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Amaç: Bu deneysel çal›flman›n amac› hidroksiapatit (HA) seramik bloklar›na mezenkimal kök
hücre, vasküler pedikül ve hiperbarik oksijen tedavisi (HBOT) uygulanarak, s›çanlarda vasküla-
rize kemik prefabrikasyonunun gerçeklefltirilmesidir.
Çal›flma plan›: Çal›flmada 45 adet erkek Sprague-Dawley s›çan, her birinde 15 s›çan olan üç
gruba ayr›ld›. Tüm gruplarda HA seramikleri yüzeyel inferior epigastrik arter ve ven ile pedikül-
ize edildi. Grup 2’de HA seramiklerinin içine mezenkimal kök hücre implantasyonu yap›ld›.
Grup 3’te ise hem mezenkimal kök hücre hem de HBOT uyguland›. Yeni kemik oluflumu ve neo-
vaskülarizasyon varl›¤› ve derecesi radyolojik, mikroanjiografik, sintigrafik, biyokimyasal ve
histomorfometrik yöntemler ile de¤erlendirildi.  
Sonuçlar: Neovaskülarizasyon ve yeni kemik oluflumu en fazla, mezenkimal kök hücre implan-
tasyonu yap›lan ve takiben HBOT uygulanan Grup 3’te görüldü. 
Ç›kar›mlar: HBOT, neovaskülarizasyon ve yeni kemik oluflumunu art›r›r, bu nedenle vasküle-
rize kemik greftlerinin optimal ve h›zl› kemik prefabrikasyonunu sa¤layabilir.  
Anahtar sözcükler: Hidroksiapatit seramik; hiperbarik oksijen tedavisi; kemik greftleme; s›çan.

Yaz›flma adresi: Dr. Celalettin Sever. GATA Haydarpafla E¤itim Hastanesi, Plastik ve Rekonstrüktif Cerrahi Servisi. Selimiye Mah. T›bbiye Cad.
34668 Kad›köy, ‹stanbul. Tel: 0216 - 542 26 56   e-posta: drcsever@hotmail.com
Baflvuru tarihi: 06.09.2009 Kabul tarihi: 09.07.2010
©2010 Türk Ortopedi ve Travmatoloji Derne¤i

Kemik defektleri genellikle fliddetli travmalar so-
nucu ortaya ç›karken enfeksiyon, tümör ya da konje-
nital nedenlere ba¤l› olarak da meydana gelebilmek-
tedir. Kemik defektlerinin tedavisinde günümüzde
s›kl›kla otojen kemik greftleri ve vaskülarize kemik
flepleri kullan›lmaktad›r.[1-3]

Kemik defektlerinin onar›m›nda otogreftler etkin
bir çözüm olmakla beraber otogreftin elde edilmesi

ek morbidite ve komplikasyonlara neden olmakta-
d›r.[4] Allogreftler ise enfeksiyon hastal›klar›n› tafl›-
ma riskine sahiptir ve bunu önlemek için uygulanan
sterilizasyon ifllemleri allogreftlerin biyolojik özel-
liklerini olumsuz yönde etkilemektedir.[5,6] Bu neden-
le günümüzde otogreftlere ve allogreftlere alternatif
olarak demineralize kemik matriksleri, biyoaktif
camlar ve seramikler gibi ek morbiditeye neden ol-
mayan biyomalzemeler üretilmifltir.[1,2]



Üç boyutlu kemik dokusunun yap›s›n›n sa¤lan-
mas› için osteoblastlar›n üzerine tutunabilecekleri ve
prolifere olabilecekleri bir iskelet sistemi yani hücre
tafl›y›c›s› gereklidir. Bu iskelet sistemleri içinde ke-
mik prefabrikasyonu için en popüler olan sistem hid-
roksiapatit (HA) seramikleridir. HA seramiklerinin
biyouyumlu olmalar›, kök hücrelerin yap›flmas›na ve
prolifere olmas›na olanak sa¤lamalar› ve vasküler
yap›lar›n içeriye do¤ru ilerlemesini sa¤layan poröz
yap› içermeleri çok önemlidir. HA seramiklerinde
porözitenin %90’dan fazla olmas› ve bu gözenekle-
rin birbiriyle temas halinde olmas›, HA seramikleri-
nin kemik prefabrikasyonu için en çok tercih edilen
biyomalzeme olmas›n› sa¤lamaktad›r.[7-10] HA blo-
¤undaki porlar›n geniflli¤i 100-500 μm aras›nda de-
¤iflmektedir.[11,12]

