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TESEKKUR
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OZET

DENEYSEL DIYABETIK RAT FEMUR NON-UNION MODELINDE
LOKAL UYGULANAN KOK HUCRE TEDAVISININ ETKILERI
Amag¢: Bu calismanin amaci, Diyabetes Mellitus (DM) olusturulan disi rat
femurunda non-union modeli iizerine lokal uygulanan adipoz doku kaynakl
mezenkimal rat kok hiicre tedavisinin kaynamaya olan etkilerini radyolojik,
histopatolojik ve Reseptor aktivator niikleer kappa B (RANK), Reseptor aktivator
niikleer kappa B Ligand (RANKL), Osteoprotegerin (OPG) gen aktivasyon diizeyleri

ile korelasyonunu degerlendirmektir.

Materyal ve metod: Kirksekiz adet disi Wistar-Albino tiirii rat bu ¢alismaya dahil
edildi. Ratlar rastgele ve esit olarak 6 gruba ayrildi: Grup Al, Grup A2, Grup A3,
Grup A4 (kontrol gruplar1), Grup B1, Grup B2 (¢aligma gruplari). A4 ve B2 nolu
gruplar Streptozocin (STZ) yardimi ile diyabet yapildi. A2 nolu gruba anestezi
altinda sol femurlar1 osteotomize edildi, distrakte edilmeden Kirschner teli (Kr) ile
kirik tesbiti yapildi. A3, A4, B1, B2 nolu gruplara anestezi yardimu ile sol femurlari
osteotomize edildi. Elektronik kumpas yardimi ile 1,8 mm gap kalacak sekilde
ayarlandiktan sonra femurlar intramediiler Kr teli ve staple ¢ivisi ile tesbit edildi. On
haftalik bekleme siiresi sonunda, A2 nolu grupta kaynama A3, A4, B1l, B2 nolu
gruplarda non-union olusumu radyolojik olarak dogrulandi. Kontrol grubuna 2 ml
serum fizyolojik (SF), calisma grubuna ise 2x10° adet erkek kok hiicre iceren 2ml
besin sollisyonu non-union sahasina lokal olarak uygulandi. Biitlin gruplar kok hiicre
uygulandiktan 8 hafta sonra sakrifiye edildi. Sakrifikasyon Oncesi biyokimyasal
calismalar i¢in intrakardiak kan Ornekleri alindi ve radyografileri g¢ekildi.
Sakrifikasyon sonrasi histopatolojik ve genetik degerlendirme icin ratlarin sol

femurlar1 ¢evre yumusak dokudan ayrilarak formole konuldu.

Bulgular: Iyilesme radyolojik olarak degerlendirildiginde, distraksiyonun non-union
olusumuna etkisi kontrol ve g¢alisma grubu arasinda anlamli fark olarak izlendi.
Diyabetin kirik kaynamasimi yavaslatici etkisi ile kok hiicrenin tedavi edici etkisi
radyolojik olarak gosterildi. Histopatolojik degerlendirmede, ¢alisma grubuna gore

X



anlamli iyilesme tesbit edildi. Kok hiicre tedavisinin diyabetli ve diyabetli olmayan
ratlardaki kaynamaya etkisinde RANK, RANKL ve OPG gen ekspresyon
degerlerinde farklilik saptandi.

Sonu¢: Bu bulgulara gore, diyabetik ratlardaki non-union modelinde, lokal
uygulanan kok hiicre tedavisinin sonuglar1 radyoloji ve histopatoloji skorlar1 igin
anlamliydi. RANK, RANKL, OPG gen aktivasyon degerleri farkli bulunmasina

karsilik istatistiksel anlamli sonuca ulasilamadi.

Anahtar kelimeler: Kok hiicre, DM, non-union, RANK, RANKL, OPG geni
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF LOCALLY APPLIED STEM CELL ON THE
EXPERIMENTAL RAT FEMUR NON-UNIiON MODEL

Purpose: The aim of this study was to assess the effects of locally appied stem cell
on non-union that performed experimentally on diabetic rat femur in terms of
radiology, histopatology and RANK, RANKL, OPG genes.

Materials and Methods: Fourtyeight female Wistar-Albino rats were included in
this study. Rats were randomly divided into six equal groups as follows: Group A1,
Group A2, Group A3, Group A4 (control groups), Group B1 and Group B2 (study
group). A4 and B2 groups were made diabetic rats with streptozocin (STZ). Left
femurs of A2 group were osteotomized after anaesthesia was given. Osteotomized
femurs of rats were fixed by Kirschner wire without gap. Left femurs of A3, A4, B1,
B2 groups were osteotomized after anaesthesia was given. Osteotomized femurs of
rats were fixed by Kirschner wires and staple nail after 1,8 mm gap was performed
for each rat by checking with electronical compass. At the end of 10th week, Bone
union was seen in A2 group and bone non-union of each femur was confirmed in
A3, A4, B1, B2 groups radiographically. 2ml physiological serum was locally
applied to the osteotomized area of control groups and 2x10° stem cell was locally
applied to the non-union area of study groups. All of the groups were sacrified eight
week after the end of the local treatment. Before the sacrification, intracardiac blood
samples were taken for biochemical analysis, and radiography were taken. After the

sacrification, left femurs of rats were taken for histopahological evaluation.

Results: There were significant differences between the control and study groups
when evaluated radiologically and histopatologically. Systemic efficiency of stem
cell was shown by measuring RANK, RANKL and OPG levels. Different level of
bone specific RANK, RANKL, OPG values were found but not statistical different.
There was significant healing in study groups when compared with the controls

histopathologically.

Xl



Conclusion: These results show that local applicantion of stem cell produces
beneficial effects radiologically and histopathologically on rat femur non-union

model.Genetic effects was indicated but values was not statistical different.

Keywords: Non-union, stem cell, Diabetes Mellitus, RANK, RANKL, OPG genes
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1. GIRIS AMAC

Kirik, kemigin i¢ veya dis kuvvetlere bagli olarak anatomik biitiinligiiniin bozulmasi
olarak tarif edilebilir. Kirik iyilesmesi bircok etkenin karmasik bir sira ile ¢alismasiyla
basarili bir sekilde gerceklesir (1,2). Gliniimiizde cerrahi teknik ve kirik onariminda
kullanilan materyallerde gelismeler olmasina karsin, bazi kiriklarda kaynamama
problemleri devam etmektedir. Ozellikle genis yumusak doku, kemik doku ve periosteal
hasar1 olan kiriklarda iyilesmenin gecikmesi veya kaynamama beklenen bir durumdur
(2,3,4). Artan trafik ve is kazalarinin yami sira, yaslt niifusun ve diyabetin artmasi
nedeniyle kiriklarin sik goriilmesi, kirikta non-union olugmasi 6nemli bir saglik
problemi haline gelmistir. Bu konudaki ¢aligmalar kirik ve non-union arasindaki iliskiyi
saptamaya ve non-union siirecinde iyilesmenin  hizlandirilmasit  {izerine
yogunlagmaktadir. Giinlimiizde hizla artan diyabetin kirik hastalarinda olusturdugu
komplikasyonlardan dolayr ¢alismamizda diyabet non-union iligkisini ve olasi

tedavilerini amagladik.

Diyabet ile bozulmus kemik iyilesmesi arasindaki iliskiyi ortaya koymak igin ¢esitli

hayvan deneyleri ve klinik ¢caligmalar yapilmistir.

Macey ve ark. Calismalarin da kapali kirik olusturulduktan 2 hafta sonra tedavi
verilmemis DM' 1i siganlarin kirik kalluslarinda DM' 1i olmayanlara kiyasla gerilme
giictinde %29, katilikta da %50 azalma oldugunu gosterirken Herbsman ve ark. alloksan
ile tetiklenmis diabetik sigan modelinde fibula kirig1 sonras1 4 hafta sonunda gerilme
giiclinde anlamli azalma gelistigini bildirmistir (5). Geriye doniik bazi ¢alismalarda
gecikmis kaynamanin yanisira DM' 11 hastalarda se¢ilmis artrodez sonrasi kaynamama

ve psddoartroz gelisimi anlamli olarak yiiksek bulunmustur (5). Farkli risk gruplarinda



ayak bilegi artrodezi sonrast DM' li hastalarda DM' 1i olmayan hastalara oranla daha

fazla kaynamama gorilmistir (5).

Kirik iyilesmesinin ger¢eklesmedigi veya kaynama yoniinden problem olabilecek
durumlar i¢in otolog kemik greftleri altin standart olarak kabul edilmesine ragmen
otolog greftlerin alindig1 viicut bolgesinde hasara yol agmasi ve alinan miktarin simirh
olmasi gibi olumsuz yoOnleri mevcuttur. Bu nedenle degisik zamanlarda yapilan
caligmalarda, arastirmacilar kirik iyilesmesini hizlandirmak, kaynama gecikmesini ve
kaynamama durumlarmi ortadan kaldirmak igin alternatif cesitli caligmalar ortaya
koymuslardir. Bunlardan biri de kok hiicrenin kemik doku {izerinde kullanilmasidir (6).
Kok hiicre tedavisinin farkli organ ve sistemler i¢in kullaniminin artmasi1 kemik doku
icin kullaniminin arastirilmasini arttirmistir.Bu ¢alismada da daha once yapilmis olan
yayinlar goz 6niinde bulundurup non-union modelinde kok hiicre etkinligi gosterilmeyi

amagclandi.

