicreleri, osteokondiiktif kollajen ve mineral matriksi, matriks proteinleri
ve osteoindiiktif matriks proteinleri nakledilir. Otojen kemik grefti uygulamalar
sirasinda karsilagilan problemler nedeniyle alternatif greft materyalleri gelistirilmeye
calistlmaktadir. Kemik greftinin yerini tutabilecek ideal ajan; biyo-uyumlu, biyo-
¢Oziinlir, osteokondiiktif, osteoindiiktif, yapisal olarak kemige benzer, kolay
kullanilabilir ve ekonomik olmalidir [33, 34].

Kortikal kemik greftleri, otojen kanselloz kemik greftlerine gore biyolojik
uyum olarak daha az basarilidir. Kortikal kemigin porozitesinin az olmasi nedeniyle
damarsal yapilarin greftin icine dogru ilerlemesi zor ve yavastir. Kortikal kemik,

trabekiiler kemige gére daha az sayida osteoblastik progenitor hiicre igerir. Kortikal
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kemikteki hiicreler, oksijen diflizyonu ve besin aktariminin az olmasi nedeniyle
nakledilmeye daha az direnglidir [33, 35].

Herhangi bir kemik grefti cerrahi olarak yerlestirildiginde, kirik kaynamasina
benzer sira ile; kanama, inflamasyon, dokunun revaskiilarizasyonu ve greftin lokal
doku ile yer degistirmesi ve yeniden yapilanmasi (remodelasyonu) asamalarindan
gecer. Basarili bir greft inkorporasyonu; nakledilen dokunun orijinal doku kadar iyi
islev gérmesi yani; mekanik biitiinliiliiglinii ve fonksiyonunu greft inkorporasyonu
sirasinda ve sonrasinda korumasi anlamina gelir [35].

Kemik iligi tek basina osteojenik greft olarak kullanilabilir. Aspirasyon
sonrasi elde edilen kemik iligi; sitokinler, diger kemik iligi kokenli hiicreler gibi
osteoblastik progenitorler ve hizli revaskiilarize olan emilebilir biyolojik fibrin
matriks igerir.

Allogreftler; poroz yapilari iginde progenitor hiicrelerin ve endotelyal
hiicrelerin tutundugu bir¢ok gozenikli alanlar igerirler. Ayn1 zamanda, osteoklastlar
tarafindan rezorbe edildiklerinde serbest kalan kemik matriks iginde biiyiime
faktorleri de igerirler. Allogreft kemikte, osteoindiiktif 6zellik tasiyan az miktarda
kemik morfojenik proteini de bulunur. Demineralizasyon, allogreft kemik
matriksindeki biiytime faktorlerinin biyo-yararlanimini arttirir [33-35].

Demineralize kemik matriksi (DKM), osteokondiiktif ve farkli derecelerde
osteoindiiktif bir materyal olarak kemik kayiplarini ve bosluklari doldurmak igin
kullanilir. DKM hizli bir sekilde yeniden damarlanir ve ayn1 zamanda otolog kemik
iligi i¢in 1yi bir tasiyicidir.

Kemik morfojenik proteinleri, diisiik molekiil agirlikli kollajen olmayan
glikoproteinlerdir. Bu protein ailesi ¢ok sayida biiyltime ve farklilagsma faktorii iceren
bir grup olan TGF-B (transforme edici biiyiime faktorii-B) grubuna dahil olan dimerik
molekiillerden olusmaktadir. BMP adi ile anilan BMP-2'den BMP-8'e kadar yedi
liyesi olmasina ragmen osteojenik proteinler, kikirdak kaynakli morfojenik proteinler
ya da bliylime ve farklilasma faktorleri gibi gesitli isimlerle anilan otuzdan fazla
molekiil bu aile i¢inde yer almaktadir ve hepsi birlikte TGF-B grubunun ii¢te birinden
fazlasi olustururlar. Kemik morfojenik proteinleri, tiim kemik proteinlerinin agirlik

olarak %0,1'ini olustururlar [33, 34].
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DKM, kemik morfojenik proteinlerinin  karistmindan  olusur  ve
immiinojeniktir. Ancak saf BMP, immiinojenik ve tiirlere 0zgli degildir.
Rekombinant gen teknolojisi ile kemik morfojenik proteinleri ayr1 ayri iiretilmistir.
Klinik kullanimda ise BMP karisimlart saflastirilmis kemik ekstrelerinden elde
edilmektedir. Calisilmakta olan rekombinant BMP'ler; rh-OP-1(osteojenik protein 1),
rh-BMP-2 ve rh-BMP-7'dir.

Kemigin ekstraselliiler matriksinden elde edilen biiyliime faktorlerinin (DKM,
BMP) yaninda, kan dolasiminda bulunan diger biiyiime faktorleri de kirik
iyilesmesinde etkilidir. TGF-B, kemik biyolojisinde en ¢ok calisilan biiylime
faktortidiir. BMP'leri olusturan molekiil ailesinin tiimiinii kapsar. Trombosit kaynakli
bliylime faktoriiniin (PDGF), tavsan tibialarinda yapilan osteotomilerde kirik ?
lyilesmesini uyardig1 gosterilmistir. Otolog biiylime faktorleri, cerrahi sirasinda "cell
saver" cihazi yardimiyla toplanan kan pihtisindan santrifiij sonucu elde edilirler. Bu
madde oOzellikle TGF-B ve PDGF'den zengindir. Diger kirik iyilesmesine etkili
faktorlerden temel fibroblast biiyiime faktoriiniin de (bFGF) klinikte kullanimi
bulunmaktadir [33, 36].

Gen tedavisi ile ex vivo veya in vivo olarak niikleik asit materyallerinin
(DNA veya RNA) hiicre igine transferi miimkiin olmaktadir. Konjenital veya edinsel
hastaliklarin tedavisinde gen tedavisi arayislar siirmektedir. Gen tedavisinin, ekzojen
kaynakli osteoindiiktif kemik morfojenik proteinlerinin bolus olarak enjekte
edilmesine gore avantajlart bulunmaktadir [37]. Hiicresel tasiyici ile modifiye
edilmis genetik materyalin kullanilmasi, zamanlama ve konsantrasyon olarak
osteokondiiktif matrikse gore daha fizyolojiktir. Kemik iyilesmesinde etkili bazi
genler, vektorler yardimiyla basariyla transfer edilmistir. (TGF-81, LMP-1 ve BMP-
2) Viggeswarapu ve ark., LIM mineralizasyon protein-1'i adenoviral vektor
araciligiyla transfer etmistir [38]. Bu gen tedavisi sayesinde sistemik veya lokal
kemik yapimi arttirilarak kirik iyilesmesini arttirabilecegi diistiniillmektedir [31, 33,
35, 39].
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2.7. Kemik 1ligi Stromal Kok Hiicreleri

Kok hiicreler insan viicudunda bulunan, farkli hiicrelere doniisebilen ve her
biri yeni 6zellestigi hiicre fonksiyonlarina sahip baskalasim gecirmemis hiicrelerdir
[21, 40].

Birgok ¢alisma kemik iligi stroma hiicrelerinin “multipotent yetiskin
progenitor hiicreler” (MAPCs), “MSC’ler”, “kemik iligi stroma kék hiicreleri”
(BMSCs) ve “mezodermal progenitor hiicreler” (MPCs) gibi isimler aldigini, bazen
de bu dokular disinda bagka bir yol izleyerek bambaska dokulara doniisebildigini
gostermektedir [20]. Sanchez-Ramos kemik iligi stroma hiicrelerinin néronlara
dontigebildigini; Ferrari ve ark. ise iskelet kas dokusunun onariminda gorev
alabildigini gostermistir [41-43].

Bir¢ok doku ve organda bulunan kok hiicrelerin hiicre biyolojisi giiniimiizde
¢ok daha iyi anlasiimaktadir. In vitro kiiltir metotlarindaki gelismeler &nceleri
imkansiz olarak goriilen degisik hiicre tiplerinin ¢ogaltilmasini rutin hale getirmistir
[21]. MSC’ler dogum sonrasinda kemik iliginin hematopoetik olmayan stromasinda
bulunur. Son ¢alismalar kemik iligi stroma hiicrelerinin osteoblast, kondrosit,
adipozit, myoblast, hepatosit, kardiyomyozit ve noral hiicrelere doniisebildigini
gostermektedir [11]. MSC’ler kemik iligi, periost, trabekiiler kemik, adipoz doku,
sinovium, iskelet kaslari, dis pulpasi ve periodonsiyumdan izole edilmistir. Bu
hiicreler kemik, yag, kikirdak ve kas dokulari gibi konnektif doku hiicrelerine
dontigebilmektedir. Kok hiicreler ihtiya¢c halinde kan-kemik iligi bariyerinden
gecerek dolagima katilirlar ve ilgili organa giderek tamir olayina katilirlar [40, 43].