Literatürde kemik prefabrikasyonu ve prelami-
nasyonu ile ilgili birçok deneysel ve klinik çal›flma
mevcuttur. Bu çal›flmalarda kemik prefabrikasyonu
için intrensik faktör olarak büyüme faktörleri ve si-
tokinler kullan›lm›flt›r.[13,14] Ekstrensik bir faktör olan
hiperbarik oksijen tedavisinin etkilerinin incelendi¤i
deneysel bir çal›flma ise mevcut de¤ildir. Bu çal›fl-
man›n amac›, hiperbarik oksijen tedavisinin (HBOT)
kemik prefabrikasyonu üzerindeki etkilerini incele-
mektir.

Gereç ve yöntem

Bu çal›flman›n birinci aflamas›nda biyouyumlu ve
biyoeflde¤er bir biyomalzeme olan HA seramik
bloklar›na flekil verilerek (Pro Osteon 500 Porous
Bone Graft Substitute, Interpore Cross International,
Irvine, CA, ABD) (fiekil 1) 0.8 cm uzunlu¤unda ve
0.6 cm geniflli¤inde 45 adet silindir blok elde edildi

ve bu bloklar›n içinde 2 mm çap›nda bir tünel olufl-
turuldu (fiekil 2).

Çal›flman›n ikinci aflamas›nda ise s›çanlar›n her
iki femurundan aspire edilen mezenkimal kök hücre-
ler, 37°C’de 100 μgr/mL penisilin ve 25 μgr/mL
gentamisin bulunan ortamda kültüre edildi. Takiben
14. günde kültüre edilmifl olan mezenkimal kök hüc-
reler tripsinojen ile ayr›flt›r›ld› ve mililitrede 3x106

kök hücre olacak flekilde resüspanse edildi.[15]

Çal›flman›n üçüncü aflamas›nda ise bloklar halin-
de haz›rlanm›fl olan her bir HA blo¤unun içine kültü-
re edilmifl olan mezenkimal kök hücre (5x106 hüc-
re/mL) ekimi yap›ld›. Mezenkimal kök hücrelerin os-
teojenik farkl›laflmas› için gerekli olan solüsyon
[deksametazon (0.1 μm), sodyum beta gliserofosfat
(10 mM), vitamin C fosfat (80 μgr/mL)] haz›rlan-
d›.[16,17] HA bloklar› bu solüsyon içinde 2 gün bekletil-
di. Takiben, her birinde 15 adet Sprague-Dawley s›-
çan olacak flekilde rastgele üç denek grubu oluflturul-
du. Tüm gruplarda, HA seramikleri, tünellerinden
yüzeyel inferior epigastrik arter ve ven geçirilerek
pedikülize edildi. Grup 2’de hidroksiapatit seramik-
lerinin içine mezenkimal kök hücre implantasyonu
yap›ld›. Grup 3’te HA seramiklerine mezenkimal kök
hücre implantasyonu yap›ld›ktan sonra, deneysel ça-
l›flmalar için tasarlanm›fl hiperbarik oksijen tank› ile
deneklere HBOT uygulamas› gerçeklefltirildi (fiekil
3). Bu gruptaki s›çanlara operasyon gününden itiba-
ren 2.5 ATA'da (1 ATA=1 Atmosfer absolut=760
mmHg) %100 oksijen, 10 dakikal›k iki hava molas›
ile 90 dakikal›k seanslar uyguland›. Bu tedavi proto-
kolü, operasyon günü ve postoperatif 2 gün boyunca
günde dört seans olarak uyguland› ve daha sonra gün-
de iki seans halinde 7 gün boyunca uyguland›.
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fiekil 1. Hidroksiapatit seramik blo¤u. fiekil 2. Hidroksiapatit seramik blo¤unda oluflturulan 2
mm çap›ndaki tünel.



