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Amag: Bu deneysel ¢alismanin amaci hidroksiapatit (HA) seramik bloklarina mezenkimal kok
hiicre, vaskiiler pedikiil ve hiperbarik oksijen tedavisi (HBOT) uygulanarak, sicanlarda vaskiila-
rize kemik prefabrikasyonunun gerceklestirilmesidir.

Cahisma plani: Calismada 45 adet erkek Sprague-Dawley sican, her birinde 15 sican olan ii¢
gruba ayrildi. Tiim gruplarda HA seramikleri yiizeyel inferior epigastrik arter ve ven ile pedikiil-
ize edildi. Grup 2°de HA seramiklerinin i¢cine mezenkimal kok hiicre implantasyonu yapildi.
Grup 3’te ise hem mezenkimal kok hiicre hem de HBOT uygulandi. Yeni kemik olusumu ve neo-
vaskiilarizasyon varlig1 ve derecesi radyolojik, mikroanjiografik, sintigrafik, biyokimyasal ve
histomorfometrik yontemler ile degerlendirildi.

Sonuclar: Neovaskiilarizasyon ve yeni kemik olusumu en fazla, mezenkimal kok hiicre implan-
tasyonu yapilan ve takiben HBOT uygulanan Grup 3’te goriildii.

Cikarmmlar: HBOT, neovaskiilarizasyon ve yeni kemik olusumunu artirir, bu nedenle vaskiile-
rize kemik greftlerinin optimal ve hizli kemik prefabrikasyonunu saglayabilir.

Anahtar sozciikler: Hidroksiapatit seramik; hiperbarik oksijen tedavisi; kemik greftleme; sican.

Kemik defektleri genellikle siddetli travmalar so-
nucu ortaya ¢ikarken enfeksiyon, tiimor ya da konje-
nital nedenlere bagli olarak da meydana gelebilmek-
tedir. Kemik defektlerinin tedavisinde giiniimiizde
siklikla otojen kemik greftleri ve vaskiilarize kemik
flepleri kullanilmaktadir."™

Kemik defektlerinin onariminda otogreftler etkin
bir ¢oziim olmakla beraber otogreftin elde edilmesi

ek morbidite ve komplikasyonlara neden olmakta-
dir.™ Allogreftler ise enfeksiyon hastaliklarini tagi-
ma riskine sahiptir ve bunu 6nlemek i¢in uygulanan
sterilizasyon iglemleri allogreftlerin biyolojik 6zel-
liklerini olumsuz yonde etkilemektedir.”® Bu neden-
le giiniimiizde otogreftlere ve allogreftlere alternatif
olarak demineralize kemik matriksleri, biyoaktif
camlar ve seramikler gibi ek morbiditeye neden ol-
mayan biyomalzemeler iiretilmistir."”
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Ug boyutlu kemik dokusunun yapisinin saglan-
mast i¢in osteoblastlarin iizerine tutunabilecekleri ve
prolifere olabilecekleri bir iskelet sistemi yani hiicre
tastyicist gereklidir. Bu iskelet sistemleri icinde ke-
mik prefabrikasyonu icin en popiiler olan sistem hid-
roksiapatit (HA) seramikleridir. HA seramiklerinin
biyouyumlu olmalari, kok hiicrelerin yapismasina ve
prolifere olmasina olanak saglamalari ve vaskiiler
yapilarin igceriye dogru ilerlemesini saglayan poroz
yap1 icermeleri ¢ok onemlidir. HA seramiklerinde
porozitenin %90’dan fazla olmasi ve bu gozenekle-
rin birbiriyle temas halinde olmasi, HA seramikleri-
nin kemik prefabrikasyonu i¢in en cok tercih edilen
biyomalzeme olmasini saglamaktadir.”"” HA blo-
gundaki porlarin genigligi 100-500 pm arasinda de-
gismektedir."""