Kemik iligi stromal dokusu retikiiler hiicreler, adipoz hiicreleri, osteojenik
hiicreler, diiz kas hiicreleri, endotelyal hiicreler ve makrofajlar gibi heterojen hiicre
populasyonlarindan olusmustur [21]. Herhangi bir yaralanma durumunda stromal
dokuda bulunan kok hiicrelerin katilimiyla tamir meydana gelmektedir. Kemik iligi
stromast disinda MSC’ler periost, yag dokusu ve deriden de elde edilebilmektedir.
MSC’ler kikirdak, kemik, kas, tendon, ligament ve yag dokusuna doniisebilen
multipotent hiicrelerdir. MSC’lerin in vivo ve in vitro olarak osteoblastlara
doniisebildigi bircok ¢alismada gosterilmistir [13]. Literatiirde MSC’ler iginde nadir
de olsa sadece mezodermal degil, ayn1 zamanda endodermal dokulara doniisebilen

pluripotent hiicrelerin de bulundugu rapor edilmistir [11]. izole edilmesinin kolay

17



olusu ve genis baskalasim potansiyeli ile MSC’ler klinik kullanim agisindan diger
kok hiicrelere oranla daha avantajhidir. Yetiskin MSC’lerin ¢ok yonlii potansiyelinin
yaninda allojenik transfer sonrast immiin reaksiyonun ¢ok az olmasit MSC’yi hiicre
terapi uygulamalarindaki doku tamir ve rejenerasyonlarinda kullanilan ideal hiicre
tipi olmasimi1 saglamaktadir. Sistemik hastaliklar ve lokal doku defektlerinin
tedavisinde MSC’lerin kullanilabilecegi birka¢ ¢alismada gosterilmistir [13]. in vivo
olarak ¢ok az sayida oldugu i¢in MSC’ler in vivo uygulama oncesinde otolog serum
desteginde in vitro olarak cogaltilmasi gerekmektedir. Bazi durumlarda kemik
iligindeki MSC’ler kemik ve kikirdak dokuya doniisebilmektedir. Kemik dokusunda
hem farklilasmamig hem de farklilagsmis osteoprogenitér hiicrelerin bulundugu
gosterilmistir. Buna ek olarak kemik kirildiginda kemik iligi acilmakta ve bol
miktarda kanama sonucu hematom olusmakta, sonucta iyi bir tamir potansiyeli
meydana gelmektedir. In vivo olarak eklem kikirdagi yaralanirsa tamir igin gok
limitli kapasiteye sahiptir. Glinimiizde kikirdakta kondrosit progenitor hiicrelerin
bulunup bulunmadigr kesinlesmemistir [13]. Kikirdak yaralanmalarinda kok hiicreler
tamir isleminde gorev almaktadir, ancak sayilar1 ve diizenleyici faktorler limitlidir.
Bu hiicrelerin ¢evredeki kas, kemik ve diger kikirdaksiz dokulardan geldigi
diistiniilmektedir [40, 43].

Kirik iyilesmesi gliniimiizde bile bir kismi ¢oziilememis bir ¢ok karmasik
biyolojik olay sonucu gerceklesmektedir. Bu olaylarin i¢inde kemik indiiksiyonu ve
kondiiksiyonu i¢in hiicre ic¢i ile hiicre dis1 sinyal sistemi de yer almaktadir. Kemik
kiriginda birinci giin hematom olusur, mezensimal hiicreler gé¢ ederler ve kemik
iligindeki MSC’lerde osteojenik farklilasma baslar. Intramembrandz kemiklesme igin
preosteoblastlar ve osteoblastlarin degisim ve bagskalasimi ile birlikte anjiyogenez
liclincii giin baslar. 7 ve 10. Gilinler arasinda intramembrandz kemiklesmede hiicre
proliferasyonu tepe noktasina ulasmis, kikirdak olusumu ve enkondral kemiklesme
baslamistir. 14. Glinde hiicre proliferasyonu kesilir fakat osteoblastik aktivite devam
eder. Yumusak kallusun mineralizasyonu, kikirdagin rezorbe olup yeni kemigin
olusumu 21. giine kadar devam eder. Bu satha kemiklesmenin en aktif sathasidir. 21.
giinde kemik remodelizasyonu baslar, lameller kemik olusur. Serebral yaralanma,
miyokardiyal iskemi/infarkt, kas distrofileri ve kemik kiriklar1 ile ilgili yapilan

hayvan ¢alismalart MSC’lerin intravendz enjeksiyonu veya lokal uygulamalarinda
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yaralanma bolgesine ulagarak gerekli hiicre tipine doniisebildigini gostermistir.
MSC’nin osteosit ve kondrosite doniisebildigini gdsteren in vitro ¢aligmalar 15181inda
doku tamiri ile ilgili bir¢cok in vivo ¢alisma yapilmaktadir. Degisik cins birgok
hayvanda kritik biiyiiklilkte kemik defektlerinin tamirinde MSC kullanilmustir.
Mezensimal dokularin genetik bir bozuklugu olan osteogenezis imperfektali
radyasyonamaruz birakilmig farelere saglikli kemik iliginden alinmis stromal
hiicreler asilandiginda transplante edilen hiicrelerden fonksiyonel kemik ve kikirdak
formasyonu oldugu tespit edilmistir[40]. Benzer sekilde osteogenezis imperfektali
cocuklara kemik iligi hiicreleri asilandiginda yan etki goriilmemesi bir yana ii¢ ay
sonra osteoblast sayisinda, yeni lameller kemik olusumunda ve tiim viicut mineral
iceriginde artis saglanmistir. Bunlara ek olarak kirik frekansi azalmis, viicut biiyiime
orani artmustir [13, 40].

Shirley ve ark. yaptiklar1 ¢alismada florasan ile isaretledikleri kok hiicreleri
tavsanlara sistemik olarak vermigler, bu hiicrelerin kemik kiriginin iyilesmesinde rol
aldiklarinm1 tespit etmislerdir. Bu calisma, iyilesmeye katilan bazi osteoblastlarin
kemik kirigindan uzak bolgelerdeki kemik iliginden go¢ ederek kirik bolgesine gelen
kok hiicrelerden kaynaklandigini kanitlamaktadir.

Timoér, travma ve deformitelere bagl kemik defektleri maksillofasiyal
cerrahlar i¢in onemli bir problem olmaktadir. Biiylik ve kompleks morfolojideki
defektler klinik zorluklara neden olmaktadir. Her ne kadar otojen greftler altin
standartta da olsa yetersiz kemik hacmi, dondr saha komplikasyonlari, deformiteleri
ve rahatsizliklar1 nedeniyle limitleri kisithdir. Doku miihendisligi; bilimsel
prensipleri uygulayarak biyomateryaller, hiicreler ve faktorleri birlikte veya ayr1 ayri
kullanarak yasayan dokularin tasarimi, yapimi, modifikasyonu ve gelisimini
saglamaktadir. Osteogenezisi artirmak i¢in hiicreler verici sahada herhangi bir
olumsuzluga yol agmadan bir ¢ok otolog kaynaktan alinabilmektedir. Alinan az
sayida hiicre doku mihendisligi yontemleri ile ¢ok biiylik sayilara
ulastirilabilmektedir. Giiniimiizde kraniofasiyal rejenerasyonda kok hiicre kullanimi

ile ilgili bir cok hayvan ¢aligmas1 yapilmaktadir [40, 43].
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2.8. Kemik Morfogenetik Proteinler

Kemik morfogenetik proteini ilk olarak 1965 yilinda Urist tarafindan
tanmimlamustir. Embriyojenik ve dogum sonrasi donemde kemik ve birgok dokuda var
olduklar1 belirlenmistir [44].

Kemik morfogenetik proteinler osteojenik proteinler olarak adlandirilmakla
beraber, transforming growth faktor-B ailesi iiyeleri i¢inde bulunan biiylime ve
farklilagsma faktorleridir [45, 46].

Tablo 2.1. insan Kemik Morfogenetik Proteinleri ve Temel Fizyolojik Ozellikleri

BMP Adlandirma Temel Rolii

BMP-2 BMP-2a Kemik ve kikirdak morfogenezi ve kalp olusumu

BMP-3 Osteogenin Kemik morfogenezinin diizenlenmesinde negatif rol oynar
BMP-3b GDF-10 Kemik morfogenezinin diizenlenmesinde negatif rol oynar
BMP-4 BMp-2b Kemik ve kikirdak morfogenezi ve bobrek olusumu
BMP-5 - Kemik morfogenezi ve ekstrimite olusumu

BMP-6 Vrgl, Dvr6 Kemik ve kikirdak morfogenezinde hipertrofi

BMP-7 OP-1 Kikirdak ve kemik morfogenezi ve bobrek formasyonu
BMP-8 OP-2 Kemik morfogenezi/ spermatogez

BMP-8b OP-3 Spermatogenez

BMP-9 GDF-2 Kemik morfogenezi ve kolinerjik néronlarin olusumu
BMP-10 - Kalp morfogenezi

BMP-11 GDF-11 Aksiyal iskelet, Goz, Bobrek ve pankreas gelisimi
BMP-12 CDMP-3, GDF-7 Tendon, Ligament ve duyu néronlarinin gelisimi

BMP-13 CDMP-2, GDF-6 Kikirdak gelisimi ve hipertrofi

BMP-14 CDMP-1, GDF-5 Kondrogenez ve anjiyogenez

BMP-15 GDF-9b Yumurta fizyolojisi

BMP-16 - Embriyonik gelisim

BMP-17 - Embriyonik gelisim

BMP-18 - Embriyonik gelisim

gruplara ayrilmiglardir

Kemik morfogenetik proteinler aminoasit dizilis benzerliklerine gore alt

Gintimiizde 15 adet kemik morfogenetik proteini
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tanimlanmistir (Tablol). Bu proteinler arasinda osteoindiiktif 6zelligi en fazla olan
kemik morfogenetik proteini- 2’dir (BMP-2)[44].

BMP-2 ve 4 birinci alt grubu, BMP 5 ve 8 ikinci alt grubu, BMP 3 ve GDF-
10 tigiinct alt grubu olusturmaktadir. BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7’ler de, BMP-
2’ye benzer sekilde kemik indiiksiyonu yapmaktadir. Bu proteinler arasinda bone
mofogenetik protein-2’nin osteoindiiktif &zelligi en fazla olan protein oldugu
goriilmiistiir. Embriyojenik hiicrelerin BMP’lere cevap vererek kikirdak ve kemik
hiicrelerine farklilasmasi da, BMP’lerin embriyogenik iskelet sisteminin olusmasinda
rol oynadiklarini gostermektedir [44].