Canlilarda kendilerini yenileme ve farklilasma (plastisite) kabiliyeti bulunan
hiicrelere kok hiicre denir. Kok hiicreler ¢ogalabilen ve ihtiyag duyuldugunda goérev
yapacak olan hiicrelere farklilasarak olgunlasmasini saglayabilen hiicrelerdir. Bunlar
icinde kok hiicreler adipositler, osteoblastlar, kondrositler, tenositler, iskelet kas
hiicreleri ve visseral stromal hiicrelere differansiye olabilmektedirler. Invitro ve invivo
diferansiasyon oOzellikleri olan bu hiicreler i¢in elbetteki tedavi edici bir bakis da
olusacaktir. Ozellikle ve oncelikle tedavisinde giicliik ¢ekilen konular, dejeneratif ve
progressif hastaliklarda kullanimi akla gelmektedir. Bu amagla otojenik yada allojenik
kok hiicreler lokal yada sistemik inflizyon tarzinda uygulanmaktadir. Kok hiicre ile ilgili
cesitli alanlarda oldukca ¢ok tedavi uygulamalar1 goriilmektedir. Bu genis uygulama
alanlar1 igerisinde kardivaskiiler sistem hastaliklari, miyokart infarkt1 , periferik arter
hastaliklar1 (7), dermatolojik hastaliklar, kas iskelet sistemi ve periferik sinirlerle ilgili

caligmalar yapilmaktadir.

Kok hiicrelerin osteoblastik aktivitesini ve kemik formasyonuna katkisin1 gosteren ¢ok
sayida yaymn vardir. Calismalarda kok hiicrelerin invitro osteogenik potansiyelleri
ortaya koyduktan sonra, invivo potansiyellerini ortaya koyan caligmalarda
yapilmaktadir (8,9). Kiiltiire edilmis kok hiicre veya yogunlagtirilmis kemik iligi
aspiratlart kullanarak yapilan bu ¢alismalardan olumlu sonuclar alinmaktadir. Taguchi

ve arkadaslarinin yapmis olduklart ¢alismada  kemik iligi hiicrelerinin invivo



migrasyonu ve kemik tamirine olan katkisini degerlendirilmistir (10). Bu g¢alismada
Green Fluorescent Protein (GFP) simerik farelerin femurlarinda olusturulan kiriklardan
sonra kuyruk veninden kemik iligi hiicreleri verilerek incelenmistir. Kirik bolgesindeki
kallus dokusu i¢inde ve kemigin ¢eperindeki hiicrelerin hepsinin GFP pozitif oldugu
yani osteoblastlara doniistiigiic ve Mezenkimal Kok Hiicre (MKH)' lerin kemik

iyilesmesiyle kesin olarak ilgili oldugu gosterilmistir (10,11).

Son ylizyilda ise 6zellikle genetik tedavi ve tani araglarinin tibba girmesiyle her bir
doku, hastalik ve tedavi yeniden ele alindi1 ve genlerle olan iliskileri ortaya konulmaya
baslandi. Kemik doku i¢in 6zellikle bilinen genler ise RANK, RANKL ve OPG genleri
olmustur. Bu genlerin kemik doku ve kirik iyilesmesi ile olan iligkisini gdsteren bir ¢ok

yayin yapilmistir (12,13).

Calismada bu bilgiler 1s18inda diyabetik ratlarda olusturulan non-union
modellerinde RANK, RANKL ve OPG’ nin ekspression seviyesini gormek, genlerin
non-union modeli ile iyilesmis kiriktaki ekspression seviyelerini karsilastirmak ve kok

hiicre tedavisi ile olusabilecek degisimin goriilmesi amaclandi.

Bilgileri toparladigimizda ¢aligmadaki amaglananlar;

. Diyabetik rat modeli olusturmak

. Ratlarda non-union modeli olusturmak

. Non-union modelinde kok hiicre tedavisinin etkinligini gostermek

. Diabetik modeldeki non-union modelinde kok hiicre etkinligini gostermek

. Olusan non-union modeli ile RANK, RANKL, OPG gen ekspesyon diizeyi ile
korelasyonunu gostererek non-union olusumunda bir marker olarak kullanilabilirligini

tartismak

. Uygulanan kok hiicre tedavisinin non-union modelindeki RANK, RANKL, OPG gen
ekspression diizeyindeki olusturdugu degisikligi gostermek

. Diabetes Mellitus” un RANK, RANKL, OPG {izerine olan etkisini gostermek



2. GENEL BILGILER

2.1. KEMIiGIN OLUSUMU VE YAPISI

Organizmanin en biiyiikk organlarindan biri olan kemik, duragan goriinmesine
ragmen, metabolik acgidan Omiir boyu aktif olan bir dokudur. Viicut i¢in destek
olusturur, hemopoetik sistem ile pelvis, kraniyum, toraks icindeki yapilar1 korur,
eklemler ve kaslara destek ve yapisma yeri saglar. Kalsiyum (Ca+2), fosfor (PO4),

magnezyum, sodyum gibi iyonlar i¢in depo vazifesi goriir (14).

Kemik doku, siirekli dontisiim halinde olan, yiiksek yapisal stabiliteye sahip,
karmagik bir bag dokusundan meydana gelir. Kemik insan viicudunun en sert
dokularmdan birisi olup gerilme ve basinca kars1 direnglidir. Iskelet sistemini meydana
getiren kemikler, kaslarin mekanik hareketlerini gerceklestirmelerine olanak saglar.
Kemik, yapisinda kemik iligini barindirir ve hemopoetik sistem i¢inde rol alir.
Histolojik agidan kemik, biiyilk kismi mineralize olmus olan yogun ve homojen
ekstraseliiler matriks ile kemik olusumu ve yeniden yapilanmasindan sorumlu olan

kemik hiicrelerinden (osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar) meydana gelir (14).

2.1.1. Kemigin Organik ve Mineral Bilesimi

Kemigin mineral kismi, %70’lik boliimiinii olustururken, organik kismi, %30’ unu
olusturmaktadir. Kemigin organik bilesimi, hiicre ve matriks kisimlarindan olusur.
Hiicreler; organik bilesimin %2’lik kismini olusturur. Bunlar; osteoblastlar, osteositler

ve osteoklastlardir.



Kemik matriksi, organik kismin, %98’ lik boliimiini olusturur. %95’ lik kismini
kollajen (6zellikle kollajen Tip 1), %S5’ lik kismini, kollajen olmayan proteinler
(Osteokalsin, osteonektin, kemik proteoglikani, kemik siyaloproteini, kemik morfojenik

proteini, kemik proteolipidi, kemik fosfoprotein) olusturur (15).

2.1.2. Kemigin Mimari Sekillenmesi

Kemik dokusu, mimari sekillenmesi gbz Oniline alindiginda, kompakt veya
spongiyoz yapida olabilir. Kemik kiitlesinin %80’ 1 kortikal kemikten, %20’ si
trabekiiler kemikten olusur. Kortikal kemik, kemik govdesinin duvarini olustururken,

trabekiiler kemik her iki ugta yogunlagmistir (15).

Kompak kemik

Sekil 1: Bir tibianin kalin bileme kesiti: Kortikal kompakt kemik ve trabekiilalardan

olusmus stingerimsi kemik goriilmektedir (Jungueira, 1992).

2.1.2.1. Kortikal (kompakt) Kemik Dokusu:

Uzun kemiklerin dis tabakasini olusturur, ¢cok yogun ve serttir, metabolik hizi
yavastir. Esas fonksiyonel {initesi, osteon veya haversian sistemidir. Haversian kanallar,
kemigi besleyen damar ve sinirleri igerir. Volkmann kanallar1 olarak adlandirilan lateral
dallar1, bir osteondan digerine kan damarlarini tagir. Kortikal kemik remodolizasyonu,

periosteal, endosteal ve haversian kanal yiizeyindeki kemik hiicreleri tarafindan yapilir.



Kortikal kemik, egici, biikiicli, torsiyonel kuvvetlere karsi direnclidir. Kemik
korteksinin kalinligini, periosteum ve endosteum belirler. Periosteum, kemik dokunun
beslenebilmesi, biiyliyebilmesi ve onarimi i¢in gerekli olan yeni osteoblastlar1 araliksiz

saglar. Bu nedenle kemik cerrahisinde bu yapilarin korunmasina dikkat edilir (15).

2.1.2.2. Trabekiiler (spongiyoz) Kemik Dokusu:

Kesisen kavisli tabaka ve tiiplerden olusur. Osteositler, burada konsantrik olarak
yerlesmistir ve kanalikiil baglantilar1 iyi gelismistir. Trabekiiler kemik, tipik olarak
kemik ug¢ kisminda yerlesir ve mekanik stresi uygun sekilde dagitir. Trabekiiler kemigin
metabolik aktivitesi, kortikal kemikten 8 kat fazladir. Trabekiildeki bir dizi
osteoblastlar, yeni kemik birikimi olustururken, karsi kenardaki osteoklastlar tarafindan

remodeling saglanir (15).