Literatiirde kemik prefabrikasyonu ve prelami-
nasyonu ile ilgili bircok deneysel ve klinik ¢alisma
mevcuttur. Bu ¢alismalarda kemik prefabrikasyonu
icin intrensik faktor olarak biiyiime faktorleri ve si-
tokinler kullanilmigtir."*"* Ekstrensik bir faktor olan
hiperbarik oksijen tedavisinin etkilerinin incelendigi
deneysel bir calisma ise mevcut degildir. Bu ¢alis-
manin amact, hiperbarik oksijen tedavisinin (HBOT)
kemik prefabrikasyonu iizerindeki etkilerini incele-
mektir.

Gerec ve yontem

Bu ¢alismanin birinci agamasinda biyouyumlu ve
biyoesdeger bir biyomalzeme olan HA seramik
bloklarina sekil verilerek (Pro Osteon 500 Porous
Bone Graft Substitute, Interpore Cross International,
Irvine, CA, ABD) (Sekil 1) 0.8 cm uzunlugunda ve
0.6 cm genigliginde 45 adet silindir blok elde edildi

ve bu bloklarin iginde 2 mm capinda bir tiinel olus-
turuldu (Sekil 2).

Calismanin ikinci agsamasinda ise si¢anlarm her
iki femurundan aspire edilen mezenkimal kok hiicre-
ler, 37°C’de 100 pgr/mL penisilin ve 25 pgr/mL
gentamisin bulunan ortamda kiiltiire edildi. Takiben
14. giinde kiiltiire edilmis olan mezenkimal kok hiic-
reler tripsinojen ile ayrigtirildi ve mililitrede 3x10°
kok hiicre olacak sekilde resiispanse edildi."

Calismanin iigiincii asamasinda ise bloklar halin-
de hazirlanmis olan her bir HA blogunun i¢ine kiiltii-
re edilmis olan mezenkimal kok hiicre (5x10° hiic-
re/mL) ekimi yapildi. Mezenkimal kok hiicrelerin os-
teojenik farklilasmas: icin gerekli olan soliisyon
[deksametazon (0.1 pm), sodyum beta gliserofosfat
(10 mM), vitamin C fosfat (80 pgr/mL)] hazirlan-
di."*""HA bloklar1 bu soliisyon i¢inde 2 giin bekletil-
di. Takiben, her birinde 15 adet Sprague-Dawley si-
can olacak sekilde rastgele ii¢c denek grubu olusturul-
du. Tiim gruplarda, HA seramikleri, tiinellerinden
ylizeyel inferior epigastrik arter ve ven gecirilerek
pedikiilize edildi. Grup 2’de hidroksiapatit seramik-
lerinin i¢ine mezenkimal kok hiicre implantasyonu
yapildi. Grup 3’te HA seramiklerine mezenkimal kok
hiicre implantasyonu yapildiktan sonra, deneysel ca-
Iismalar icin tasarlanmig hiperbarik oksijen tanki ile
deneklere HBOT uygulamasi gerceklestirildi (Sekil
3). Bu gruptaki sicanlara operasyon giiniinden itiba-
ren 2.5 ATA'da (1 ATA=1 Atmosfer absolut=760
mmHg) %100 oksijen, 10 dakikalik iki hava molasi
ile 90 dakikalik seanslar uygulandi. Bu tedavi proto-
kolii, operasyon giinii ve postoperatif 2 giin boyunca
giinde dort seans olarak uygulandi ve daha sonra giin-
de iki seans halinde 7 giin boyunca uygulandi.

Sekil 1. Hidroksiapatit seramik blogu.

Sekil 2. Hidroksiapatit seramik blogunda olusturulan 2
mm capindaki tiinel.
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Sekil 3. Hiperbarik oksijen tanki.