Membrandz kemik iyilesmesinde ilk iki hafta BMP-2 ve BMP-4 en yogun
gdzlenen tiirevlerdir. Ozellikle osteotomi hattina yakin periosteal hiicrelerde ve
osteotomi nedeni ile olusan defektteki mezenkimal hiicrelerde zamanla defektin
kapanma agamasinda yeni olusan kemik adaciklarindaki aktif osteoblastlarda BMP-2
ve BMP-4 ekspresyonuna rastlanmaktadir. in-vitro kosullarda mezensimal hiicrelere
BMP uygulandiginda matriks iiretiminde, alkalen fosfataz diizeyinde ve tip | kollajen
sentezinde artis gozlenir. Ancak mezensimal hiicrelerde sayica artis olmaz. Bu
nedenle BMP’ler daha ¢ok morfogen ajan olup mitojen olarak gorev yapmazlar.
Kemik iyilesmesinde BMP’ler pluripotent kok hiicrelerinin  osteoblastik
doniistimiinde rol alirlar.[47, 48] Bu sayede farklilasmamis mezensimal hiicreler
osteojenik hiicrelere dontliserek yeni olusan kemigin ekstraseliiler matriksinin
sentezlenmesinde ve kalsifikasyonunda gorev alirlar. Ayrica BMP’ler, olgun
osteoblast ve kemik iligi osteoprogenitor hiicreleri ilizerinde kemotaktik o6zellige
sahiptir [44].

Kemik yaralanmasinin mezenkimal hiicreleri etkiledigi ve bu hiicrelerin
yaralanma bdlgesine go¢ etmelerini saglayacak mekanizmayr tetikledigi
diisiiniilmektedir. Literatiirde kemik yaralanmasi sonrasinda yapisi bozulan kemikten
veya rezorbe olan matriksten ortama salinan kemik morphogenic proteinlerin bu
mezenkimal hiicre goc¢iinde rol oynadiklar1 savunulmaktadir. Mezenkimal hiicreler
yaralanma bolgesinde prolifere olup diferansiyasyonlarini tamamlayarak osteoblastik
hiicrelere dontisiirler [49]. Yeni gelisen osteoblastik hiicrelerden tiretilen BMP’ler bu

dongiiyli kuvvetlendirerek kemik iyilesmesini hizlandirir [50].
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Son yillardaki arastirmalar BMP’lerin lokal konsantrasyonlarinin
artirllmasinin kemik iyilesmesindeki etkileri iizerine siirmektedir [10, 51]. Ister
disaridan ortama BMP katilsin isterse de gen terapisi ile lokal BMP diizeyi arttirilsin
sonugta kemik kiriklarinda iyilesme hizlanmaktadir [52]. Ayrica iyilesmenin zor
oldugu kritik biiyiikliikteki defektlerde ve nonunionlarda da klinik diizelme
kaydedilmektedir [15, 53]. Bu nedenle klinikte de ekzojen BMP kullanimi kemik
defektlerinin tedavisindeki basariy1 arttirirken morbiditeyi de diisiirecektir [10].

BMP in-vivo ortamda ¢oziilebilir oldugundan dolay1 implantasyondan kisa bir
stire sonra ortamdan uzaklagsmaktadir. Tasiyic1 bir materyal olmadan BMP nin biiyiik
oranlarda kemik formasyonu indiiksiyonu yapmasi bu sebepten dolayr miimkiin
olmamaktadir. Klinik uygulamalarda hizla konsantrasyonu azalacagi veya proteolitik
enzimler ile ortadan kaldirilacagi i¢in BMP’lerin su-bazli suliisyonlar ile topikal
kullanimi  mimkiin degildir. Bu nedenle sabit doku konsantrasyonununun
saglanabilmesi icin BMP’ler kollajen, polialfahidroksi asit, kalsiyum fosfat
polimerleri, deproteinize sigir kemigi ve titanyum gibi tasiyicilara yiiklenerek
uygulanmaya ¢alisilmaktadir [54]. Yapilan c¢alismalarda uygulanan pek ¢ok
tastyicinin ilk 24 saatte BMP’lerin hizla salindigini ortaya koymustur. Ancak polimer
yapisindaki tagiyicilar BMP’lerin kontrollii salinimin da basarili oldugu gosterilmistir
[55, 56].

BMP’lerin heterotopik bolgelerde endokondral yol ile kemik formasyonu
indiiksiyonu yaptig1 bircok hayvan caligmasinda gosterilmistir. BMP’lerin uygun bir
tasiyict ile implante edildikleri zaman; undiferansiye mezensimal hiicrelerin
kemotaksis ile aktive edilerek migrasyonlarina ve osteoblastlara doniismelerine,
kemik matriksi depolanmasina, yeni depo edilen kemik matriksinin
mineralizasyonuna ve kemik iligi diferansiyasyonuna neden olduklar1 gosterilmistir
[57].

Giintimiizde rekombinant insan kemik morfogenetik protein-2’nin (rhBMP-2)
cogunlugu “chinese hamster over hiicreleri” kullanilarak elde edilmektedir.
Esherichia coli veya chinese hamster over hiicreleri kullanilarak elde edilen rhBMP-
2’nin osteoindiiktif 6zelliklerinin karsilastirilmasi sonucunda iki proteinin indiiktif

aktivitelerinin benzer oldugu goriilmiistiir [15, 16].
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Kemik defektlerinin rekonstriiksiyonu i¢in klinik kullanirmda kemik
morfogenetik proteini en umut verici biyomateryallerden birisidir. Bundan dolay1
osteoindiiktif oOzelligi en giiclii olan kemik morfogenetik proteini-2’nin ¢esitli
bolgelerde ve c¢esitli dozlarda kemik olusumunu baslatici O6zelliklerinin ortaya

konmasi i¢in gesitli deneysel ve klinik arastirmalar devam etmektedir [10, 15].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismadaki cerrahi islemler, Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar
laboratuarinda yapilmistir. Bu ¢alismada kullanilan kemik stromal hiicrelerin BMP-2
transfeksiyonu Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Anabilim Dali’'nda Doku
Miihendisligi Boliimiinde yapilmistir. Calismada kullanilan rat kemik stromal
hiicreleri Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
temin edilmistir. Calismanin  histomorfometrik degerlendirmeleri Hacettepe
Universitesi Histoloji Anabilim Dali’'nda, mikroCT incelemeleri Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali’'nda gergeklestirilmistir.
Calismada yapilan kan ALP degerlendirilmeleri Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dalinda incelemeye tabii tutulmustur. Gen ekspresyonu
calismalar1 da Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
A.D.nda yapilmstir.

Calismanm etik kurul onay1 “Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu”ndan (2011/52-1 karar numarasi ile) alinmustir.

Calismada 250-300 g agirliginda, toplam 39 adet disi Wistar-Albino rat
kullanilmistir. Denekler Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari iinitesinden temin
edilmistir. Calismada ayni ¢evresel ortamda yetistirilmis, ratlar kullanilmistir. Deney
oncesi 20-21 °C sicaklikta 12 saat aydmlik, 12 saat karanlk ritmine tabi tutulup
ratlarin anestezi uygulamasindan 2 saat Oncesine kadar gidaya serbest erisimleri
saglanmistir. Deney hayvani olarak ratin se¢ilme nedeni, yapilacak deneyin karmasik
yapist ve planlanan cerrahi yontemin kolay uygulanacagi, filogenetik a¢idan en basit
tiir olmasidir. Ayrica bu tiirlin temin ve bakim maliyetinin diislik olmasi da diger bir
nedendir. Ek olarak ratin uygulanacak cerrahiyi en iyi tolere edecegi diistiniilerek

denek olarak tercih edilmistir.

3.1. Deney Gruplan

Otogreft grubunda toplam 7 adet, BMP-2 Transfeksiyon grubunda toplam 14

adet, diger gruplarin her birinde toplam 6 adet olmak iizere negatif kontrol grubu
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dahil toplam bes deney grubu olusturulmustur. Tiim deneklerde 6 mm’lik kranial
defekt olusturulduktan sonra gruba spesifik islem yapilip dordiincii haftada BMP-2
Transfeksiyon grubundan 6 adet, diger her bir gruptan 3 adet ve 16. Haftada Otogreft
grubundan 4 adet, BMP-2 Transfeksiyon grubundan 8 adet, diger her bir gruptan 3
adet olmak {izere tiim ratlar sakrifiye edilip gerekli histolojik, biyokimyasal ve
radyolojik incelemeye tabii tutulmustur.

Kontrol Grubu: Kontrol grubunda toplam 6 adet rat kullanilmistir. Bu
grupta 6 mm’lik kranial kemik defekti olusturulduktan sonra defekt onarimi igin ek
bir igslem yapilmadan sekonder iyilesmeye birakilmis, gruptaki ratlarin 3 adeti 4.
Haftada geri kalan 3 adeti ise 16 haftada sakrifiye edilerek incelemeye tabii
tutulmustur.

Bos Scafold Grubu: Bu grupta da toplam 6 adet rat standart kranial defekt
olusturulduktan sonra, kranial defekt igerisine jelatin sponge (GelSpon-P ®)
yerlestirilerek 4. Haftada 3 adet,16. Haftada 3 adet olmak tizere toplam 6 denek
sakrifiye edilip incelemeye tabii tutulmustur.

Otogreft Grubu: Toplam 7 adet rat bu gruba dahil edildi. Standart
olusturulan kranial defekt sonrasi, olusan defekt ¢ikartilan kemik pargasi ile tekrar
onartlip 4. Haftada 3 adet ve 16. Haftada 4 adet olmak tizere toplam 7 denek
sakrifiye edilip gerekli incelemeler yapilmustir.

Stromal Hiicre Grubu: Bu grupta toplam 6 adet rat kullanildi. Daha 6nce rat
femurundan izole edilip ¢ogaltilan kemik iligi kokenli mezensimal kok hiicreleri
cerrahi esnasinda, 6 mm c¢apta hazirlanan jelatin sponge (GelSpon-P ®) doku
iskelesine, mikropipet ile 50 mikrolitresinde 1.000.000 hiicre olan medium
emdirilerek yerlestirildi ve daha sonra standart olarak olusturulmus olan karinal
defekt icerisine bu kok hiicre emdirilmis scafold yerlestirildi. Onarim sonrasi 4.
Haftada 3 adet ve 16. Haftada 3 adet olmak iizere ratlar sakrifiye edildikten sonra
gerekli incelemeler yapildi.