Cerrahi ifllem

Cerrahi giriflim aflamas›nda s›çanlar›n yüzeyel in-
ferior epigastrik arter ve venine ulaflmak için insiz-
yon yap›lacak olan alt ekstremite ön yüzündeki tüy-
ler t›rafl makinesi ile kesilerek cerrahi alan haz›rlan-
d›. Sol uyluk ön yüzünden yap›lan transvers insiz-
yonla eksplorasyon sa¤lanarak künt ve keskin dis-
seksiyonlarla yüzeyel inferior epigastrik arter ve ve-
ne ulafl›ld› (fiekil 4). Yüzeyel epigastrik arter ve ven
HA blo¤unun içindeki tünelden geçirildi (fiekil 5).
Takiben pedikülize edilmifl olan HA bloklar› olufltu-
rulan subkutanöz pofl içine yerlefltirildi.

Cerrahi ifllemin ikinci aflamas› ise tüm gruplarda
2 hafta sonra gerçeklefltirildi. ‹nsizyon hatt› yeniden
aç›ld›ktan sonra HA bloklar›na ulafl›ld› ve tüm grup-
lardaki HA bloklar›n›n etraf›, çevre dokudan vaskü-
ler invazyonun önlenmesi için silikon ile sar›ld›. ‹n-
sizyon hatt› sütüre edildikten sonra pansuman yap›-
larak cerrahi ifllem sonland›r›ld›.

De¤erlendirme yöntemleri

Mikroanjiografi

Tüm gruplardaki neovaskülarizasyonun de¤er-
lendirilmesi için 30. günde her gruptan befl s›çana
mikroanjiografi yap›ld›. Oblik sol servikal insizyon
ile girilerek, deneklerin sol karotid arterleri aç›¤a ç›-
kar›ld›. Distal segmenti ba¤lanarak, proksimali 20 G
epidural kateter ile kanüle edildi ve 1 mL (5000 IU)
heparin (Nevparin 5000 IU/mL, Mustafa Nevzat ‹laç
Sanayii A.fi., ‹stanbul, Türkiye) enjekte edildi. Lak-
tatl› ringer (75 mL), baryum sülfat (20 mL) ve s›¤›r

jelatini (%5) ile haz›rlanan solüsyon 36°C’ye kadar
›s›t›larak 15 dakika sonra düflük bas›nç tekni¤i ile
kateterden infüze edildi. ‹nfüzyonun tamamlanma-
s›ndan sonra, s›çanlar +4°C’de buzdolab›nda bekle-
tildi. Oniki saat sonra mamografi cihaz›nda 23 KV,
12 mAS dozunda radyografiler çekildi. 

Sintigrafi

Tüm gruplardaki HA bloklar›nda neovaskülari-
zasyon ve osteoblastik aktivitenin de¤erlendirilmesi
için kemik sintigrafisi uyguland›. Radyofarmasötik
ajan olarak Teknesyum (Tc) 99m ile iflaretli metilen
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fiekil 3. Hiperbarik oksijen tank›. fiekil 4. Yüzeyel epigastrik arter ve ven.

fiekil 5. Yüzeyel epigastrik arter ve venin hidroksiapatit
blo¤unun içindeki tünelden geçirilmesi.



difosfonat (99mTc MDP) kullan›ld›. Tüm gruplara 30.
günde 2 mikroküri 99mTc MDP s›çanlar›n sol juguler
veninden infüze edildi ve takiben 2. saatte spot gö-
rüntü al›nd›. Statik görüntüler 256x256 matriks bü-
yütme ile 5 dakika süreyle çekildi. HA bloklar›n›n
blastik aktivitesi ilgi alan› çizilerek ölçüldü ve elde
edilen de¤erler simetrik sa¤ uyluk bölgesinden elde
edilen say›m de¤erleri ile karfl›laflt›r›ld›.

Biyokimyasal analiz

Tüm gruplardaki HA bloklar›nda 45. günde oste-
okalsin ve alkalen fosfataz seviyeleri ölçüldü. Alkalen
fosfataz aktivitesi p-nitrofenil fosfat kullan›larak, os-
teokalsin aktivitesi ise Sephadex G-25 kolon (NAP-
25 kolon, Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsa-
la, ‹sveç) ve %10 formik asit kullan›larak ölçüldü.[16]

Histolojik inceleme

Tüm gruplardan 45. günde doku örneklerin al›n-
mas›n› takiben, doku örnekleri %10’luk formalin ile
+4°C’de 24 saat bekletilerek fikse edildi. Takiben
distile su ile doku örnekleri y›kand› ve nitrik asitte
72 saat bekletilerek dekalsifiye edildi. Dekalsifikas-
yon iflleminden sonra al›nan kemik örnekleri ayr› ay-
r› parafin blo¤a gömülerek 5 mikrometrelik kesitler
al›nd›. Patolojik kesitler hematoksilen-eozin (H-E)
ile boyanarak ›fl›k mikroskobu alt›nda x10 büyütme
ile incelendi.