Cerrahi islem

Cerrahi girisim asamasinda sicanlarin yiizeyel in-
ferior epigastrik arter ve venine ulagsmak i¢in insiz-
yon yapilacak olan alt ekstremite 6n yiiziindeki tiiy-
ler tirag makinesi ile kesilerek cerrahi alan hazirlan-
di. Sol uyluk 6n yiiziinden yapilan transvers insiz-
yonla eksplorasyon saglanarak kiint ve keskin dis-
seksiyonlarla yiizeyel inferior epigastrik arter ve ve-
ne ulasildi (Sekil 4). Yiizeyel epigastrik arter ve ven
HA blogunun igindeki tiinelden gegirildi (Sekil 5).
Takiben pedikiilize edilmis olan HA bloklar1 olustu-
rulan subkutandz pos igine yerlestirildi.

Cerrahi iglemin ikinci agamasi ise tiim gruplarda
2 hafta sonra gerceklestirildi. Insizyon hatt: yeniden
acildiktan sonra HA bloklarma ulasildi ve tiim grup-
lardaki HA bloklarinin etrafi, ¢cevre dokudan vaskii-
ler invazyonun 6nlenmesi icin silikon ile sarildi. in-
sizyon hatt1 siitiire edildikten sonra pansuman yapi-
larak cerrahi islem sonlandirildi.

Degerlendirme yontemleri

Mikroanjiografi

Tiim gruplardaki neovaskiilarizasyonun deger-
lendirilmesi i¢in 30. giinde her gruptan bes sicana
mikroanjiografi yapildi. Oblik sol servikal insizyon
ile girilerek, deneklerin sol karotid arterleri agiga ¢1-
karildi. Distal segmenti baglanarak, proksimali 20 G
epidural kateter ile kaniile edildi ve 1 mL (5000 IU)
heparin (Nevparin 5000 IU/mL, Mustafa Nevzat Ilac
Sanayii A.S., Istanbul, Tiirkiye) enjekte edildi. Lak-
tatli ringer (75 mL), baryum siilfat (20 mL) ve sigir

Sekil 4. Yuzeyel epigastrik arter ve ven.

jelatini (%5) ile hazirlanan soliisyon 36°C’ye kadar
isitilarak 15 dakika sonra diisiik basing teknigi ile
kateterden infiize edildi. Infiizyonun tamamlanma-
sindan sonra, siganlar +4°C’de buzdolabinda bekle-
tildi. Oniki saat sonra mamografi cihazinda 23 KV,
12 mAS dozunda radyografiler ¢ekildi.

Sintigrafi
Tim gruplardaki HA bloklarinda neovaskiilari-
zasyon ve osteoblastik aktivitenin degerlendirilmesi

icin kemik sintigrafisi uygulandi. Radyofarmasotik
ajan olarak Teknesyum (Tc) 99m ile isaretli metilen

Sekil 5. Yizeyel epigastrik arter ve venin hidroksiapatit
blogunun igindeki tinelden gegirilmesi.
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difosfonat (*"Tc MDP) kullanildi. Tiim gruplara 30.
giinde 2 mikrokiiri “"Tc MDP siganlarin sol juguler
veninden infiize edildi ve takiben 2. saatte spot go-
riintli alindi. Statik goriintiiler 256x256 matriks bii-
yiitme ile 5 dakika siireyle cekildi. HA bloklarinin
blastik aktivitesi ilgi alani ¢izilerek olciildii ve elde
edilen degerler simetrik sag uyluk bolgesinden elde
edilen sayim degerleri ile karsilastirildi.

Biyokimyasal analiz

Tiim gruplardaki HA bloklarinda 45. giinde oste-
okalsin ve alkalen fosfataz seviyeleri dlciildii. Alkalen
fosfataz aktivitesi p-nitrofenil fosfat kullanilarak, os-
teokalsin aktivitesi ise Sephadex G-25 kolon (NAP-
25 kolon, Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsa-
la, Isvec) ve %10 formik asit kullanilarak olciildii."”