BMP-2 Transfeksiyon grubu: Bu grupta toplam 14 adet rat kullanild.
BMP-2 transfekte kemik stromal hiicreleri cerrahi girisim ile hazirlanan defekte
birebir uyan 6 mm captaki jelatin sponge (GelSpon-P ®) doku iskelesine (mikropipet
ile 50 mikrolitresinde) 1.000.000 hiicre igeren medium ile emdirildi. Daha sonra bu

scafold standart olarak olusturulmus kranial kemik defekti igerisine yerlestirildi.
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Postoperatif 4. Haftada 6 ve 16. Haftada 8 adet olmak iizere tiim ratlar sakrifiye

edildi ve incelemeye tabii tutuldu.

3.2. Kalvaryal Defekt Olusturulmasi

Intraperitoneal ketamin (Ketalar®, 500mg 10ml flakon Pfizer; 90 mg/kg) ve
ksilazin (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Almanya; 10 mg/kg) ile genel anestezi
uygulandiktan sonra, kraniyumun dorsal kismi trag edilip lokal antiseptikler ile
temizlik saglanip ortiilmiistiir (Resim 31).

Resim 3.1. Kraniyal defekt i¢in ameliyat bolgesi
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Sagital siitiirden uzak bir C insizyon ile kesi yapildiktan sonra deri, subkutan

doku ve periost kaldirilip parietal kemige ulasilmistir (Resim 3.2, 3.3).

Resim 3.2. Kraniyal defekt olusturmak icin insizyon

Resim 3.3. Subkutan doku ve periostun flep seklinde kaldirilmasi
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Bu islemlerin ardindan 6mm ¢apli doner testere kullanilarak kalvaryal
kemikte 6 mm ¢apinda standart boyutta kemik defekti olusturulmustur (Resim 3.4,
3.5, 3.6).

Resim 3.4. Kemik defektinin olusturulmasi

Resim 3.5. Kemik defektinin olusturulmasi
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Resim 3.6. Standart Kalvaryal Defekt

Kontrol grubunda 6 mm'lik kalvaryum defekti olusturulduktan sonra bu kisim
bos birakilmigtir Otogreft grubunda ise ayni yontemle kaldirilan 6 mm ¢apli kemik
grefti yerine iade edilerek otogreft ile onarim gergeklestirilmistir. Deney gruplarina
ise hazirlanmig 6 mm capindaki doku iskeleleri (jelatin sponge doku iskelesi, jelatin
sponge + kemik stromal hiicre yiiklenmis doku iskelesi, jelatin sponge + kemik
stromal hiicre ve BMP-2 plazmid yiiklenmis doku iskelesi) defekti tam dolduracak
sekilde yerlestirilmistir (Resim 3.7, 3.8, 3.9).
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Resim 3.8. Olusturulan defektin scafold ile kapatilmasi

30



Resim 3.9. Kemik stromal hiicre ve BMP-2 plazmid yiiklenmis doku iskelesi

Baglangicta kaldirilan sub-periosteal flepler tanimlandigi sekilde 6/0 ipek

(nonabsorbable siitiir) ile kapatilip isleme son verilmistir (Resim 10).

Resim 3.10. Kranial Defektin son hali
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3.3. Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Scafold olarak gelatin sponge secildi. (GelSpon-P ®) Defekte yerlestirilecek
doku iskeleleri; dermatom bigagi ile 3 mm. kalinlikta split edilen jelatin kopiik

plakadan 6mm. ¢apinda punch biyopsi bigagi yardimiyla hazirlandi.

Resim 3.11. Scafoldun hazirlanmasi

3.4. Orneklerin Alinmasi

Intraperitoneal ketamin (Ketalar®, 500mg 10ml flakon Pfizer; 90 mg/kg) ve
ksilazin (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Almanya; 10 mg/kg) ile genel anestezi
uygulandi. Transtorasik perkiitan enjektor yardimiyla ratlardan intrakardiyak Scc.
kan alindi. Ratlara daha sonra karbondioksit gazi ile Otenazi uygulandi.

Sakrifikasyon sonrasi histolojik ornek almak i¢in frontalden baslayan
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temporoparyetal bolgeden kavis yaparak gecen ve servikotorakal bolgede sonlanan

cilt ve cilt alt1 kesisi yapildi.

Resim 3.12. Ornek alinma islemi goriintiisii

Daha sonra cilt flebi diseke edilerek cranium ve servikal bdlge ortaya kondu.
Kraniumdaki temporal kaslar bilateral kaldirildi.

Ayni sekilde oksibital bolgede oksibital kemige insersiyo yapan kaslar ve
ligamanlar serbestlestirilerek foremen magnum ortaya kondu. Tel kesme makasi
yardimiyla foremen magnumdan baslayarak bilateral temporal ve frontal kemik
kesildi ve histolojik Ornek alindi. Daha sonra histolojik 6rnekler formaldehit

solusyonuna yerlestirildi.
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Resim 3.13. Ornegin iistten goriintiisii

3.5. Kemik iligi Kok Hiicrelerinin izolasyonu

Genel anestezi altindaki erkek ratlarin femur ve tibiasi ¢ikartilmigtir. Femur
ve tibia, %5 penisilin/streptomisin (Sigma, Almanya) bulunan DMEM-F12 Ham’s
(Sigma, Almanya) igerisinde (tastma ortami) hiicre kiiltiir laboratuvarina
getirilmigtir. Laminer akis kabini igerisinde femur ve tibia igerigi tasima ortami ile
yikanmustir. Hiicreler 1200 rpm de 5 dakikada 2 kez yikanmistir. 25 cm? lik Petri
kaplarma 1x10° hiicre/cm? yogunlukta hiicre, %20 FBS (Fetal Sigir Serumu) (Sigma,
Almanya), %1 penisilin/streptomisin/gentamisin ve 2 mM glutamin (Sigma,
Almanya) bulunan DMEM-F12 Ham’s igerisinde 37 °C de %5 CO; igeren inkiibator
igerisinde kiltir edilmistir. Kiiltiir kabina 48 saat sonra yapismayan hiicreler
uzaklastirllmig ve taze kiiltiir ortam1 ilave edilmistir. Kiiltiir ortamlar1 3-4 giinliik
arayla degistirilmistir. %70-80 konfliient olan kiiltiir kabindaki hiicreler, %0,25
Tripsin/EDTA (Sigma, Almanya) kullanilarak kaldirilmistir. Trypan mavisi ile

canlilik ve hiicre sayis1 hesaplanmistir. Kiiltiirlere pasaj 4’e kadar devam edilmistir.
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Hiicreler insiilin enjektorii igerisinde, deney ic¢in hazirlanmis olan hayvana

enjeksiyon i¢in hazir hale getirilmistir.
3.6. Transfeksiyon Calismalar:

Tez caligmalar1 kapsaminda hiicrelerin BMP2 (Kemik morfojenik protein 2)
ile genetik modifikasyonu i¢in daha Once yapilan calismalardaki protokoller
(Odabas; 2012) izlenmistir. Bu kapsamda non-viral polimerik tasiyict olarak
Turbofect (Fermantas / ABD) adli lipofilik tasiyict satin alinmigtir. Transfeksiyon
igin hiicreler transfeksiyon 6ncesi 24 kuyucuklu plaklara 5x10* hiicre / ml olarak
sekilde ekilir ve 1 gilin boyunca %10 Fetal Sigir Serumu %0,5 Antibiyotik iceren
DMEM/F12 Hams besiyeri igerisinde 37°C %5 CO, ortamida inkiibe edilmistir.
Hiicreler daha sonra Fermantas firmasiin Turbofect i¢in verdigi prosediir izlenerek

transfekte edilmistir. Izlenen prosediir asagida verilmistir.
“Turbofect” ile genel transfeksiyon protokolii

1) 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 5x 10 hiicre olarak sekilde ekim yapilir.
(Her bir kuyu i¢in)

2) 1 giin sonra hiicreler %70 kaplamis hale geldiginde transfeksiyon
islemlerine gecilebilir

3) 1ug DNA ile 100 pl kiiltiir ortamu karistirilir.

4) 2 ul Turbofect ¢ozeltisi DNA ¢ozeltisi *ne eklenir.

5) 15-20 dakika oda 1s1sinda karanlikta inkiibasyona birakilir.

6) 100ul Turbofect-DNA kompleksi karigimini kiiltiir kabina eklenir.

7) Uzerine 1 ml kiiltiir ortam1 eklenir ve hafif calkalanur.

8) 37°C’de inkiibasyona birakilir ve ekspresyon sonuglari izlenir.

3.7.Gen Ekspresyonu Calismalari

Tez ¢alismalar1 kapsaminda kullanilacak olan, memeli hayvan hiicrelerinde
BMP-2 proteinin ekspresyonunu saglayacak olan plazmid DNA" nin hazirlanma

caligmalar1 Avusturya Viyana“ da bulunan Ludwig Boltzman Enstitiisi* nde Prof.
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Dr. Heinz Redl ve grubu ile ortak olarak Redl grubunun ¢alismalari temel alinarak

yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.1).

O . —
RNA -

Dokudan Hiicre RNA izolasyonu LR w

izolasyonu Reverse
Transcriptase

RNAaseH .. -
+PCR , Q
-\ - i o . e
Double-stranded \ ‘ oo
cDNA N V| t-f a
Bakteriyerl Plazmid Kompetant 3
icerisinde aktariimasi Bakterinin Cogaltiimasi
' : l Olusturuimas:
h— - 0 0O
s o

_ / Plazmidlerin izolasyonu
Sekil 3.1. Plazmid Klonlama Basamaklar1

Temel islem basamaklari;

e Primer tasarimi

e Primer template etkilesimi

e Ligasyon, Transformasyon ve Ekspresyon ¢alismalari
e Kontrol ve DNA ekstraksiyonu

e Sekans analizi

e Invitro ekspresyon c¢aligmalari

Tiim gen ekspresyon calismalar1 Hacettepe {iniversitesi Kimya miihendisligi
anabilim dali tarafindan yiirtitilmiistiir.