2.2. KIRIK iYILESMESI
Kemik iyilesmesi basamaklarindaki 6nemli tanimlar

1. Osteogenezis; kemik iyilesmesinin tiim agamalarina katilir ve hiicre tranferi ile kemik

olusturma kapasitesini ifade eder.

2. Osteoindiiksiyon; Kemik formasyonun indiikleme kapasitesinde olan materyaldir. En
iyi bilineni demineralized bone matrix (DBM)’dir. Ancak DBM yalniz bagina degil
biyolojik aktif sitokinler, RANK, RANKL, OPG gibi genler (16) ve bunlarin etkilesime
girdigi kok hiicreleri osteoblastik ve kondroblastik farklilagmaya veya cogalmaya

yonlendirir.

3. Osteokondiiksiyon; kemik yapici hiicreler (kok hiicre ve onlarin iiriinleri) i¢in skafold

(destek yap1) saglanmasidir.

4. Osteopromosyon; biyolojik ve mekanik kolaylastirici faktorlerin etkisi ile kemik

lyilesmesi ve rejenerasyonunun saglanmasidir.

Kirik kemigin tamiri, kirik olugtuktan hemen sonra baslar. Kirik iyilesmesi, 2 ana grupta
incelenir: Primer kirik iyilesmesi; ayrilmamis ve rijit osteosentez uygulanan kiriklarda
goriliir. Radyolojik olarak kallus dokusu goriilmez. Kirik bolgesindeki nekrozu

osteoklastlar rezorbe eder ve yeni kemik doku olusur. Sekonder kirik iyilesmesi ise,



tabii iyilesmedir. Kallus radyolojik olarak go6zlenir, birbirinden keskin simirlarla

ayrilmamakla beraber {i¢ ana donemde incelenir.

2.2.1. Kirik Iyilesmesinin Donemleri

Kiriklarin ¢ogu intramembrandz ve enkondral kemiklesmenin birlesimi ile
onarilirlar. Kaynama siirecinin %10’ u enflamasyon, %40’ 1 tamir ve %70’ i yeniden

sekillenme stirecidir;

2.2.1.1. Yangi (enflamasyon) Evresi (1-4 giin):

Kemik kirildiginda, endosteum, periost ve ¢cevre yumusak dokulardaki kan ve lenf
damarlar1 pargalanir, dokular arasina kan ve lenf sivist ile eksuda birikir, buna kirik
hematomu denir. Deneysel ¢alismalarda kirtk hematomu kaybolursa, kirik iyilesmesinin
bozuldugu gorilmiistiir. Kirik tamirinde, kirik bolgesi hematomu olusumu ve
organizasyonu ilk basamaktir. Kirik uclarinda, 48 saat icinde nekroz sahasi gelisir ve
nekrotik hiicrelere karsi akut enflamatuar yanit olusur ve polimorfoniikleer 16kositler
olaya katilirlar. Bu déonemde olusan yumusak kallus, osteoid, kikirdak ve kollajenden
olusmaktadir (15).

Kikirdak

Organize
hematom

Sekil 2: Enflamasyon evresi goriiniimii



2.2.1.2. Onarim (reperasyon) Evresi (2-40 giin):

Kirik hematomu, ilk 48 saat icinde organize olarak tamir donemini baglatir.
Hematomun ¢evresindeki damarlardan hematom i¢ine fibroblast infiltrasyonu gelisir ve
immatiir vaskiilerize kallus dokusunu olusturur. Bu donem, fibroz kallus donemi adini
alir ve ilk 7 giinliik stireyi igerir. Fibroz doku, kikirdak ve olgunlasmis gen¢ kemik
fibrillerinden olusur. Ortamda yeterli oksijen varsa, kemik gelisimi ve iyilesme olur.
Zamanla kikirdak doku belirginlesir, kikirdak kallus olusur. Kalsiyum hidroksiapatit
kristallerinin olaya katilmasiyla, sert kallus meydana gelir. Klinik kaynama, kirik uglari
stabil ve agrisizsa gerceklesir. Radyolojik kaynama, direkt grafide kemik trabekiillerinin
goriilmesi ve kirtk hattinda kortikal kemik atlamasi olarak degerlendirilir (15).

Sekil 3: Reperasyon evresi goriiniimii

2.2.1.3. Yeniden Sekillenme (remodelizasyon) Evresi (25-100 giin):

Bu donemde, bir taraftan kemiklesme olusurken, diger taraftan osteoklastik
faaliyetle rezorbsiyon devam eder. Olusan kallus, bazi diizenleyici mekanizmalarin
uyarimi ile yeniden sekillenerek yeni kemik dokuyu olusturur. Kemigin yeniden
sekillenmesi, uzun ekseni yoniinde etkileyen stres kuvvetlerinin ortaya c¢ikardigi
elektromanyetik alan sayesinde olur ve ortalama bir yil siirer. Bu siire sonunda, kemik

iligi ve kemik korteksleri yeniden devamlilik kazanir (15).



Osteoklastlar

Sekil 4: Remodelizasyon evresi goriiniimii

2.2.2. Kirik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Kirik iyilesmesini etkileyen faktorler, lokal ve sistemik etkenler olarak iki grupta

toplanirlar;

2.2.2.1. Lokal faktorler:

Kirik alanindaki etkenler, kirigin iyilesme kalitesini ve siiresini etkilerler. Kirik
tyilesmesini kotli yonde etkileyen faktorler arasinda; kirigin disari ile baglantisi olmasi,
pargal1 olmasi, travma sirasinda kemik doku kayb1 olmast sayilabilir. Spongioz yapidaki
kemiklerin kiriklari, kortikal kemik kiriklarina gore daha kolay kaynar. Kirik uglart
birbirinden uzaksa, kaynama gecikmesi veya kaynamama goriilebilir. Eklem i¢i kiriklar,
sinovyal stvinin tasidigi fibrinolizin nedeniyle daha gec¢ kaynarlar. Malign hastaliklar,
metabolik hastaliklar (Diabetus mellitus, rikets), radyasyon, kirik iyilesmesini kotii

yonde etkiler. Enfeksiyonlar, kirik iyilegsmesini geciktirir.

2.2.2.2. Sistemik faktorler:

Sistemik faktorler arasinda; beslenme, hormonal faktorler, sistemik hastaliklar,

ilaglar, yas ve aliskanliklar sayilabilir.

Beslenme: Kirik iyilesmesinde matriks sentezi, hiicre migrasyonu ve
proliferasyonu, kollajen, proteoglikan ve diger makromolekiillerin sentezlenmesi igin

yiiksek diizeyde protein ve karbonhidrata ihtiya¢ duyulur.



Travma ve major cerrahi, immun direnci azaltmakta ve malnutrisyona neden
olabilmektedir. Bu hastalarda beslenmeye 06zen gosterilmelidir. Kemik o6zellikle
bliylime c¢aginda beslenme faktorlerine hassatir. Yetersiz protein alimi sonucunda,
osteoblastlarin kollajen sentezi azalir (17). Kalsiyum ve D vitamini kirik iyilesmesinde
onemli role sahiptir. Ca+2 eksikligi organik kemik matriksinin yetersiz
kalsifikasyonuna neden olur. Postmenapoz osteoporotik bayanlarda, kalsiyum tedavisi
ile kemik mineral yogunlugunda (KMY) artis oldugu gosterilmistir. D vitamini, Ca+2
ve PO4’un, gastrointestinal sistemden emilimini arttirir, osteidin olgunlagsmasini ve

minerilizasyonunu uyayarak, kemik yapimini stimiile eder.

A vitamini, normal dozda mezansimal hiicre farklilagmasini uyararak kirik
iyilesmesine yardimci olur. Eksikliginde, osteoblast regiilasyonunda ve osteoklast
aktivitesinde bozulma olur ve kemik olusum aktivitesi azalir. A vitamini fazlaliginda
ise, kikirdak kolonlarinda erozyon meydana gelir, osteoklastlara doniisiim fazla uyarilir

ve kirik iyilesmesi gecikir (18).

C vitamini, osteoblast ve osteositlerin {iriinii olan kollajenin sentezinde rol alir ve
iyilesmeyi dolayli yoldan etkiler. Eksikliginde kemigin biiylimesi ve onarimi kotii

yonde etkilenir (19).
Hormonal faktorler

Melatonin, tibia kirigi olusturulan 80 ratda; 3,7,14 ve 28. Giin miyeloperoksidaz,
superoksit dismutaz ve malondialdehid diizeylerine bakilmis melatonin verilen grupta
degerlerin diisiik ¢ciktig1 goriilmiis. Bu sonucun melatoninin serbest oksijen radikallerini
baskilayip antioksidan enzim regiilasyonun saglayararak kirik iyilesme siirecine olumlu
etkileyebilecegi disiiniilmiistiir. Bu durumun, kirik alanindaki serbest oksijen radikalleri

tizerinden, antioksidan etki sonucu oldugu diistiniilmiistiir (20).