Histolojik inceleme

Tiim gruplardan 45. giinde doku 6rneklerin alin-
masini takiben, doku 6rnekleri %10’luk formalin ile
+4°C’de 24 saat bekletilerek fikse edildi. Takiben
distile su ile doku ornekleri yikandi ve nitrik asitte
72 saat bekletilerek dekalsifiye edildi. Dekalsifikas-
yon igleminden sonra alinan kemik 6rnekleri ayr1 ay-
11 parafin bloga gomiilerek 5 mikrometrelik kesitler
alindi. Patolojik kesitler hematoksilen-eozin (H-E)
ile boyanarak 1s1k mikroskobu altinda x10 biiyiitme
ile incelendi.

Istatistik degerlendirme

Calisma gruplarinm karsilastinnlmasinda Mann-
Whitney U testi kullanildi. Tiim degerler SPSS 10.0

(SPSS Inc, Chicago, IL, ABD) paket programi kulla-
nilarak elde edildi. Denek sayisinin her grupta sinirl
olmasi ve hata riskinin mevcut olmasi nedeniyle, be-
lirlenen oOlctim sonuglart igcin her grupta ortalama,
standart sapma, carpiklik ve basiklik degerleri hesap-
land1. Boylece sinirli denek sayist ile yapilan Mann-
Whitney U testinin giivenilirligi kontrol edildi.

Sonuclar

Mikroanjiografi

Yapilan mikroanjiografi sonucunda tiim gruplar-
daki neovaskiilarizasyonun derecesi degerlendirildi.
Grup 1’de bulunan HA seramiklerinde neovaskiilari-
zasyon izlenmezken Grup 2’ye ait HA seramikleri-
nin sadece merkezinde neovaskiilarizasyonun oldu-
gu goriildii. Grup 3’e ait HA seramiklerinde ise, HA
seramiginin merkezinden baslayip seramigin perife-
rine kadar uzanan neovaskiilarizasyonun mevcut ol-
dugu izlendi. Sonug olarak en fazla neovaskiilarizas-
yonun Grup 3’te gerceklestigi goriildii (Sekil 6).

Sintigrafi

Kemik sintigrafisinin kantitatif degerlendirilme-
sinde her gruptaki HA ile simetrigi olan yumusak
dokudaki radyoaktivite tutulumu birbiriyle oranlandi
ve ii¢ grubun ortalama degerleri alindi. Sintigrafi so-
nucunda mezenkimal kok hiicre ekimi yapilmayan
Grup 1’de radyoaktivite saptanmazken, Grup 2 ve
3’te radyoaktivite saptandi. Grup 3’teki radyoaktivi-
te tutulumunun Grup 1 ve 2’ye gore anlamli olarak
yiiksek oldugu bulundu (p<0.05) (Tablo 1).

G!Ip 1

Grup 2

Grup 3

Sekil 6. (a-c) Mikroanjiografide neovaskdlarizasyonun derecesi.
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Biyokimyasal analiz

HA bloklarinda ortalama osteokalsin ve alkalen
fosfataz seviyeleri Grup 3’te Grup 1 ve 2’ye gore an-
lamli olarak yiiksekti (p<0.05) (Tablo 2).

Histolojik degerlendirme

Histolojik degerlendirme sonucunda en fazla ke-
mik formasyonunun ve neovaskiilarizasyonun Grup
3’te oldugu goriildii (Sekil 7).

Tartisma

Doku miihendisligi, hasara ugramig dokularin
onarilmasi veya degistirilmesi amaciyla yeni biyolo-
jik esdegerlerin gelistirilmesini saglayan bir biyotek-
noloji alanidir. Doku miihendisligi konusunda bugii-
ne kadar yapilan ¢alismalar gelecek i¢in umut ver-
mektedir. Ozellikle organ ya da doku transplantas-
yonunun tek tedavi se¢enegini olusturdugu hastalik-
larda uygun donoriin ya da dondr alaninin temin
edilmesi tedavideki en biiyiik zorluk olarak karsimi-
za ¢ikmaktadir. Bu nedenle doku miihendisliginde
yapilmakta olan doku prefabrikasyonlari son yillar-
da biiyiik ilgi cekmektedir.