Gen ekspresyonunda toplam 4 grup rat kullanilmigtir. Her bir grupta 4 adet
olmak tizere toplam 24 rat kullanilmistir. Gruplar kontrol grubu,bos jelatin sponge

grubu,BMP-2 transfeksiyon ve oto greft grubu olarak belirlenmistir.
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3.8. Radyolojik Degerlendirme

Deney gruplarindaki ratlarin 4. Haftadaki ve 16. Haftadaki genel anestezi
altinda gerceklestirilen sakrifikasyonlar1 sonrasi, Kkraniyal defektleri Hacettepe
tiniversitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dalinda MicroCT (MikroCT
SKYSCAN 1174) ¢ekilerek kemik iyilesmesi degerlendirilmistir.

Formolda 5 giin 6rnekler bekletildikten sonra mikro CT ¢ekimleri yapildi.
Ornekler cihaza yerlestirildikten sonra;

e Resolution: 21 mikrometre

e Rotation step: 0,50

e Averaging (frames): 2

e Update flat-field before scanning, se¢enegi isaretleniyor.

e Partial width: 100%

Cekim ayarlar ile goriintiileme yapildi.

Ham tomografi goriintiileri NRecon (Skyscan, Belgika) yazilimi ile
tomografik kesitlere doniistiirildii. Image J isimli agik kaynakli bir goriintii isleme
yazilimi i¢in yazilmis olan bir plugin yardimi ile her bir kesitteki kemik boslugunu
kaplayan dairesel bir alan c¢izildi. Her bir kesitteki alan interpole edilerek hacimsel
olarak kemik bosluguna kiiresel analiz hacmi yerlestirilmis oldu. Bu kiiresel hacim
icinde kalan ve belli bir yogunluga ulasmis olan remineralizasyon kisimlarinin

hacimleri hesapland.

3.9. Histoloji ve Histomorfometri

Deney gruplarindaki ratlarin 4. Haftadaki ve 16. Haftadaki genel anestezi
altinda gerceklestirilen sakrifikasyonlar1 sonrasi, kraniyal defektleri Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dalinda incelenmistir. Kalvariyal
kemik ornekleri %10’luk tamponlanmis nétral formalin ¢ozeltisinde tespit edildikten
sonra 1 ve 4 aylik ornekler mikrotomografiye gonderildi. Mikrotomografi sonrasi
ornekler De Castro ¢ozeltisinde (kloral hidrat, nitrik asit, distile su) kontrollii olarak

dekalsifiye edildi ve sabit vakumlu otomatik doku takip cihaz ile izlenerek parafine
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gomiildii. Her bloktan bes mikrometre kalinliginda yirmi kesit alinarak ardigik olarak
her kesit hematoksilen eozin (HE) veya Masson trikrom (MT) ile boyandi. MT ile
kompakt kemigin kirmizi, osteoid ve kikirdagin yesil, hiicre sitoplazmalarinin eflatun
boyandig1 yiiksek kontrasth goriintiiler elde edildi. Kalvariyal defekt alani, bilgisayar
ve dijital kamera (Leica DFC 480, Westlar Almanya) baglantili Leica DMR (Westlar
Almanya) marka 151k mikroskobunda goriintiilendikten sonra defekt alani en kiigiik
bliylitmede saklanip Qwin plus marka (Leica, Westlar Almanya) goriintii analiz
programi ile kantitatif olarak degerlendirildi. Defektteki yeni kemik alani iki sekilde
kantitatif olarak hesaplandu. Ilk olarak yeni kemik alam1 MT ile boyal1 10 kesitte total
milimetre kare olarak olgiilerek normalize edilen deger kaydedildi. ikinci olarak

Olciilen yeni kemik alani total defekt alanina oranlanarak elde edilen oran yiizde

olarak kaydedildi [58, 59].

3.10. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Deney gruplarindaki ratlarin 4. Haftadaki ve 16. Haftadaki genel anestezi
altinda gergeklestirilen sakrifikasyonlar1 sonrasi, alinan kan numuneleri santrifiij
edildikten sonra -80 °C saklanip Kirikkale iiniversitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali’nda Rat Spesifik ALP kiti (Rat Bone alkaline phosphatase) BALP
ELISA Kit, (China) kullanilarak dl¢iimler gergeklestirildi.

3.11. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS 17 istatistik programi kullanilarak analiz edildi.
Bagimsiz degiskenler gruplar, bagimli degiskenler histolojik, biyokimyasal ve
mikrotomografik Ol¢timlerdir. Verilerin normal dagilip dagilmadigi ve varyanslarin
homojenligi Shapiro-Wilk testiyle degerlendirildi. Tiim veriler parametrik olmayan
testlerle (¢oklu karsilagtirma icin Kruskal Wallis, ikili karsilastirma igin posthoc
Dunn testi) degerlendirildi. Spearman korelasyon testiyle biyokimyasal,
mikrotomografik ve histolojik verilerin korelasyonu degerlendirildi. Tiim veriler
ortanca, minimum ve maksimum degerleriyle temsil edildi. Fark, p 0.05’ten kiigiik

oldugunda anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskopik Bulgular

Calisma siiresince tiim gruplardaki ratlarda uygun anestezi ve cerrahi
prosediir altinda deney protokolii tamamlanmistir. Calisma siiresince anesteziye bagl
veya postoperatif bakim esnasinda denek kaybi gézlenmemistir. Yapilan ¢alismada

deneklerin hig¢birinde yara yeri enfeksiyonu, fistiil, greft enfeksiyonu gézlenmemistir.

4.2. Histopatoloji-Mikrotomografi ve Biyokimyasal Bulgular

Birinci ayda ¢oklu karsilastirmada deney ve kontrol gruplari arasinda
histolojik parametreler olan defekt icindeki yeni kemik orani (p=0.016) ve mm?2
cinsinden yeni kemik alani (p=0.016) anlaml farkliliklar gdsterdi. Mikrotomografi
ve kan ALP degerleri bu donemde gruplar arasinda anlamli farklilik gostermedi.
Mikrotomografi ve ALP’in degismemesi, ilk ayda kritik boyuttaki defektin
kemiklesmenin erken evresinde olmasi nedeniyle adi gecen Olglimlerin anlamh
degerlere ulasamadig1 bi¢giminde yorumlandi. Birinci ayda BMP ile transfekte MKH
uygulanan gruptaki yeni olusan kemik alani ve total defekte orani, defektin bos
birakildig1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde daha fazlaydi.
(swrastyla p=0.034 ve p=0.034) Yine birinci ayda otogreft grubundaki yeni kemik
alan1 ve bu alanin total defekt alanina orani bos birakilan defekt grubuna gore
anlamli bi¢cimde fazlayd:i (sirasiyla p=0.001 ve p=0.001). Bu dénemde BMP ile
transfekte hiicre uygulanan grupla otograft grubu karsilastirildiginda ise yeni kemik
alan1 ve orani otograft grubunda daha fazlaydi (sirasiyla p=0.039 ve p=0.039) sekil
4.1,4.2, Resim 4.1, 4.2).

Dordiincii ayda c¢oklu karsilagtirmada deney ve kontrol gruplari arasinda
histolojik parametreler olan defekt igindeki yeni kemik orani (p=0.005) ve mm?2

cinsinden yeni kemik alan1 (p=0.005) ile birlikte mikrotomografik 6l¢iim degerleri
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(p=0.008) anlamli farkliliklar gosterdi. Bu donemde mikrotomografi degerleriyle
histolojik yeni kemik alan1 Olglimleri bazi gruplarda hafif ile orta derecede
korelasyon (p<0.005) gosterdi. Dordiincii ayda otograft uygulanan gruptaki yeni
kemik miktar1 ve bunun defekt alanina orani; bos birakilan defekt grubu (sirasiyla
p=0.001 ve p=0.001), bos doku iskelesinin uygulandigi grup (sirasiyla p=0.002 ve
p=0.002) ve BMP ile transfekte MKH uygulanan gruba goére (sirasiyla p=0.041 ve
p=0.041) daha ¢oktu. Diger yandan dordiincii ayda BMP ile transfekte edilmis MKH
uygulanan gruptaki yeni kemik alani, bos defekt grubuna goére anlamli bigimde daha
coktu (p=0.045). Dordiincii ayda mikrotomografik olarak defekt alaninda oSlgiilen
kemik hacmi otograft grubunda, MKH ve BMP ile transfekte MKH uygulanan
gruplara gore daha ¢oktu (sirasiyla p=0.001 ve p=0.004) (Sekil 4.1, 4.2, Resim 4.1,
4.2). Buna gore dordiincii ayda BMP ile transfekte edilmis MKH’ler histolojik ve
tomografik olarak kalvariyal defektte iyilesme saglasa da, altin standart olan otograft

uygulamasinin diger gruplara gore daha ileri kemiklesme sagladigi sonucuna varildi.