Parathormon (PTH), paratiroid bezinin esas hiicrelerinden salinan bir polipeptiddir.
PTH, kemikte osteoklast sayisini yiikseltir. Kalsitriol varliginda, kemik rezorbsiyonunu
tetikleyip, serum Ca+2 ve PO4 seviyesini arttirir. Osteoblastlarin say1 ve fonksiyonunu
arttirarak kemik formasyonunu artirir. Osteoblastlarin {izerine dolayl etkisi olsada, net
sonu¢ kemik kayb1 ve kirik iyilesmesinin yavaslamasidir. Diisiik dozlarda, trabekiiler

kemik olusumunu arttirdigi gézlenmistir (21).
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Kalsitonin, tiroid bezinin parafollikiiler hiicreleri tarafindan salgilanan polipeptid
bir hormondur. Plazmadaki Ca+2 ve PO4 diizeylerini diisiiriir, kemik rezorpsiyonunu
azaltir, osteoblastik aktiviteyi arttir. Kalsitonin, PTH’ nun antagonistidir. Kompakt ve
trabekiiler kemik yapimimi arttirir. Kalsitonin dozu ile yeni kemik olusumu arasinda
korelasyon vardir fakat iyilesmeyi olumlu yonde etkileme mekanizmasi heniiz agiklik

kazanmamustir (22).

Ovaryumdan salgilanan ostrojen, kemik rezorbsiyonunu onleyerek kemik kaybini
onler. Eksikliginde, osteoporoz riski artar. Overektomi yapilmis hayvanlarda, kirik

iyilesmesinin kotii yonde etkilendigi gosterilmistir (23).

Tiroid hormonu, paratiroid hormonu gibi kemigin yeniden sekillenmesine yardim
eder. Kirik iyilesmesine yardim ettigi ileri siiriilmiistiir (24). Hipotiroidi tedavisinde

verilen, tiroid hormonu, uzun déonem kullaniminda osteoporoz ve Kirik riskini arttirabilir

(25).

Kortikosteroidler, ilacin miktar1 ve kullanim siiresine de bagli olarak, kirik
iyilesmesini yavaglatirlar. Mezansimal hiicrelerden osteoblast gelisimi ve matriks
olusumu i¢in gerekli yap1 taslarinin sentezini yavaslattiklarindan dolayi, kirik
iyilesmesini geciktirip, kallus olusumunu azaltirlar. Prednizolon uygulamasi gereken
hastalara, sigarayr birakmasi, Ca+2 ve D vitamini almasi Onerilir (25).
Kortikosteroidler, fibroblast kaynakli biiyiime faktorii ve trombosit kaynakli biiyiime

faktorii lizerine antagonist etki yaparlar (26).

Insiilin ve bilyiime hormonu gibi anabolizan hormonlar kirik iyilesmesini
hizlandirmaktadir. Biiylime hormonu ve diger anabolizan hormonlar, proteine bagl
Ca+2 etkileyerek kirik iyilesmesine yardimci olurlar. Biiyiime hormonu, hipofiz 6n
lobundan sentezlenir ve kallus hacminde artisa sebep olur. Kirik iyilesmesini

hizlandirdigi klinik ¢alismalarda gosterilmistir (27).
Sistemik hastaliklar

Diyabet, anemi, tliberkiiloz, rasitizm gibi hastaliklar ve beslenme bozukluklarina
neden olan nontropikal sprue gibi gastrointestinal hastaliklar, kirik iyilesmesini
geciktirir. Diyabette, osteoblast aktivasyonundan sorumlu faktdrlerin salgilanmasinin
azalmas1 ve buna bagli olarak kemik iyilesmesinin bozulmasinin etken oldugu ileri

stirtilmiistiir.
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Iaglar

Kondroitin siilfat ve hiyaliironidaz, kirik iyilesmesine olumlu yonde etki ederler.
Deneysel c¢alismalarda, L-Dopa ve klonidinin biliylime hormonunu arttirarak, kirik

iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir (28).
Indometazinin, yiiksek dozlarda kirik iyilesmesini durdurdugu bilinmektedir(29).

Uzun siire kortikosteroid kullanimini gerektiren, romatoid artrit gibi romatizmal
eklem hastaliklari, otoimmun deri hastaliklari, cushing sendromu, sistemik lupus

eritematozus gibi durumlarda da kirik iyilesmesi olumsuz yonde etkilenmektedir (30).

Yapilan bazi c¢alismalar, Non-Steroid Anti-inflamatuar (NSAI)’ larm, kirik
iyilesmesini yavaslattigini gostermektedir. NSAI’larin, prostaglandinlerin osteoblastik
aktiviteyi arttirict etkisini Onleyerek kirik iyilesmesini geciktirdigi diisiiniilmektedir
(31). Yapilan ¢alismalarda, heparinin kirik iyilesmesi tizerine olumsuz etkiler gosterdigi

tespit edilmistir.
Heparinin osteoblast yapimini azaltip, osteoklastlar1 arttirmasinin bu etkiye neden
oldugu distiniilmektedir (32).

Simvastatinin kirik kaynamasi tizerine olumlu etkileri gosterilmistir (33).

Kinolon grubu antibiyotikler, gentamisinin de kirik iyilesmesini engelledigine dair

yayinlar mevcuttur (34).

Nitrik oksit ile yapilan bir ¢alismada, kemik iyilesmesinde radyolojik ve histolojik

olarak iyi sonuglar gosterilmistir (35).

Aligkanliklar: Klinik ¢alismalar, sigara igmenin kirik iyilesmesini inhibe ettigini
gostermistir. Tibial osteotomi uygulanan tavsanlarda, nikotin verilen grupta kontrol
grubuna gore kirik iyilesmesinin geciktigi gosterilmistir. Kemik grefti uygulanan
tavsanlarda, nikotinin otojen kemik greftinin vaskiileritesini inhibe ettigi gosterilmistir

(36).

2.3. NON-UNION VE PSEUDOARTROZ TANIMI

Bir kingin kaynamadigini sdyleyebilmek i¢in genel kabul gérmiis bir tanim heniiz
mevcut degildir. Eger bir kirik beklenen silirede kaynamazsa bir kaynama

gecikmesinden bahsedilir. Bir¢ok arastirict beklenen kaynama siirenin {lizerinden 2-3 ay
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gecmesine ragmen kirikta klinik ve radyolojik ilerleme saglanamiyorsa bu durumu

kaynamama olarak kabul etmektedir (37).

Cave’ nin 1960 yilinda tanimladigi non-union, kaynama durmasi olarak tarif
edilmektedir (38). Kaynamamis kemigin tanisi, klinik veya radyolojik olarak
kanitlanmas1 gerekir. Bir kemik i¢in non-uniondan bahsetmek, iyilesmenin durdugunu
veya kaynamanin biiylik olasilikla olmayacagini ifade etmektir. 1986° da United States
Food and Drug Administration (FDA) panelinde “yaralanmadan sonra minimum 9 ay
gecmesi ve bu siirecte kirigin 3 ay boyunca herhangi goriilebilir kaynama belirtisi
gostermemesi durumu” kaynamamis kirik olarak tarif edilmektedir. Fakat bu kriter her
kirikta uygulanamaz. Ornek olarak uzun bir kemigin diafiz kirig1 6 ay boyunca
kaynamamis kabul edilmemelidir. Buna karsin femur boyun kiriklar1 3 ay sonrasinda
kaynamamis olarak kabul edilebilir. Kaynamamis bir kirigin en son durumu psédoartroz
olusumu olarak gozlenir. Pseudoartrozda kirik uglarinin skleroze oldugu ve yalanct bir
eklem olustugu goriilir (39). Bir kirigin kaynamamasi hem kisinin hayat standartina
yapmis oldugu zorluklar hemde her iilke ekonomisi i¢in olusturdugu is giicli
kayiplarindan dolay1 ¢aligmalarin bu alanda artmasi gerekliligi ortaya koyulmustur. Bu

amagla tizerinde c¢alisilmak i¢in bir¢ok deneysel non-union modeli tanimlanmustir.

Garcia ve ark. (40)’nin farelerle yapilan g¢alismasinda, fare femurunda kirik
olusturulmus ve kirik hattinda gap araligt 0,8 mm ve 1,8 mm olacak sekilde
intramediiller ¢ivi ve staple ¢ivisi ile tespit yapilmis. Kirik hatt1 taspit edildikten sonra
10 hafta beklenmis ve radyolojik olarak non-union gelisimi degerlendirilmis.
Radyolojik olarak 0,8 mm ve 1,8 mm gap birakilan ve periosta zarar verilmeyen grupta
non-union gelisimi sirayla % 33,3 ve % 50 iken, kirik hattinda 1,8 mm gap birakilan ve
periostu ¢ikarilan grupta non-union gelisimi % 100 bulunmus. Kemik kayb1 ve periost
zarar1 ile sonuglanan kiriklarin non-union ile sonuglanma risklerinin ¢ok yiiksek oldugu
sonucuna vartlmigtir. Bu model ayrica ¢aligmalardaki hayvan deneylerinde non-union

modeli olarakta kullanilmaktadir.

Kaynamama durumlarinin ger¢ek sebepleri bilinmemekle birlikte, hem sistemik

hem de lokal faktorlerin etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Sistemik faktorler arasinda hastanin metabolik ve nutrisyonel durumu, genel saglik
ve aktivite diizeyi sayilabilir. Sistemik etkiye sahip sigara ve alkoliin, kirik iyilesmesi

tizerine olumsuz etkisi kanitlanmigtir (41).
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Lokal faktorler arasinda kirigin agik, segmental, enfekte ve ciddi bir travma sonucu
olusu, yetersiz tesbit edilmesi, plak ve vida kullanilmas1 veya traksiyon uygulanarak

fragmanlarin distrakte edilmesi, radyasyon uygulanmasi gibi durumlar sayilabilir (41).