‹statistik de¤erlendirme
Çal›flma gruplar›n›n karfl›laflt›r›lmas›nda Mann-

Whitney U testi kullan›ld›. Tüm de¤erler SPSS 10.0

(SPSS Inc, Chicago, IL, ABD) paket program› kulla-
n›larak elde edildi. Denek say›s›n›n her grupta s›n›rl›
olmas› ve hata riskinin mevcut olmas› nedeniyle, be-
lirlenen ölçüm sonuçlar› için her grupta ortalama,
standart sapma, çarp›kl›k ve bas›kl›k de¤erleri hesap-
land›. Böylece s›n›rl› denek say›s› ile yap›lan Mann-
Whitney U testinin güvenilirli¤i kontrol edildi.

Sonuçlar

Mikroanjiografi

Yap›lan mikroanjiografi sonucunda tüm gruplar-
daki neovaskülarizasyonun derecesi de¤erlendirildi.
Grup 1’de bulunan HA seramiklerinde neovaskülari-
zasyon izlenmezken Grup 2’ye ait HA seramikleri-
nin sadece merkezinde neovaskülarizasyonun oldu-
¤u görüldü. Grup 3’e ait HA seramiklerinde ise, HA
serami¤inin merkezinden bafllay›p serami¤in perife-
rine kadar uzanan neovaskülarizasyonun mevcut ol-
du¤u izlendi. Sonuç olarak en fazla neovaskülarizas-
yonun Grup 3’te gerçekleflti¤i görüldü (fiekil 6).

Sintigrafi

Kemik sintigrafisinin kantitatif de¤erlendirilme-
sinde her gruptaki HA ile simetri¤i olan yumuflak
dokudaki radyoaktivite tutulumu birbiriyle oranland›
ve üç grubun ortalama de¤erleri al›nd›. Sintigrafi so-
nucunda mezenkimal kök hücre ekimi yap›lmayan
Grup 1’de radyoaktivite saptanmazken, Grup 2 ve
3’te radyoaktivite saptand›. Grup 3’teki radyoaktivi-
te tutulumunun Grup 1 ve 2’ye göre anlaml› olarak
yüksek oldu¤u bulundu (p<0.05) (Tablo 1).
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fiekil 6. (a-c) Mikroanjiografide neovaskülarizasyonun derecesi.

Grup 1 Grup 2 Grup 3

(a) (b) (c)



Biyokimyasal analiz

HA bloklar›nda ortalama osteokalsin ve alkalen
fosfataz seviyeleri Grup 3’te Grup 1 ve 2’ye göre an-
laml› olarak yüksekti (p<0.05) (Tablo 2).

Histolojik de¤erlendirme

Histolojik de¤erlendirme sonucunda en fazla ke-
mik formasyonunun ve neovaskülarizasyonun Grup
3’te oldu¤u görüldü (fiekil 7).

Tart›flma

Doku mühendisli¤i, hasara u¤ram›fl dokular›n
onar›lmas› veya de¤ifltirilmesi amac›yla yeni biyolo-
jik eflde¤erlerin gelifltirilmesini sa¤layan bir biyotek-
noloji alan›d›r. Doku mühendisli¤i konusunda bugü-
ne kadar yap›lan çal›flmalar gelecek için umut ver-
mektedir. Özellikle organ ya da doku transplantas-
yonunun tek tedavi seçene¤ini oluflturdu¤u hastal›k-
larda uygun donörün ya da donör alan›n›n temin
edilmesi tedavideki en büyük zorluk olarak karfl›m›-
za ç›kmaktad›r. Bu nedenle doku mühendisli¤inde
yap›lmakta olan doku prefabrikasyonlar› son y›llar-
da büyük ilgi çekmektedir.