Doku miihendisligindeki temel yapi kok hiicre-
dir. Kok hiicreler, boliinerek kendini yenileyen,
Ozellesmis gorev yapan dokulart olusturan ve farkli-
lagma 6zelligi tasiyan hiicrelerdir. Kemik iligi, tiim
kan hiicrelerinin gelisimi i¢in kok hiicre gorevi go-
ren hemopoetik kok hiicrelerin yani sira, in vivo ve
in vitro olarak kas, yag, kikirdak, kemik dokular1 gi-
bi bag dokular1 olusturma yetenegi olan ve kemik ili-
§i stromasinda bulunan mezenkimal kok hiicreleri

Tablo 1

Sintigrafide radyoaktivite tutulum oranlar1 (Ort.)

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Radyoaktivite 100 4300 22400

tutulum oran1 (pbs)

Grup 1 ile Grup 2; Grup 1 ile Grup 3 ve Grup 2 ile Grup 3 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.05); pbs: piksel basina
sayim.

Tablo 2

Alkalen fosfataz ve osteokalsin seviyeleri (Ort.)

Grupl Grup2  Grup3
Alkalen fosfataz (U/L) 0 600 950
Osteokalsin (Ng/mL) 0 34 42

Grup 1 ile Grup 2; Grup 1 ile Grup 3 ve Grup 2 ile Grup 3 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.05).

icermektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin ana kay-
nagt kemik iligi olmakla beraber bircok dokudan
izole edilebilecegi bilinmektedir. Bu dokularin bag-
licalar kas, kemik, kikirdak, yag, karaciger, kordon
kani, periferal kan ve fetal kemik iligidir. Erigkin
kok hiicrelerin fizyolojik islevi doku hemostazini
saglamak ve doku hasarindan sonra rejenerasyonu
gerceklestirmektir. Bu hiicrelerin bulunduklar1 doku
ve organlarda kiiciik hasarlarin giderilmesinde rol
oynadig1 ve in vitro kosullarda adipojenik, kondroje-

Sekil 7. (a-c) Kemik olusumunun ve neovaskilarizasyonun histopatolojik gériniima
(H-E x10).
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nik, miyojenik ve osteojenik hiicreler gibi bir¢ok de-
gisik hiicre tiplerine doniigebilece8i gosterilmistir.
Ancak farkli tipteki kok hiicrelerin ve progenitor
hiicrelerin degisimlerinin detaylar1 hala tam olarak
bilinmemektedir.""*"

Giinlimiizde arastirmacilar organ naklinin yerini
alabilecek ve organ nakli olanagi olmayan hastalar
icin kullanilabilecek kok hiicre tedavisi ile ilgili ¢a-
lismalar yapmaktadirlar. Yapilan bu calismalar so-
nucunda kok hiicrelerinin uygun sartlarda kemik ve
sinir dokusu hasari bulunan alanlara implante edildi-
ginde, bu hasar alanlarini onarabilecegi gosterilmis-
tir. Ayrica, deney hayvanlarindan elde edilen kemik
iligi hiicrelerinin in vitro ortamda uygun sartlar sag-
landiginda proliferasyon ve farklilasma gosterdigi de
ispatlanmigtir.” ™' Giiniimiizde uygulanan bir¢cok
cerrahi yonteme ragmen kemik defektlerinin onarimi
bir sorun olarak devam etmektedir. Bu yiizden ke-
mik defektlerinin tedavisinde kiiltiir osteoblast hiic-
relerinin kullanimi giderek artmaktadir.