Doku iskelesi (skafold) uygulanan gruplarda biyomalzemeye hafif ila orta
derecede bir doku yanmiti oldugu saptanmistir. Daha 6nce biyomalzemenin doku
uyumu bagka calismalarimizda kantitatif olarak degerlendirilip biyouyumlu olarak
saptandigindan, bu c¢alismada skorlanmamistir. Biyomalzeme ¢evresinde lenfosit,
makrofaj ve yer yer yabanci cisim dev hiicreleri izlenmekle birlikte nekroza
rastlanmamistir. Bu sonuglara gore incelenen tiim zaman dilimlerinde otograft
uygulanan gruplarda aktif kemik yapimi en ileri seviyededir. BMP ile transfekte
MKH uygulanan gruplarda aktif kemik yapimi altin standart olan otogreft
uygulamasina yakin diizeyde belirgin bigimde artmistir (Resim 4.1, 4.2, Sekil 4.1).
Buna ragmen gruplarin higbirisinde dordiincii ayda kritik biiyiikliikteki kalvariyal

defekt tam olarak kemiklesmemistir. Bu durum literatiir ile uyumludur.
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Otogreftl ay

Bos doku
iskelesi 1 ay

Doku
iskelesi
MKH 1 ay

Doku
iskelesi
BMP-MKH
1ay

Resim 4.1. Birinci ay histolojik goriintiiler

Yukaridaki sol kolon HE, sag kolon MT ile boyali 1 aylik kalvariyal defekt alanina ait
mikrograflardir. Otogreft, doku iskelesi-MKH ve doku iskelesi-BMP ile transfekte MKH uygulanan
gruplarda kavitenin iyi organize olmus bag dokusu ile dolu oldugu ve yeni kemik miktariin kontrole
gore daha iyi gelismis oldugu izlenmektedir. Doku iskelesi gruplarinda biyomalzeme uygulanan
alanlar takip sirasinda eridiklerinden yerlerinde bosluklar kalmistir. KK: Kompakt kemik, TK:
Trabekiiler kemik, BD: Bag dokusu, I: Doku iskelesi, O: Osteoid, Ki: Kikirdak, Be: Beyin, HE:
Hematoksilen eozin, MT: Masson trikrom
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Kontrol 4 ay

Otogreftd ay ‘

Bos doku
iskelesi 4 ay

Doku
iskelesi
MKH 4 ay

Doku
iskelesi
BMP-MKH
4 ay

Resim 4.2. Dordiincii ay histolojik goriintiiler

Yukaridaki sol kolon HE, sag kolon MT ile boyali 4 aylik kalvariyal defekt alanmna ait
mikrograflardir. Otogreft, doku iskelesi-MKH ve doku iskelesi-BMP ile transfekte MKH uygulanan
gruplarda kavitedeki osteoid ve yeni kemik miktarimin kontrol ve bos doku iskelesi grubuna gore daha
fazla oldugu izlenmektedir. Doku iskelesi gruplarinda biyomalzeme uygulanan alanlar takip sirasinda
eridiklerinden yerlerinde bosluklar kalmistir. KK: Kompakt kemik, TK: Trabekiiler kemik, BD: Bag
dokusu, I: Doku iskelesi, O: Osteoid, Ki: Kikirdak, Be: Beyin, HE: Hematoksilen eozin, MT: Masson
trikrom
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Sekil 4.1. 1. ay ve 4. ay Istatistiksel veriler

A ve B’de birinci ayda, C ve D’de dordiincii ayda deney ve kontrol gruplarinda defekt alanindaki
kemik oran1 ve kemik alanina ait tanimsal istatistikler goriilmektedir.
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Sekil 4.2. Mikrotomografik kemik hacmi ve kan alkalen fosfataz degerleri

A,B,C,D: A ve B’de birinci ayda, C ve D’de dordiincii ayda deney ve kontrol gruplarinda defekt
alanindaki mikrotomgrafik kemik hacmi ve kan alkalen fosfataz degerlerine ait tanimsal istatistikler
goriilmektedir.
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4.3. Gen Ekspresyon Bulgular:

Bu c¢alisma kapsaminda incelenen gruplardan bir tanesi BMP-2 transfekte
edilmis kemik stromal hiicredir. Bu hiicreler yukarida da anlatildig1 tizere BMP-2
geni tasiyan bir plazmid ile transfekte edilmislerdir. Boylece hiicrelerin belirli bir
siire kendi metabolizmalarindakine ek olarak ilave BMP-2 sentezlemesi saglanmustir.

Plazmid ile aktarilan genin hiicrelerdeki ifadelenme diizeyi, bu geni tagiyan
plazmidin hiicre igine girebilme etkinligi ile dogru orantihidir. Baska bir deyisle,
transfeksiyon verimi ne kadar yiiksek ise ilgili genin ifadelenmesi ve buna bagl gen
ifadelenme iirlinlinlin ortamdaki konsantrasyonu yliksek olacaktir. Bu calismada
kullanilan hBMP-2 geni iceren plazmidlerin primer hiicrelere aktarim yiizdesi paralel
calismalarda yaklasik %15-20 oraninda bulunmustur. Bu transfeksiyon verimi her ne
kadar diisiik gibi goriinse de primer hiicreler ile yapilan benzer transfeksiyon

caligmalar1 ve literatiir ile uyumludur [81,82].

4.4. Gen Ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

Runx2, ALP, Col Type I ve OC genlerinin ifade diizeyinin kantitatif
degerlendirilmesi i¢in Light Cycler 480 cihazi kullanilmistir. Rat Kemik Kalvaria
dokularindan elde edilen Runx2, ALP, Col Type I, OC ve bu genlerin ifadelenmesini
normalize etmek i¢cin ACTB (beta actin) genlerine 6zgiil primerler ve UPL LNA

problart kullanilarak ¢alisilmistir.
Gen ifadelenmesinin Pfaffl matematiksel yontemi ile hesaplanabilmesi icin

gerekli olan ACTB geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini kantitatif olarak
gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi sekil 4.3’de gosterildi.
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Dongii Sayis1
Sekil 4.3. ACTB geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdsteren
amplifikasyon egrileri.

ACTB geninin Real-Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey
eksende floresan sinyal izlenmektedir.
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Runx2 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-

Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi sekil 4.4’de gosterilmistir.
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Dongu Sayisi
Sekil 4.4. Runx2 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri

Runx2 geninin Real-Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey
eksende floresans sinyal izlenmektedir.
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ALP geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-Time

PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi sekil 4.4’de gosterilmistir.
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ALP geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak godsteren

amplifikasyon egrileri

ALP geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey
eksende floresans sinyal izlenmektedir.
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Collal geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdsteren Real-

Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Dongii Sayisi

Sekil 4.6. Collal geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdsteren

amplifikasyon egrileri

Collal geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey
eksende floresans sinyal izlenmektedir.
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OC geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-Time
PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi sekil 4.7°de goésterilmistir.
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Dongii Sayisi

Sekil 4.7. OC geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren

amplifikasyon egrileri

OC geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey
eksende floresans sinyal izlenmektedir.

Goreceli gen ifadesi sonuglart REST programi kullanilarak “Pfaffl”
matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida belirtilmistir.

E (hedef) ACt (kontrol- hasta)

E (referans) ACt (kontrol- hasta)

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresans sinyalin esik degeri
gectigi andaki dongii sayisini ifade etmektedir. Ct degeri tepkimenin basinda mevcut
olan mRNA (cDNA) miktar ile ters orantilidir. ACt degeri ise kontrol ile drneklerin
Ct degerleri arasindaki farki gostermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini,

esitlikte elde edilen R ise oranin1 gostermektedir.

52



4.5. Gen ifade Diizeylerinin Karsilastirllmasi

Gen Ifade diizeylerinin karsilastirilmasi i¢in Real Time PCR analizi ile elde
edilen sonuglar QIAGEN-REST-2009 (Relative Expression Software Tool) programi
kullanilmistir. Real Time PCR’da bir genin ortamdaki konsantrasyonu ifadelenme
diizeyi ile dogru orantilidir. Bagka bir deyisle, bir gen ne kadar ¢ok ifadeleniyorsa,
sentezlenmesi o kadar yiiksektir. Real Time PCR caligma temeline gore yiiksek
konsantrasyondaki genler daha erken 1sima yaparken diisiik konsantrasyondaki
genler ge¢ 1s1ma yaparlar. Bu ¢alisma kapsaminda bu ifadelenme diizeyleri karsilikli
olarak analiz edilerek, genler ve gruplar arasindaki baginti ortaya konulmaya
caligilmistir.

Gen ifade diizeylerinin zamansal ve grupsal incelenmesi ile ortaya ¢ikan
grafikler, Sekil 4.8 - 4.12°de verilmistir. Bunun yaninda bu ifadelenme diizeyleri ile

ilgili yapilan istatistik ¢caligmasina ait degerler Ek ‘te verilmistir.
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Sekil 4.8. Rat kemik dokusu kalvaria defekt modeli uygulamasi sonrasinda 7. giin

ve 14. giindeki Runx2 geninin mRNA diizeyindeki degisiklik

Hedef genlerin ifade diizeyleri ACTB mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi. *; p<0.05.
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Sekil 4.9. Rat kemik dokusu kalvaria defekt modeli uygulamasi sonrasinda 7. giin
ve 14. glindeki ALP geninin mRNA diizeyindeki degisiklik

Hedef genlerin ifade diizeyleri ACTB mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi. *; p<0.05.
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Sekil 4.10. Rat kemik dokusu kalvaria defekt modeli uygulamas sonrasinda 7. giin
ve 14. giindeki Collal geninin mRNA diizeyindeki degisiklik

Hedef genlerin ifade diizeyleri ACTB mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi. *; p<0.05.
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Sekil 4.11. Rat kemik dokusu kalvaria defekt modeli uygulamas: sonrasinda 7. giin
ve 14. giindeki OC geninin mRNA diizeyindeki degisiklik

Hedef genlerin ifade diizeyleri ACTB mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi. *; p<0.05.

Tim grafikler incelendiginde gruplar arasi erken donem gen ifadelerinin
karsilagtirilmasi konusunda su goriisler ortaya konabilir.

Erken donem gen ifadesinin karsilastirilmasi i¢in 7. ve 14. giinde elde edilen
sonuclarda karsilastirilan genler arasinda RUNX2, erken donem kemik olusumu ve
osteoblast farklilasmasinin bir belirtecidir. iskelet (Kemik) gelisiminin cok erken
donemlerinde aktive olarak iskelet gelisimi iizerinde diizenleyici etki gosterir.
Calismada elde ettigimiz sonuglarda 7. glinde RUNX2 aktivitesine kontrole gore
anlamli olarak rastlanamamustir.