Pargalar aras1 kemik temasi kirik iyilesmesi i¢in dnemli bir gerekliliktir. Yumusak
dokunun kirik parcalarinin arasina girmesi, kemik kaybi, pargalar aras1 kot dizilim, ya
da ayrilma sonucu defektler ortaya cikabilir. Olusan bu defektlerin kirik iyilesmesi
siirecinde  kopriilenmesi  gerekir. Osteonal 1iyilesmede kortikal bir defektin
kopriilenebilecegi mesafe hayvan deneylerinde en fazla 1 mm olarak bulunmustur.
Defektin biiyiikliigii arttikca, kirigimn kaynamama ihtimalide artmaktadir. Internal
atellemede ise bu mesafe 2 cm’ i gegmemelidir (42).

2.3.1. Non-Union Siniflamasi

Kaynamamalar1 temel olarak biyolojik olarak aktif olanlar (canli/vaskiiler) ve
biyolojik olarak aktif olmayanlar (cansiz/avaskiiler) olarak iki ana gruba ayiran Weber
ve Cech’in 1976 da yaptig1 siniflama hala gegerliligini korumaktadir (43). Genel olarak
bakildiginda, avaskiiler kaynamamalar kirik iyilesmesinin erken agamalar: iizerine etki
eden olumsuz faktdrler sonucu olusurken, vaskiiler kaynamamalar siklikla kirik
iyilesmesinin yeniden sekillenme (reorganizasyon) donemine etki eden faktorler sonucu

olusmaktadirlar (44).

2.3.1.1. Canh (Vaskiiler) Kaynamamalar

Kallus yanitinin iyi oldugu yani kirik pargalarmin biyolojisinin iyi oldugu
kaynamamalardir. Burada sorunun ¢ogu mekanik denge kaynaklidir. Iyi kanlanan bir
dokudaki hareket periostu uyararak yeni kemik olusumunu tetiklemektedir. Yeterli
denge olsa kemik kaynamaya hazirdir. Dolayisiyla mikro ya da makro-hareketin kirtk
iyilesmesi ile uyumlu kritik esik seviyenin altina indirilmesi gerekmektedir. Sintigrafik
olarak kanlanmalarinin iyi olmasi nedeniyle yiiksek aktivite gosterirler. Olgular
genellikle uzuvlarini kullanabilirler ancak yorulma ya da yiiklenme ile agri1 olugmasi
6nemli bir bulgudur. Radyolojik gériiniime gore fil ayagi, at ayagi ve oligotrofik olarak

li¢ alt gruba ayrilirlar (43).

Fil ayagi kaynamamalarin 6zelligi hipertrofik ve zengin bir kallus olusumudur.

Siklikla yetersiz tespit ya da erken yiik verme nedeniyle olusurlar.
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At ayag1 kaynamamalarda ise kallus birinciye gore daha azdir. Sebep ¢ogunlukla
basarisiz plak—vida tespitidir. Metalin dayanabilecegi siirede kaynama gerceklesmez ise

tespit materyali kirilir.

Bu tip kaynamamalarin tedavisinde biyolojiyi iyilestirici bir ek tedaviye ihtiyag
duyulmaz asil gerekli olan mekanik olarak varsa sekil bozuklugunun diizeltilmesi ve
kaynamama sahasindaki dengenin arttirilmasidir. Bu da kompresyon plaklama ya da
oymal1 kilitli intramediiller ¢ivileme gibi internal ya da ilizarov gibi fiksatorlerle
eksternal olarak saglanabilir. Ancak yeterli denge saglandiktan sonra fibroz kikirdak
kalsifiye olabilir ve yeni damarlarin penetrasyonu sonucu remodelasyon siireci
isleyebilir. Kirik uglarinda rezeksiyon yapilmasi, canli kemik dokuda kayiplara sebep

olacagi i¢in hatadir (46).

Oligotrofik kaynamamalarda ise kallus goriilmez. Kirik uglari canli olmasina
ragmen kaynamamanin sebebi tespitin kirik uglar1 arasinda kabul edilemez bosluklar
birakacak sekilde yapilmis olmasidir. Kallusun yoklugu kaynamama sahasinda
hareketliligi arttirarak kemik iyilesmesi i¢in uygunsuz bir ortam yarattigindan dengenin
arttirllmasi tedavi i¢in sarttir. Vaskiiler olmalarina ragmen kemik olusturamadiklari i¢in
kemik olusumunu uyaran ostoeprogenitor hiicrelerin, osteoindiiktif proteinlerin ve
osteokondiiktif matriksin elde edilebilmesi amaciyla dekortikasyon ve otojen kansell6z

greft uygulanmasi onerilmektedir.

2.3.1.2. Cansiz (Avaskiiler) Kaynamamalar

Bu kaynamama tipinde kemik parcalari cansizdir dolayisiyla biyolojik herhangi bir
reaksiyon olusturma kapasitesine sahip degildirler. Sintigrafik olarak zayif kanlanmalari

nedeniyle diisiik aktivite gosterirler. Direkt grafilerde kallus goriilmez.
Cansiz kaynamamalar 4 alt tipe ayrilir.

Kama gseklindeki cansiz kaynamamalarda kanlanmasi bozuk bir ara parca

mevcuttur. Bu parca ana parcalardan birine kaynarken digerine kaynamaz.
Ikinci tip olan parcali kaynamamalarda nekrotik parca sayis1 birden fazladur.

Ugiincii tip kayiph ( defekt ) kaynamamalardir. Acik kirik ya da enfeksiyona ikincil

olarak bir par¢a kaybi1 soz konusudur. Baslangicta kirik uglart canli olsada kaybin
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biyiikligi kirik iyilesmesinin kopriileyebilecegi mesafenin iistiindedir. Zamanla bu

uclar da canlhiliklarin yitirirler.

Dordiincii tip olan atrofik kaynamamalar ise aslinda ilk ii¢ tipin zaman iginde
geldigi noktadir. Kirik uglarmin uzun siire i¢inde kismen inceldigi, uzuvda da

kullanilmamaya bagli kas atrofileri ve osteoporozun gelistigi genel bir tablodur.

Olusum sebebi esas olarak kirik hattina komsu kemik pargalarinin yaralanmanin
siddeti yada kotii cerrahi teknikler neticesinde cansiz hale gelmesidir. Kaynamanin
saglanabilmesi i¢in sadece tespitin dengelenmesi yeterli degildir. Cansiz kemiklerin
uzaklagtirilmasi, kirik uglar arasindaki fibrotik dokularin temizlenmesi, canli kemik
uclarinin temasinin saglanmasi ve ilave olarak greftleme ile biyolojik canlandirmada

tedaviye eklenmelidir.

Cansiz bir kemik de canli bir kemige kaynayabilir ancak bunun olmasini saglayan,
nekrotik pargalari uzaklastiran yeniden sekillenme siirecinin zaman ic¢inde kisalik ve

distal parcada osteopeniye yol acacagi unutulmamalidir.

Tedavi secenekleri i¢inde se¢cim kemik kaybinin biiyilikliigiine gore yapilmalidir.
Bunlar basit kisaltma, karsilikli kisaltma, kisaltma ve uzatma (kallus distraksiyon) ya da

defektli sahanin canli kemikle kopriilenmesi (tibia pro fibula) olabilir.

2.3.2. Deneysel Hayvan Non-Union Modeli

Non-union tedavisinin basarili bir sekilde yapilabilmesi i¢in 6ncelikle non-union
modeli olusturmak gerekir. Bu amagla birgok aragtirmacit deneysel non-union

olusturmak icin ¢alismalar yapilmistir.

Oetgen ve ark. (47)’ nin 48 fareyle yapilan ¢alismasinda, 24 farede kapali standart
femur kirigi olusturulmus (kontrol grubu) ve geriye kalan 24 fareye de agik osteotomi
(calisma grubu) uygulanmistir. Calisma grubunda osteotomi hattinin 2 mm distaline ve
proksimaline koter uygulayarak periost ortadan kaldirilmistir. Yapilan histopatolojik
degerlendirmede kontrol grubu normal kirik iyilesme bulgulart gosterirken, ¢alisma

grubunda gecikmis iyilesme veya higbir iyilesme bulgusunun olmadigi tesbit edilmistir.

Harrison ve ark (48)’ nin yapilan calismasinda, mid-diyafizel femoral osteotomi
olusturulduktan sonra mini eksternal fiksatoér kullanilarak bir grupta 0,5 mm ve diger

grupta 3 mm gap kalacak sekilde femoral tesbit yapilmistir. Bes hafta sonra yapilan
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radyolojik degerlendirmede 0,5 mm gap birakilan grupta kaynama goriiliirken, 3 mm
gap brrakilan grupta non-union olustugu ifade edilmistir. Dual enerji x-ray
absorpsiyometri (DEXA) ile yapilan degerlendirmede 0,5mm gap birakilan grupta
verilerde artis goriiliirken, 3 mm gap birakilan grupta ilk haftalarda artis sonraki
haftalarda azalma oldugu goriilmiistiir. Histopatolojik caligmada ise 0,5 mm gap

birakilan grupta non-union bulgularinin izlendigi rapor edilmistir.