Doku mühendisli¤indeki temel yap› kök hücre-
dir. Kök hücreler, bölünerek kendini yenileyen,
özelleflmifl görev yapan dokular› oluflturan ve farkl›-
laflma özelli¤i tafl›yan hücrelerdir. Kemik ili¤i, tüm
kan hücrelerinin geliflimi için kök hücre görevi gö-
ren hemopoetik kök hücrelerin yan› s›ra, in vivo ve
in vitro olarak kas, ya¤, k›k›rdak, kemik dokular› gi-
bi ba¤ dokular› oluflturma yetene¤i olan ve kemik ili-
¤i stromas›nda bulunan mezenkimal kök hücreleri

içermektedir. Mezenkimal kök hücrelerin ana kay-
na¤› kemik ili¤i olmakla beraber birçok dokudan
izole edilebilece¤i bilinmektedir. Bu dokular›n bafl-
l›calar› kas, kemik, k›k›rdak, ya¤, karaci¤er, kordon
kan›, periferal kan ve fetal kemik ili¤idir. Eriflkin
kök hücrelerin fizyolojik ifllevi doku hemostaz›n›
sa¤lamak ve doku hasar›ndan sonra rejenerasyonu
gerçeklefltirmektir. Bu hücrelerin bulunduklar› doku
ve organlarda küçük hasarlar›n giderilmesinde rol
oynad›¤› ve in vitro koflullarda adipojenik, kondroje-
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Grup 1 Grup 2 Grup 3

Radyoaktivite  100 4300 22400
tutulum oran› (pbs)

Tablo 1

Sintigrafide radyoaktivite tutulum oranlar› (Ort.)

Grup 1 ile Grup 2;  Grup 1 ile Grup 3 ve Grup 2 ile Grup 3 aras›nda 
istatistiksel olarak anlaml› fark saptand› (p<0.05); pbs: piksel bafl›na 
say›m.

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Alkalen fosfataz (U/L) 0 600 950

Osteokalsin (Ng/mL) 0 34 42

Tablo 2

Alkalen fosfataz ve osteokalsin seviyeleri (Ort.)

Grup 1 ile Grup 2;  Grup 1 ile Grup 3 ve Grup 2 ile Grup 3 aras›nda
istatistiksel olarak anlaml› fark saptand› (p<0.05).

fiekil 7. (a-c) Kemik oluflumunun ve neovaskülarizasyonun histopatolojik görünümü 
(H-E x10).

Grup 1

Hidroksiapatit

Hidroksiapatit

Osteoblast

Osteoblast

Osteoblast
Ven

Ven Ven

NeovaskülarizasyonArter

Arter

Arter

HA

Grup 2 Grup 3

(a) (b) (c)
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nik, miyojenik ve osteojenik hücreler gibi birçok de-
¤iflik hücre tiplerine dönüflebilece¤i gösterilmifltir.
Ancak farkl› tipteki kök hücrelerin ve progenitör
hücrelerin de¤iflimlerinin detaylar› hala tam olarak
bilinmemektedir.[17-20]

Günümüzde araflt›rmac›lar organ naklinin yerini
alabilecek ve organ nakli olana¤› olmayan hastalar
için kullan›labilecek kök hücre tedavisi ile ilgili ça-
l›flmalar yapmaktad›rlar. Yap›lan bu çal›flmalar so-
nucunda kök hücrelerinin uygun flartlarda kemik ve
sinir dokusu hasar› bulunan alanlara implante edildi-
¤inde, bu hasar alanlar›n› onarabilece¤i gösterilmifl-
tir. Ayr›ca, deney hayvanlar›ndan elde edilen kemik
ili¤i hücrelerinin in vitro ortamda uygun flartlar sa¤-
land›¤›nda proliferasyon ve farkl›laflma gösterdi¤i de
ispatlanm›flt›r.[21-25] Günümüzde uygulanan birçok
cerrahi yönteme ra¤men kemik defektlerinin onar›m›
bir sorun olarak devam etmektedir. Bu yüzden ke-
mik defektlerinin tedavisinde kültür osteoblast hüc-
relerinin kullan›m› giderek artmaktad›r.