Fakat 14. giindeki RUNX2 ile iligkili mRNA diizeylerinde kontrole gore artis
meydana gelmistir. Bu artiglar Otogreft ve Transfekte BMP-2 hiicreli grupta oldukca
anlamlidir. Kemik stromal hiicre grubunda da 14.giin sonunda kontrole gore belirli
bir ifadelenme artis1 meydana gelse de; bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir.

RUNX2 geninin ifadesinin gelisimin ilerleyen giinlerinde artis gdstermesi literatiir ile
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uyumludur [83]. Bu diizenleyici Runx2“ nin tekrar ifade edilmesi, kemik
olusumunda ALP,COLI1 ve OC genlerinin ifade diizeylerini arttirmasi beklenir.

ALP (alkalen fosfataz); baslica karaciger, bobrek, kemik ve plasenta olmak
lizere tiim insan dokularinda bulunan fosfat hidrolaz enzimidir. Bu enzimin 6zgil
etkinligi hiicre ve dokularin aktifligi ile dogrudan iliskilidir. Ayn1 zamanda ALP
kemik onarimi agamasinda minerelizasyon evresinde kalsiyumun yapi igerisine
¢okmesinde etkendir. ALP geni tiim gruplarda 7. giinde sonunda kontrole gore
anlaml bir ifadelenme goOstermemistir. 14. giin sonunda ise otogreft ki bu grupta
aktif osteoblaslarin varligi unutulmamalidir; ve BMP2 transfekte hiicreli grupta
istatistiksel olarak anlamli bir ifadelenme vardir. Bu elde edilen degerler Runx2* nin
ifade diizeyleriyle de korelasyon gostermektedir.

Kemigin organik matriksi eriskinlerde kemik agirhigmmin %25* ini, hacim
olarak da 9%38" ini olusturur. Bu organik maddelerin %95" i kollajen,
proteoglikanlar ve glikoproteinlerden olugmaktadir.

Tip | kollajen(COL 1) kemik matriksinde bulunan temel kollagendir. Deri,
dis, kornea, damarlar ve tendonlar gibi bir¢ok kemik hiicre tipinde baskindir. Bu
protein hiicre adezyonunda osteoblastlarin proliferasyonunda ve fenotiplerinin
farklilasmasinda gorev alir. Kollajen Tip I osteoblastik farklilagsmada erken belirteg
olarak gorev aldig1 gozlemlenmistir. Yapilan calismalarda 14.giin Otogreft ve BMP2
transfekte hiicreli grupta kontrole gore belirgin bir COL I ifadelenmesine ulagilmistir.
COL | her ne kadar kemige Ozgii bir belirteg olmasa da dokulardaki yiiksek
ifadelemesi kemik matriks olusumu ile orantilidir.

Erken donem gen ifadesi ¢aligmalarinda diger bir gen olarak Osteokalsin
(OC) secilmistir. Osteokalsin bir kemik gla proteinidir. Kemikteki hidroksiapatit
baglama yetenegindedir. Belirli kemik hiicreleri tarafindan (osteoblastlar ve
odontoblastlar) kemik sentezlenir ve kemigin bigimlenmesinde ve matriks sentezi ve
matriks mineralizasyonu asamalarinda biiyiikk rol oynarlar. Gen ifadesinin
diizenlenmesi RUNX2 ile iligkilidir. Elde edilen sonuglar 1s1g1nda daha ge¢ donemde
ifade edilen genlerden OC ifade diizeylerinde 7.giinde bir farklilik gézlenmemistir.
Kemige 6zgii bir protein olan OC geninin ifade diizeyleri 14. giinde otogreft
grubunda kontrole gore anlamli sekilde yiliksektir. BMP-2 transfekte hiicreli grupta
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ve normal kemik stromal hiicre grubunda da OC gen ifadesi kontrole gore yiiksek
olsa da istatistiksel olarak anlamlilik kazanamamuistir.

Erken donem gen ifadesi calismasi sonuglari 1siginda otogreft grubunda
incelenen genler bakimindan iyi bir kemik hiicre gelisimi ve matriks sentezi
beklenmelidir. Bunun yaninda BMP-2 transfekte grup’ta kemik hiicresi gelisi ve
matriks sentezi de altin standart olan otogreft grubu ile rekabet edebilecek sonuglara

sahiptir.

4.6. Real Time PCR Gen ifadelenme Analizi Istatistik Degerleri

Tablo 4.1. Rat kemik dokusunda 7. ve 14. giinlerdeki kontrol ile otogreft grubu
arasindaki Runx2, ALP, Collal ve OC gen ifade diizeylerine iligskin
istatistiksel analizi

7. Giin 14. Giin
Gen Ifadelenme P degeri Ifadelenme P degeri
ACTB 1,000 1,000 1,000 1,000
Runx2 0,994 0,868 3,234 0,0001
ALP 1,14 0,901 3,263 0,0001
Collal 1,174 0,952 3,227 0,0001
oC 1,085 0,883 2,812 0,0001

Tablo 4.2. Rat kemik dokusunda 7. ve 14. giinlerdeki kontrol ile kemik stromal
hiicre grubu arasindaki Runx2, ALP, Collal ve OC gen ifade

diizeylerine iligkin istatistiksel analizi

7. Giin 14. Giin
Gen Ifadelenme P degeri Ifadelenme P degeri
ACTB 1,000 1,000 1,000 1,000
Runx2 1,09 0,906 1,269 0,528
ALP 0,943 0,748 1,334 0,274
Collal 1,045 0,94 1,424 0,382
oC 0,871 0,643 1,439 0,326
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Tablo 4.3. Rat kemik dokusunda 7. ve 14. giinlerdeki kontrol ile transfekte BMP-2
grubu arasindaki Runx2, ALP, Collal ve OC gen ifade diizeylerine

iliskin istatistiksel analizi

7. Giin 14. Giin
Gen Ifadelenme P degeri Ifadelenme P degeri
ACTB 1,000 1,000 1,000 1,000
Runx2 1,021 0,897 2,681 0,035
ALP 1,074 0,901 2,49 0,027
Collal 0,964 1,000 2,174 0,074
oC 0,917 0,862 2,197 0,089
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5. SONUC

Calisma siiresince tiim gruplardaki ratlarda uygun anestezi ve cerrahi islem
altinda deney protokolii tamamlanmistir. Caligma siiresince anesteziye bagli veya
postoperatif bakim esnasinda denek kaybi gozlenmemistir. Yapilan caligmada
deneklerin higbirinde yara yeri enfeksiyonu, fistiil, greft enfeksiyonu gézlenmemistir.

Birinci ay sonuglarinda deney gruplarinda kontrol grubuna nazaran
istatistiksel olarak anlamli derecede olumlu yeni kemiklesme orani gozlemlenmistir
(p<0.05). Mikrotomografi ve kan ALP degerleri bu donemde gruplar arasinda
anlamli farklilik gostermedi (p>0.05). BMP ile transfekte MKH uygulanan gruptaki
yeni olusan kemik alani ve total defekte orani, defektin bos birakildig1 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bicimde daha fazlaydi (p<0.05). otogreft
grubundaki yeni kemik alani ve bu alanin total defekt alanina orani bos birakilan
defekt grubuna goére anlamli bicimde fazlaydi (p<0.05). Bu donemde BMP ile
transfekte hiicre uygulanan grupla otogreft grubu karsilastirildiginda ise yeni kemik
alan1 ve orani otogreft grubunda daha fazlaydi (p<0.05).

Dordiincii ay sonuglarina bakildiginda kemiklesme oranmi agisindan otogreft
grubu anlamli derecede yeni kemiklesme gostermistir (p<0.05). BMP-2 transfekte
edilen grup otogreft kadar kemiklesme orani gostermese de diger gruplar igerisinde
en fazla yeni kemik olusumu bu grupta saptanmistir.

Calismanin sonuglarina goére yeni kemiklesme orant ve ALP degerleri
arasinda bir korelasyon goriilse de istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05).

Doku iskelesi (skafold) uygulanan gruplarda biyomalzemeye hafif ila orta
derecede bir doku yaniti oldugu saptanmistir. Biyomalzeme cevresinde lenfosit,
makrofaj ve yer yer yabanci cisim dev hiicreleri izlenmekle birlikte nekroza
rastlanmamuistir.

Gen ekspresyonu agisindan incelendiginde, bu ¢alismada kullanilan hBMP-2
geni iceren plazmidlerin primer hiicrelere aktarim yiizdesi paralel caligmalarda
yaklagik %15-20 oraninda bulunmustur. Bu transfeksiyon verimi her ne kadar diisiik
gibi goriinse de primer hiicreler ile yapilan benzer transfeksiyon c¢aligmalar1 ve

literatiir ile uyumludur.
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Kemige 6zgii bir protein olan OC geninin ifade diizeyleri 14. giinde otogreft
grubunda kontrole gore anlaml sekilde yiliksektir. BMP-2 transfekte hiicreli grupta
ve normal kemik stromal hiicre grubunda da OC gen ifadesi kontrole gore yiiksek
olsa da istatistiksel olarak anlamlilik kazanamamustir (p>0.05).

Yapilan calismalarda 14.giin Otogreft ve BMP2 transfekte hiicreli grupta
kontrole gore belirgin bir COL I ifadelenmesine ulasilmistir.

ALP geni tim gruplarda 7. giinde sonunda kontrole gére anlamli bir
ifadelenme gostermemistir. 14. giin sonunda ise otogreft ki bu grupta aktif
osteoblaslarin varligr unutulmamalidir ve BMP2 transfekte hiicreli grupta istatistiksel
olarak anlamli bir ifadelenme vardir (p<0.05). Bu elde edilen degerler Runx2* nin
ifade diizeyleriyle de korelasyon gostermektedir.