Garcia ve ark. (40)’ nin farelerle yapilan g¢alismasinda, fare femurunda kirik
olusturulmus ve kirik hattinda gap araligi 0,8 ve 1,8 mm olacak sekilde intramediiller
civi ve staple civisi ile tesbit yapilmigtir. Kirik hatt1 tesbit edildikten sonra 10 hafta
beklenmis ve radyolojik olarak non-union gelisimi degerlendirilmistir. Radyolojik
olarak 0,8 mm ve 1,8 mm gap birakilan ve periosta zarar verilmeyen grupta non-union
gelisimi sirasiyla % 33,3 ve % 50 iken, kirik hattinda 1,8 mm gap birakilan ve periostu

cikarilan grupta non-union gelisiminin % 100 oldugu tesbit edilmistir.

2.4. DIABETES MELITUS

Diabetes melitus, insiilin salgisinin mutlak veya goreceli eksikligi yada insiilin
rezistanst ile kendini belli eden, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi
bozukluklari ile karekterize bir hastaliktir (49). Karbonhidrat metabolizmasina etkili
hormonlar, insiilin, glukagon, bobrekiistii bezi hormonlari, biiyime hormonu,
adrenokortikotropik hormon, tiroid hormonlaridir. Kan glukoz diizeyinin ortalama 115-
75 mg/dl arasinda bulunur, yemek sonras1 kan glukozu diizeyi 120-140 mg/dl’ ye kadar
artar. Artan bu glukoz diizeyi insiilin salgilanmasini uyararak en gec iki saat igersinde
kan glukoz diizeyinin normale donmesini saglar. Aclik hallerinde ise olusan hipoglisemi
sonucu glukagon salgilanmas1 uyarilir. Glukagon da karacigerde glikojenoliz ve
glikoneogenezisi artirarak kana glukoz verilmesini saglar sonugta kan glukoz diizeyini

normale getirir (49).

2.4.1. Diabetes Mellitus’ un Simiflandirilmasi

2.4.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Pankreatik insiilin salgisinin mutlak eksikligi veya yoklugu sonucu gelisen bir
hastaliktir. Karacigerden glukojenolizis ve glukoneogenezis ile glukoz, yag dokusundan

lipoliz ile serbest yag asitleri, kas dokusundan da proteoliz ile aminoasitler dolagima
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gecerler. Yag asitlerinden kaynaklanan keton cisimcikleri kanda birikerek ketozis ve
ketoniiri olusturmaktadir. Periferik glukoz kullantminin duraklamasi, glikojen
sentezinin durmasi ve intestinal glukoz emiliminin devam etmesi ile agir bir
hiperglisemi olugsmakta, bunlarin sonucunda poliiiri, polidipsi, polifaji, kilo kayb1 gibi
belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. Glukozun bobrekten geri emilim esigi astiktan sonra ise

glukoziiri olugsmaktadir. Bu da ozmotik etki ile poliiiriye yol agmaktadir (49).

Tip 1 DM’ un en Onemli nedeni otoimmiin olaylar sonucu pankreas beta
hiicrelerinin tahrip olmasidir. Ayrica otoimmiin antikorlar, baz1 HLA tipleri de nedenler

olarak sayilabilmektedir (49).

2.4.1.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Genel diabet populasyonunun % 80-90° 1n1 olusturmaktadir. Hastalik, insiilin
rezistanst ve rolatif insiilin eksikligi sonucu olugmaktadir. Asemptomatik bir dénemi
takiben klasik diabet semptomlar1 baslar. Bazi hastalarda tesadiifen glukoziiri veya
hiperglisemi bulunmasi ile tanis1 konur. Spontan ketoasidoz tip 2 DM’ da gelismez.

Ancak agir enfeksiyonlar ve agir stres yapan durumlarda ketoasidoz ve koma goriilebilir

(49).

2.4.2. Diabetes Mellitus’ un Tanis1

Diabetes Mellitus’ un tanisi, klasik semptomlar ve biyokimyasal bulgularla
konulmaktadir. Plazma glukoz diizeyinde yiikselmeye eslik eden susuzluk hissi, poliiiri,
polifaji ve kilo kayb1 olmas1 patognomoniktir. Asemptomatik hastalarda ise yegane tani

yontemi aglik plazma glukoz yonteminin dl¢tilmesidir (49).
Diabetes mellitusun tani kriterleri (49):

. En az 8 saatlik kalori alimimin engellendigi aclik sonrasi aglik plazma glukozunun 126

mg/dl(7.0 mmol/l)’ ye esit veya yiiksek olmasi

. Diabetin semptomlar1 (poliliri, polidipsi, agiklanamayan kilo kaybi) ile herhangi bir

zamanda alinan plazma glukozunun 200 mg/dl (11.1 mmol/l)’ ye esit veya fazla olmasi

. Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) sirasinda 2. Saatte plazma glukozunun 200 mg/dl’

ye esit veya fazla olmasi,
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2.4.3. Deneysel Hayvan Diyabet Modeli

Yasam kalitesine olan olumsuz etkileri yaninda, yiiksek mortabidite ve mortaliteye
sahip diyabet hastaligi ve komplikasyonlarinin patogenezini aragtirmak ig¢in yapilan

caligmalarda hayvan modelleri yaygin olarak kullanilmaktadir.

Deneysel diyabet hayvan modelleri i¢in giiniimiizde en ¢ok tercih edilen pankreas
beta hiicre spesifik toksinleri STZ(streptozocin) ve alloksandir (50). Alloksanin
tavsanlarda pankreasin beta hiicrelerini tahrip etmek suretiyle kalici diyabet olusturdugu
ilk kez Dunn ve ark. tarafindan 1943’ te bulunmustur (51). STZ’ nin benzer etkileri ise
1963’ te Rakieten ve ark. tarafindan sican ve kdpeklerde kalict diyabet olusturulmasiyla
gosterilmistir (52). STZ’ nin alloksana gore beta hiicreleri digindaki yapilara daha az
zarar verdigi; alloksan ile daha yiliksek kan sekeri degerlerine ulasildigi ve ketozisin

daha sik oldugu bildirilmistir (53).

Streptozotocin neoplastik, antineoplastik, nitroziire analogu ve diyabetojenik
ozellikleri olan genis spektrumlu bir antibiyotiktir (54). Ph’ 1 4 olan sitrat tampon
icersinde ¢ozeltisi hazirlanmali ve 1siktan korunarak hemen uygulanmalidir. Etkisini
hiicre icinde nitroziire gruplarinin dekompozisyonu ile olusan reaktif karbonyum
iyonlart Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) bazlarinda alkilasyona neden olur. Hiicresel
enerji depolarinin tiiketimine bagli ATP igerigini azaltir ve beta hiicresinde nekroza yol
acar (53). Diyabet olusturmak i¢in genellikle yetiskin siganlarda i.v yoldan 40-60 mg/kg
arasindaki bir degerin tek doz kullanimi tercih edilmekle birlikte (50), daha genis bir
araliktaki dozlar da (35-80 mg/kg) kullanilabilektedir (55).

2.5. KOK HUCRE

Canlilarda kendilerini yenileme ve farklilagsma kabiliyeti bulunan hiicrelere kok
hiicre denir. Bu konuda ilk 6nemli 6ngorii Alman bilim adami Carl Rudolph Wirchow’
un 1800’ lii yillarin basindaki “Omnis cellula e cellula = tiim hiicreler baska hiicrelerden
gelisir” yaklagimidir (56). Bugiinkii manada ilk kok hiicre tanimlamasi ise 1999 yilinda
Pittenger ve ark tarafindan yapilan, “Kemik iliginden koken alan ve uygun uyaranlarla
ic temel seri; osteoblastik, adipositik ve kondrositik seriye farklilagabilen fibroblastoid
hiicrelerdir tanimidir (57). MKHlerin farkli hiicrelere doniisebilmeleri (plastisite) son
yillarda yapilan bir ¢ok c¢alismada gosterilmistir (57). MKH plastisitesi 6zellikle

rejeneratif tip uygulamalar i¢in dikkat ¢ekicidir.
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2.5.1. Kok Hiicre Kaynaklar:

2.5.1.1. Embriyonel Kok Hiicre

Insan1 olusturan ilk hiicre, babadan gelen sperm ile anneden gelen yumurtanin
birlesmesiyle meydana gelir. Bu ilk hiicreye yani dollenmis yumurtaya “zigot” denilir.
Daha sonra bu hiicre boliiniip 2, 4, 8 hiicre olusturarak her 36 saatte bir sayisini ikiye
katlar. {1k dort giin igerisindeki hiicrelerin her biri tek baslarina bir insan olusturabilecek
potansiyele sahiptir yani “totipotent” dir. Anne karnindaki gelisimin 5’ inci giinlerinde
olusan hiicre topluluguna “blastosit” denilir. Bu hiicreler tek baslarima insan
olusturamaz ama insan viicudunda 200 ° den fazla sayida bulunan tiim hiicre tiirlerine
dontigebilir yani bu hiicreler “pluripotent” yapidadir. Blastosit adi verilen bu hiicre

kiimesinden alinan hiicrelerin her birine “embriyonel kok hiicre” denilir.