Hiperbarik oksijenizasyonun iki temel etkisi var-
dir. Bunlarin ilki viicut icindeki gazlar iizerine olan
mekanik etkisi, digeri ise kanda parsiyel oksijen ba-
sincimi artirmasidir. Ancak, HBOT'nin etkilerinden
biri de ilk 72 saat siireyle bir vazokonstriksiyona ne-
**#1 Ancak takip eden saatlerde bu et-
kiye tepki olarak meydana gelen neovaskiilarizasyo-
nun hizi ve miktart artmaktadir. HBOT uygulamasi
altinda ise viicudun gereksinimlerini tek basina kar-
silayabilecek miktardaki oksijenin plazmada ¢o6ziin-
mesini saglamak miimkiindiir. HBOT uygulamasini
takiben plazmadaki ¢6ziinmiis oksijen oranit %6’y1
gectiginde oksihemoglobin arteriyel sistemden ve-
noz sisteme defisime ugramadan gecmektedir. Bu
sayede plazma normal kanlanan dokularin ihtiyagla-
rim1 fazlasiyla karsiladigi gibi kanlanmasi azalmig
dokular i¢in de yeterli oksijen tagima kapasitesine
ulagmis olmaktadir.

den olmasidir.'

Alkalen fosfataz aktivitesi ve osteokalsin seviye-
leri kemik prefabrikasyonunun degerlendirilmesini
saglayan en 6nemli iki biyokimyasal komponenttir.”™”
Alkalen fosfataz osteoblastin hiicre membraninda yer
almaktadir ve osteoblastin direkt aktivitesiyle kore-
lasyon gostermektedir. Osteokalsin osteoblastlar ta-
rafindan sentez edilmektedir ve kemik dokusunun
varligint gosteren en dnemli komponenttir. Calisma-

mizda en yiiksek alkalen fosfataz ve osteokalsin sevi-
yesinin HBOT uygulanan ve pedikiilize edilmis olan
denek grubunda oldugu gosterilmistir.

Calismamizda kok hiicrelerin implante edilecegi
tasiyici iskelet olarak HA seramiklerini secmemizin
nedeni HA seramiklerinin biyouyumlu olmast, oste-
okondiiktif olmasi ve klinik olarak kabul edilebilir
bir siirede polimerize olmasidir. HA seramiklerinin
icine implante edilen kok hiicrelerinin canli kalabil-
mesi ve prolifere olabilmesi i¢in de hiicre tasiyicisi
iskeletin vaskiilarizasyonu gereklidir. Bu nedenle
yeni vaskiiler yapilarin olusmasi ve tasiyici iskeletin
i¢ tarafina kadar bu vaskiiler yapilarin ulagabilmele-
ri i¢in vaskiiler pedikiil olarak inferior yiizeyel epi-
gastrik arter ve ven tercih edilmistir.

Kemik prefabrikasyonunda karsilagilan sorunlar-
dan en 6nemlisi, vaskiilarizasyonun hem ge¢ donem-
de olusmas1 hem de yetersiz olmasidir. Biz bu calis-
mamizda farkli dokularda neovaskiilarizasyon po-
tansiyeli gosterilmis olan HBOT nin kemik prefabri-
kasyonu konusunda ne derece etkili olacagini aras-
tirdik. Mekanik etkisi ve oksijen ¢oziiniirliigiinii ar-
tiricr etkisine ek olarak HBOT, kapiller proliferasyo-
nun artirilmasi ve hizlandirilmas: gibi ikincil etkile-
re de sahiptir. Bu deneysel ¢calismada HBOT ’nin ke-
mik prefabrikasyonunda olumlu etkisi oldugu goste-
rilmistir.

Sonug olarak, HA seramiklerine mezenkimal kok
hiicre implantasyonu ve seramiklerin pedikiilize edil-
mesi ile olusturulan kemik prefabrikasyonunda,
HBOT erken ve artmus vaskiilarite saglamaktadir. Bu
nedenle, HBOT kemik prefabrikasyonu uygulamala-
rinda olumlu bir uyarici faktor olarak tedavi protoko-
liine eklenebilir.
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