Calismada elde ettigimiz sonuglarda 7. glinde RUNX2 aktivitesine kontrole
gore anlamli olarak rastlanamamuistir (p>0.05). Fakat 14. giindeki RUNX2 ile iliskili
mRNA diizeylerinde kontrole gore artis meydana gelmistir. Bu artiglar Otogreft ve
Transfekte BMP-2 hiicreli grupta olduk¢a anlamlidir. Kemik stromal hiicre grubunda
da 14.glin sonunda kontrole gore belirli bir ifadelenme artis1 meydana gelse de; bu
art1s istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

Kalvaryal kemik defektlerinin onariminda BMP-2 transfeksiyonu yapilmis
scafoldun kullanim1 altin standart olan otogreft kullanimma yakin histolojik ve
radyolojik bulgular gostermistir. Doku miihendisligindeki geligsmeler 15151nda BMP-
2’nin yeni kemik olusumu {izerine olan etkilerini ortaya koymak icin kapsamli

arastirmalar ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. TARTISMA

Giliniimiizde her ne kadar kranial defektlerin onarilmasi i¢in belirli prensipler
ortaya konmusgsa da, kullanilacak materyal ve teknik konusunda, heniiz belirli bir
protokol saglanamamustir [9-11]. Giinlimiizde otogreft ile kemik defektinin tedavi
edilmesi, bu sorunun giderilmesi igin altin standart olarak kabul edilir, fakat her
greftleme yonteminde oldugu gibi otogreft yonteminde de belirli riskler vardir. Bu
yiizden son yillarda doku miihendisliginin insan viicuduna biyolojik olarak uyumlu
cesitli yapay iskeleler kurmasi nedeni ile giiniimiizde otojen kaynaklarin yerine artik
bu materyallerin kullanilmast ve tedavide yeni stratejilerin gelismesi giindeme
gelmistir [13, 14].

BMP-2 vyaralanan kemik kaynakli morfogenik proteindir. Mitojenik ve
donistiiriicti bir faktordiir. Mezansimal hiicrelerin kikirdak ve kemik hiicrelerine
farklilasmasina, ektopik kemik uyariminin artmasina neden oldugu ileri siiriilmiistiir
[10, 15]. Yapilan caligmalarda BMP-2 ‘nin kemik defekti onariminda yeni kemik
olusumunu hizlandirdig1 gosterilmistir. BMP-2 nin invivo ortamda hizla ¢oziindiigi
bilinmektedir transfeksiyon ile ortamda kalma stiresi uzatilirsa etkisi de daha fazla
olmaktadir [60, 61]. Bizde c¢alismamizda transfeksiyonun ortamdaki BMP-2
konsantrasyonunu arttiran 6zelliginden faydalanmak istedik. Elde ettigimiz histolojik
ve gen ekspresyonu analizleri bu amacimizi destekledi.

Gen ekspresyon ¢alismasimin 14. Giliniindeki yliksek gen ifadelenme
diizeyleri de BMP-2 nin membrandz kemik iyilesmesinde ilk 2 haftada yiliksek
diizeyde olmasi ile baglantili oldugu kanitlar nitelikteydi.

BMP-2 nin kok hiicre gogiine sebep oldugu bilindiginden [62, 63] ¢alismada
kok hiicre grubunun dahil edilmesi karsilagtirmali analiz i¢in anlamli oldugu
diisiiniildii ancak mezensimal kok hiicre grubu ile istatistiksel olarak anlamli kemik
lyilesmesi goriilse de tatminkar degildi.

Bizim calismamiza benzer olarak, Zhao, J ve arkadaglar1 kalvaryal defektlerin
onariminda BMP-2 yiiklenmis kitosan skafoldlar kullanmiglar ve invivo olarak yeni
kemik olusumunun hizlandigini bildirmislerdir [64].

Bizim ¢aligmamizda kullandigimiz transfeksiyon verimi %15 — 20 civarinda

oldugu gozlenmis literatiirdeki viral transfeksiyon verimliligi géze alindiginda diisiik
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oldugu diistiniilse de, viral kokenli transfeksiyonun konak iizerinde uzun dénemde
sekonder komplikasyon gelismesi riski tagidig1 goz ardi edilmemelidir.

Bir baska calismada kritik boyuttaki kraniyal defektlerin onariminda doku
miihendisligi kullanilarak kemik iligi kaynakli kok hiicreler kullanilmus, histolojik ve
biyokimyasal olarak yeni kemik gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir [65].

Notodihardjo ve arkadaslari yaptiklari deneysel bir ¢alismada rat kalvaryal
defekti onariminda BMP-2 nin kemik yapimina olan etkisini incelemisler ve sonugta
yeni kemik olusumu tizerine olumlu etkileri oldugunu bildirmislerdir [66].

Tan R. Ve arkadaslar1 kritik biiytikliikteki kalvaryal defektlerin onariminda
kontrollii bigimde BMP-2 saliniminin kemik iyilesmesi iizerine olumlu etkileri
oldugunu gostermislerdir [67] .

Vinci ve arkadaslar yaptiklar1 ¢alismada kalvaryal defekti olan on bireyin
otogreft ile kapatilmasindan sonra histolojik ve mikrotomografi ile degerlendirme
yapmuglardir. Literatiir ile uyumlu olarak altin standart olan otogreft kullaniminin
kemik olusumu ve onarimi {izerine olumlu etkileri oldugunu gostermislerdir [68].

Doku miihendisligi; temel olarak yapay bazi malzemeler ve hiicresel
bilesenlerden yararlanarak, hasar gormiis dokunun yerine yenisini olusturmayi
amagclar[69-71]. Bu anlamda: yapay aglar (matriksler), in vitro kosullarda elde edilen
hiicreler ve sistemik veya yerel diizenleyici farmakolojik ajanlar bu alanin asal
bilesenleridir.

Kim, J. Ve arkadaslar1 tavsan kalvaryal defekti modelinde tirozin derivesi
polikarbonat tabanli scafoldlar kullanimis ve BMP-2 yiikleyerek etkilerini
arastirdiklarinda, spontan iyilesmeye oranla biyolojik madde olsun veya olmasin
kullamlacak sentetik doku iskelelerinin kritik biyiikliikteki kalvaryal defektlerin
onariminda kullanilmasinin olumlu oldugunu bildirmislerdir [72].

Terella A ve arkadaglar1 yaptiklar1 deneysel ¢alismada kalvaryal defektlerin
onariminda polietilen glikol tabanli bir scafold kullanmiglar ve proteolitik
Ozelliginden dolayr bu yeni safoldun kemik onariminda {imit vaat -ettigini
bildirmislerdir.[73].

Jiang, Z e arkadaslar1 kemik iligi hiicrelerini tasimak amaci ile plateletten

zengin plazmayi scafold olarak kalvaryal kemik defekti onariminda kullanmislardir.
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Sonugta kullanilan scafoldun kalvaryal defektin iyilesmesi iizerine olumlu etkileri
oldugunu fakat kemik iligi hiicrelerini tasimada sinirli oldugunu bildirmislerdir [74].

Doku miihendisligi alaninda son yillarda yapilan ¢alismalarda, kok hiicreler
ve kemik iligi stromal hiicreleri 6nem kazanmustir [14]. Yiiksek ¢ogalma ve
farklilagma kapasitesine sahip bu hiicreler, embriyonik kok hiicreler ya da eriskinden
elde edilmis kok hiicreler olabilir.

Zou D ve arkadaslar1 deneysel olarak kalvaryal defekt onariminda kemik iligi
hiicrelerinin 6nemini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, kemik iligi hiicrelerinin anlamli
derecede yeni kemik olusumunu defekt alaninda vaskiilarizasyonu arttirdigini ve
kemigin mineral dansitesine olumlu katkilar1 oldugunu gostermislerdir[17, 75].

Yine literatiir incelendiginde otolog kemik iligi kok hiicrelerinin kalvaryal
defet onariminda olumlu etkileri oldugunu gdsteren bir ¢ok deneysel arastirma
mevcuttur [76-78].

Calismanin sonuglarina bakildiginda literatiir ile uyumlu olarak birinci ayda
kalvaryal defektlerdeki yeni kemiklesme orani histolojik olarak en fazla otogreft
grubunda gergeklesmistir[69, 79]. Doku uyumlulugu agisindan bu beklenen bir
sonuctur. Fakat Mikrotomografi ve kan ALP degerleri bu dénemde gruplar arasinda
anlamli farklilik géstermedi. Mikrotomografi ve ALP’1n degismemesi, ilk ayda kritik
boyuttaki defektin kemiklesmenin erken evresinde olmasi nedeniyle adi gegen
Olctimlerin anlamli degerlere ulasamadigi biciminde yorumlanabilir.

Dérdiincii ay sonuglarina bakildiginda BMP ile transfekte edilmis MKH’ler
histolojik ve tomografik olarak kalvariyal defektte iyilesme saglasa da, altin standart
olan otograft uygulamasinin diger gruplara gore daha ileri kemiklesme sagladig
sonucuna varildi.

Calismanin sonucglarina gore yeni kemiklesme orant ve ALP degerleri
arasinda bir korelasyon goriilse de istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05).

Kritik bliytikliikteki kalvaryal defekterin onarilmast esnasinda doku
iyilesmesini hizlandirmak ve defektin daha ¢abuk kapanmasini saglamak i¢in greft
kullanilmast uygun bir segenektir [1, 9, 80]. Doku miihendisligindeki pek ¢ok
gelisme sayesinde otogreftin kullanilamayacagi durumlarda, organizmaya en az

yabanci karakterde c¢esitli biyomalzemeler yiiklii tasiyicilar deneysel olarak
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arastirilmaktadir  [35]. Calismamizda kemik stromal hiicreleri ve BMP-2
kullanilmigtir. BMP-2 nin kemik iyilesmesi iizerine olumlu etkileri oldugu histolojik
ve radyolojik olarak gosterilmistir. Kalvaryal defekt hasralarinda BMP-2 tranfekte
edilmis kemik stromal hiicre doku iskelesinin etkilerini ayrintili olarak ortaya

konmasi i¢in klinik ve deneysel bagka calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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