2.5.1.2. Fetus Kok Hiicresi

Kok hiicreler diisiik yapan kadinlardan alinan hiicrelerden de elde edilebilir. Bu
kok hiicreler sinirsiz sayida boliinme ve kendilerini yenileme o6zelligine sahiptir.
Boliinerek cogalan bu hiicreler ayn1 genetik yapidadir. Yani ¢ogalarak ayni kendileri
gibi hiicreler olusturur. Embriyolardan elde edilen bu hiicreler “pluripotent” yapida,
yani gerekli kosullar saglandiginda kas, sinir, karaciger gibi her hiicre tiiriine
dontisebilir. Ancak tek baglarina yeni bir organizma olusturamazlar, yani “totipotent”

degildirler.

2.5.1.3. Eriskin Kok Hiicre

Erigkin kok hiicreler, farklilasmis dokularda bulunan farklilagsmis hiicrelerdir. Her
yastaki insanda bulunan bu hiicreler kendilerini yenileyebilir ve ihtiya¢ duyuldugunda
bulunduklar1 dokulardaki degisik hiicre tiirlerine doniisiir yani “multipotent”
hiicrelerdir. Eriskin kok hiicreler, organizma yasadigi siire boyunca kendilerinin
kopyalarini iireterek cogalir. Bu hiicreler bulunduklar1 dokulardaki eskiyen, hastalanan
veya Olen hiicrelerin yerine yenilerini iireten yedek parca kaynaklar1 olarak gorev yapar.
Eriskin kok hiicreler kemik iligi, kas goz, sinir karaciger ve deri gibi dokularda bulunur.
Insan viicudunda en fazla eriskin kok hiicresinin bulundugu yer ise kemik iligidir. Bu
tiir hiicreler c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Halen erigskin kok

hiicrelerinden tiim hiicreler elde edilemez. Ait olduklar1 dokularin hiicre tiirleri disinda
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bir iki hiicre tiirline doniigebilseler de viicuttaki tiim hiicreler eriskin kdk hiicresinden

elde edilemez.

Biz de calismamizda kok hiicrelerin tedavide kullanimini arastirmak iizere rattan
elde edilen eriskin tip adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre kullanmay1

planladik.

2.5.1.4. Eriskin Kok Hiicre izolasyonu

Heparinize edilmis enjektore alinan doku aspirati serum fizyolojik veya Phosphate
Buffered Saline (PBS) ile seyreltilerek fikol dansite gradiyent yontemi ile mononiiklear
hiicre ayrimi yapilir. Fikol siipernatantindan ayrilan hiicre ¢okeltisi %20-30 Fetal
Bovine Serum (FBS) igeren Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) besiyerinde
siispanse edilir. Hiicre kiiltiir flasklarinda 48-72 saat 37 °C sicaklikta, %5 CO2 iceren
humidifiye inkiibitérlerde inkiibe edilir. Bu siire sonunda siipernatant ve plastige
yapigsmayan hiicreler aspire edilerek uzaklastirilir. Geriye kalan plastige yapismis
hiicreler kiiltiire edilmeye devam edilir. Hiicreler flask tabanmin %75'ini kaplayinca
tripsinasyon islemi yapilarak yapisan hiicrelerin tabandan ayrilmasi saglanir. Daha
sonra hiicreler boliinerek taze besiyerlerine ekilir. Ortalama 2-6 pasaj sonra yeterli
sayida hiicre elde edilmis olur. Kullamima hazir hale gelen hiicreler daha sonra

calisilmak tizere dondurularak -80°C ile -196°C de saklanir (58,59).

2.5.2. Kok Hiicre Kemik Doku Uzerine EtKisi

Son yillarda kok hiicrelerin potansiyel klinik kullanimlar ile ilgili ¢cok sayida
calisama yapilmustir. Ozellikle kemik dokuya yonelik bu ¢alismalar biiyiik defektlerin

kapatilmasindaki sorunlarin agilmasi i¢in olmustur.

Kirik kemigin iyilesmesindeki esas hiicreler puliripotent etkiye sahip mezenkimal kok
hiicrelerdir. Kemik uglarinin temas ettigi, kirik bdlgesinin kanlanmasinin bozulmadigi
kosullarda kirik olusmasindan itibaren gelisen hematom ve yangisal cevap mezenkimal
hiicrelerin bolgeye go¢ etmesini, ¢ogalmasini, farklilasarak osteoblastlara doniismesini
saglamaktadir (60). Mezenkimal kok hiicreler kas dokusu, yag dokusu ve sinovyumdan
da elde edilebilmektedir (60). Ancak kemik iligi mezenkimal kok hiicre yoniinden daha
yogun bir igerige sahiptir ve elde edilmesi daha kolaydir. Cesitli olgularda elde edilen

kemik 1iligi hiicrelerinin herhangi bir farklilastirma islemine tabi tutulmadan ve
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osteokondiiktif destek yapt kullanmadan uygulanmasi sonucu basarili sonuglar

bildirilmektedir (61).

Ural ve ark.’nin Giilhane Askeri Tip Akademisi (GATA)’ da yaptiklar1 ¢alismada
da tavsanlarin her iki tibialarinda defekt olusturularak eksternal fiksator uygulanmigtir
(62). Tibialardan birinde defekt bolgesine MKH lokal olarak verilmis diger tibia kontrol
grubu olarak kullanilmis ve higbirsey verilmemistir. Uygulamanin 15. giinii ve bir ay
sonra radyolojik olarak ve birinci ay sonunda histokimyasal olarak MKH uygulanan
tarafta daha hizli iyilesme saglandig1 ve eksternal fiksatoriin tutulma siiresinin kisaldigi
gosterilmistir (62). Bu giin i¢in kemik iyilesmesinde ve defektlerin kapatilmasinda
osteoindiiktif ve osteopromotif materyallerin gen ekspresyonu ile MKH' lerle kombine
kullanimlar1 ve defektlerin kapatilmasinda skafoldlar ile MKH' lerin kombine edildigi
calismalar yapilmaktadir. Caligmalar gostermektedir ki bu da klinik olarak zaman i¢inde

bu uygulamalarin kansell6z otogreftlere alternatif olabilecegini gostermektedir (63,64).

Ahn ve arkadaslar ise tavsanlarda proksimal tibiada fizis defekti olusturmuslar.
Defekt bolgelerine Timor growth faktér (TGF) B3 ile kiiltire edilmis MKH implante
etmisler (65). Alt1 hafta sonra kontrol gruplarinda 28-30°angulasyon gozlenirken MKH
verilen tavsanlarda Onemli bir angulasyon olusmadigr gozlenmistir. Fizis
yaralanmalarmin tedavisinde MKH uygulamalar1 yapilacak yeni g¢aligmalar 1s18inda

alternatif bir tedavi olarak goriinmektedir.

2.6. Reseptor Aktivator Niikleer Kappa B, Reseptor Aktivator Niikleer Kappa B

Ligand, Osteoprotegerin Geni

1997 de, birbirinden bagimsiz iki aragtirma grubu tarafindan, kemik yikimini
engelleyen ve OPG olarak isimlendirilen yeni bir protein bulunmustur (66,67).Daha
sonra bu konudaki ¢aligmalar hizlanarak fizyolojik ve patolojik kemik rezorpsiyonunu
kontrol eden iki farkli protein daha kesfedilmistir. Bunlardan, RANK osteoklastlarda
bulunan ve RANKL ile uyarilarak kemik yikimina neden olan reseptordiir (68,69).
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Reseptor aktivator niikleer kappa B ligand, osteoklastin aktivitesini artiran
fiziksel ajandir. Ayrica RANK ile etkilesime girerek preosteoklastlari osteoklastik

aktiviteye donilislimiinii saglar ve onlar1 aktive eder.

Osteoprotegerin, glikoprotein yapida olup daha ¢ok osteoblastlar tarafindan
sentezlenir. RANKL ile yaris icerisinde olup RANKL inhibitorii gibi davranir. Boylece

kemik doku i¢in yikimi azaltarak kemik kiitlesini arttirici islev gortir(70).

2.6.1. Osteoprotegerin geni
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Osteoprotegerin baslangigta 401 aminoasit olarak sentezlenen bir polipeptiddir. 21
amino asitlik propeptid kismi1 ayrildiktan sonra 380 amino asitlik olgun protein olusur.
Hiicre disina 60 kDa’ luk monomerik ve 120 kDa’luk disiilfit bagi iceren homodimerik,
¢Oziinlir bir glikoprotein olarak salgilanir. OPG, tiimor nekroz faktorii reseptorleri
(TNFR) siiper ailesinin bir iiyesi olup TNFR siiper ailesinin diger reseptorlerinden farkli

olarak transmembran ve sitoplazmik kisimlar igermez.

Osteoprotegerin osteoklastlarin yaptigi kemik yikimini inhibe eder. Hipokalsemik
ve antiresorptif etkilidir. Onun kemik dokudaki biyolojik etkileri, asagida anlatildigi
gibi, RANK/RANKL’ 1n etkisi ile terstir. OPG, RANKL’ a baglanarak bir tuzak
reseptor gibi fonksiyon goriir ve RANK’ a baglanmasini engeller. Sonug¢ olarak
osteoklast farklilasmasi ve aktivasyonu inhibe olur ve RANKL kemik rezorpsiyonu

olusturamaz (71).