Hiperbarik oksijenizasyonun iki temel etkisi var-
d›r. Bunlar›n ilki vücut içindeki gazlar üzerine olan
mekanik etkisi, di¤eri ise kanda parsiyel oksijen ba-
s›nc›n› art›rmas›d›r. Ancak, HBOT'nin etkilerinden
biri de ilk 72 saat süreyle bir vazokonstriksiyona ne-
den olmas›d›r.[26-28] Ancak takip eden saatlerde bu et-
kiye tepki olarak meydana gelen neovaskülarizasyo-
nun h›z› ve miktar› artmaktad›r. HBOT uygulamas›
alt›nda ise vücudun gereksinimlerini tek bafl›na kar-
fl›layabilecek miktardaki oksijenin plazmada çözün-
mesini sa¤lamak mümkündür. HBOT uygulamas›n›
takiben plazmadaki çözünmüfl oksijen oran› %6’y›
geçti¤inde oksihemoglobin arteriyel sistemden ve-
nöz sisteme de¤iflime u¤ramadan geçmektedir. Bu
sayede plazma normal kanlanan dokular›n ihtiyaçla-
r›n› fazlas›yla karfl›lad›¤› gibi kanlanmas› azalm›fl
dokular için de yeterli oksijen tafl›ma kapasitesine
ulaflm›fl olmaktad›r.

Alkalen fosfataz aktivitesi ve osteokalsin seviye-
leri kemik prefabrikasyonunun de¤erlendirilmesini
sa¤layan en önemli iki biyokimyasal komponenttir.[29]

Alkalen fosfataz osteoblast›n hücre membran›nda yer
almaktad›r ve osteoblast›n direkt aktivitesiyle kore-
lasyon göstermektedir. Osteokalsin osteoblastlar ta-
raf›ndan sentez edilmektedir ve kemik dokusunun
varl›¤›n› gösteren en önemli komponenttir. Çal›flma-

m›zda en yüksek alkalen fosfataz ve osteokalsin sevi-
yesinin HBOT uygulanan ve pedikülize edilmifl olan
denek grubunda oldu¤u gösterilmifltir.

Çal›flmam›zda kök hücrelerin implante edilece¤i
tafl›y›c› iskelet olarak HA seramiklerini seçmemizin
nedeni HA seramiklerinin biyouyumlu olmas›, oste-
okondüktif olmas› ve klinik olarak kabul edilebilir
bir sürede polimerize olmas›d›r. HA seramiklerinin
içine implante edilen kök hücrelerinin canl› kalabil-
mesi ve prolifere olabilmesi için de hücre tafl›y›c›s›
iskeletin vaskülarizasyonu gereklidir. Bu nedenle
yeni vasküler yap›lar›n oluflmas› ve tafl›y›c› iskeletin
iç taraf›na kadar bu vasküler yap›lar›n ulaflabilmele-
ri için vasküler pedikül olarak inferior yüzeyel epi-
gastrik arter ve ven tercih edilmifltir.

Kemik prefabrikasyonunda karfl›lafl›lan sorunlar-
dan en önemlisi, vaskülarizasyonun hem geç dönem-
de oluflmas› hem de yetersiz olmas›d›r. Biz bu çal›fl-
mam›zda farkl› dokularda neovaskülarizasyon po-
tansiyeli gösterilmifl olan HBOT’nin kemik prefabri-
kasyonu konusunda ne derece etkili olaca¤›n› arafl-
t›rd›k. Mekanik etkisi ve oksijen çözünürlü¤ünü ar-
t›r›c› etkisine ek olarak HBOT, kapiller proliferasyo-
nun art›r›lmas› ve h›zland›r›lmas› gibi ikincil etkile-
re de sahiptir. Bu deneysel çal›flmada HBOT’nin ke-
mik prefabrikasyonunda olumlu etkisi oldu¤u göste-
rilmifltir.

Sonuç olarak, HA seramiklerine mezenkimal kök
hücre implantasyonu ve seramiklerin pedikülize edil-
mesi ile oluflturulan kemik prefabrikasyonunda,
HBOT erken ve artm›fl vaskülarite sa¤lamaktad›r. Bu
nedenle, HBOT kemik prefabrikasyonu uygulamala-
r›nda olumlu bir uyar›c› faktör olarak tedavi protoko-
lüne eklenebilir.
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