2.6.2. Reseptor Aktivator Niikleer Kappa B Ligand Geni

Normal ve patolojik durumlarda kemik rezorpsiyonunun anahtar mediyatorii olan
RANKL, TNF ligand ailesinin bir iiyesidir. 40-45 kDa’ luk membrana bagli hiicresel ve
32 kDa’ luk biyolojik olarak aktif, ¢coziiniir iki formdan olusmus 317 amino asitlik bir
peptiddir. Lenf nodlari, timus ve akcigerde daha fazla olmak iizere dalak ve kemik iligi

gibi dokularda ve osteoblastlarda sentezlenir.

RANKL; onciil ve olgun osteoklastlar, uyarilmis T ve dendritik hiicrelerin

yiizeyinde bulunan kendine ait reseptorit RANK’a baglanarak bu hiicreleri uyarir.

RANKL’ 1n kemikteki ana gorevi osteoklast olusumunu ve apoptozun

inhibisyonunu saglayarak kemik kayb1 ve rezorpsiyonunu artirmaktir (72).

2.6.3. Reseptor Aktivator Niikleer Kappa B Geni

Hiicre dis1 kismu 28 amino asitlik sinyal peptid olan RANK, 21 amino asitlik kisa
transmembran ve genis sitoplazmik kisimlart ile toplam 616 amino asitlik bir
transmembran proteinidir (73). Preosteoklastlara RANKL’ in baglanmasini saglayan tek
reseptordiir. Osteoklastojenez ve kalsiyum metabolizmasini kontrol eden bu reseptoriin;
makrofaj/monositik hiicreler, T ve B lenfositleri, fibroblastlar, dendritik hiicreler ve
onciil ve olgun osteoklastlarin yiizeyinde bulundugu belirlenmistir (73). RANK’mn

aktivasyonu veya OPG’nin inhibisyonu yolu ile RANK sinyalinin artmasi ile
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sonuglanan RANK ve OPG genindeki mutasyonlar sirasi ile ailesel ekspansil osteoliz
(74) ve ailesel Paget hastaliginda (75) saptanmistir. RANK ve RANKL nakavt farede

osteoklastlarin olmamasina bagli olarak agir osteopetrozis gelistigi belirtilmistir (76).

2.6.4. Kemik Doku Uzerine Etkileri

RANK-RANKL-OPG sistemi de kemik diizenlenmesinde dnemli bir role sahiptir.

Bu sistem aracilif1 ile osteoblast sinyalleri osteoklast tiretimini stimiile eder.

Ostrojen eksikligi durumunda OPG salgis1 diisiiktiir ve bu sebeple osteoklast dnciileri
RANKL’ ye giiclii yanit verirler. Yeteri kadar dstrojenin oldugu durumda ise RANKL’
ye baglanmis OPG konsantrasyonu artar ve osteoklast tiretimi azalir, boylece kemik

dongiisti azalmis olur (77).

Otozomal resesif osteopetrozis (ORO) genellikle infant veya ¢ocukluk caginda
olime yol acgan ciddi bir hastaliktir. TNFSF11 geni tarafindan kodlanan RANKL ve
TNFRSF11A geni tarafindan kodlanan RANK proteinleri osteoklast olgunlasmasi igin
onemli olup bu genlerdeki mutasyonlarin ORO gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir

(78).

OPG/RANKL oraninin kemik kiitlesini belirleyen esas faktor oldugu belirtilmistir (79).
Osteoblastlar sentezledikleri RANKL miktarint degistirebilirler ve RANKL sentezini
indiikleyen pek c¢ok faktdr osteoblastlarda OPG sentezini de diizenler. Genellikle
RANKUL seviyesindeki artma OPG seviyesindeki azalma ile birliktedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Arastirmalar Merkezi, Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali, Histoloji Anabilim
Dali, Radyodiagnostik Anabilim Dali, Tibbi Genetik Anabilim Dali ve Biyokimya
Anabilim Dali imkanlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Calisma, Erciyes Universitesi

Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 12.11.2014 tarih 14/138 karar no ile yapilmistir.

3.1. DENEY HAYVANLARI VE CALISMA GRUPLARI

Bu c¢aliymada, Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Aragtirmalar Merkezinden temin edilen, 8 haftalik ve ortalama agirligi 200 gr olan 48
adet Wistar-albino cinsi disi rat kullanildi. Deney siiresince aydinlik/karanlik (10/14
saat) 151k dongiisiinde normal oda sicakligi ve neminde tutulan ratlar, standart pellet
yem ve musluk suyu ile beslendi. Ratlar, her grupta 8 denek olacak sekilde 6 gruba
ayrild.

GRUPLAR

GRUP A: Kontrol Grubu

Bu gruptaki 32 rat kontrol grubunu olusturacak sekilde diizenlendi. Kontrol grubu

4’e ayrild.
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Grup Al: Bu gruptaki 8 rata higbir cerrahi islem yapilmadi ve diyabetik bir ajan
verilmedi. 8 rattan olusan grup diger ratlarla beraber takip edildi. Onlarla beraber 18

haftalik takip sonras1 iki yonlii radyografi ¢ekildi ve sakrifiye edildi.

Grup A2: Bu gruptaki 8 rata osteotomi uygulanip Kr teli ile fiksasyon saglandi.
Pseudoartroz prosediirii uygulanmadi. Kirik kaynamasi i¢in 10 hafta beklendi. Kaynama
radyografi ile teyit edildi. 8 hafta takip edildi iki yonlii radyografi c¢ekildi ve sakrifiye
edildi.

Grup A3: Bu gruptaki 8 rata non-union prosediiriine uygun olarak osteotomi sonrasi gap
olusturulup Kr teli ve staple ile fiksasyon saglandi. 10 haftalik takip sonrasi radyografi
ile pseudoartroz dogrulandi. 8 haftalik takip sonrasi iki yonlii radyografi ¢ekildi ve
sakrifiye edildi.

Grup A4: Bu gruptaki 8 rata oncelikle diyabet olusturuldu ikinci asamada non-union
prosediiriine uygun olarak osteotomi sonrasi gap olusturulup Kr teli ve staple ile
fiksasyon saglandi. 10 haftalik takip sonrasi non-union radyografi ile dogrulandi. 8

haftalik takip sonrasi iki yonlii rontgen ¢ekildi ve sakrifiye edildi.

GRUP B: KoKk hiicre Grubu

Bu gruptaki 16 rat ¢alisma grubunu olusturacak sekilde diizenlendi. Calisma grubu

2’ye ayrildi.

Grup B1: Bu gruptaki 8 rata non-union prosediiriine uygun olarak osteotomi sonrasi
gap olusturulup Kr teli ve staple ile fiksasyon saglandi. 10 haftalik takip sonrasi
radyografi ile pseudoartroz dogrulandi. Non-union sahasia kok hiicre uygulandi. 8

haftalik takip sonrasi iki yonlii rontgen ¢ekildi ve sakrifiye edildi.

Grup B2: Bu gruptaki 8 rata oncelikle diyabet olusturuldu ikinci asamada pseudoartroz
prosediiriine uygun olarak osteotomi sonrasi gap olusturulup Kr teli ve staple ile
fiksasyon saglandi. 10 haftalik takip sonrasi pseudoartroz radyografi ile dogrulandi.
Pseudoartroz sahasina kok hiicre uygulandi. 8 haftalik takip sonrasi iki yonli

radyografi ¢ekildi ve sakrifiye edildi.
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3.2. HAZIRLIK VE OPERASYON

Deneklerden altisar adetlik gruplar rastgele ayrildi. Oncelikle aglik kan sekerlerine
bakilip normal olduklar1 teyit edildi.

A4 ve B2 gruplarinda Diyabet olusturmak amagli 60 mg/kg dozunda STZ 0,1
mol/L sitrat tampon (Ph 4,4) ¢ozeltisi i¢inde periton i¢i uygulandi (80). Hipoglisemiden
korumak i¢in denekler STZ uygulanmasini takiben ilk 24 saatte su yerine %5’lik glukoz
coOzeltisi ile beslendi. 3. Gilin kan glukoz diizeyi > 200 olmasi ve idrar analizinde

glikoziiri varhig ile diyabet tanist konuldu ve diyabetik gruba alind1 (81).

A2 nolu gruba 3 mg/kg ksilazin hidroklorid (Rompun, Bayer, Tiirkiye) ve 90
mg/kg ketamin hidroklorid (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) intraperitoneal olarak
uygulandi. Deneklerin sol alt ekstremiteleri kasiga kadar tras edildi ve operasyon
masasina alindi. Operasyon sahasi polivinil pirolidon-iyot (Batticon, Adeka, Samsun,
Tiirkiye) ile dezenfekte edildi ve operasyon sahasi agikta kalacak sekilde steril
kompreslerle ortiildi. Tiim ratlarda diz ve distal femur orta hat insizyonu ile artrotomi
yapildi. Cilt-cilt alt1 doku gecildikten sonra median parapatellar insizyonla diz eklemine
girildi. Femur 1/3 orta-distal kisimlar1 ortaya konuldu. Periost soyularak mini elektrikli
testere (Medtronic, Triton, Microsagittal saw, USA) yardimryla sol femurlar middiafizer
bolgeden osteotomize edildi. Osteotomi sonrasi ratlarin femurlar1 matkap kullanilarak
diz ekleminden retrograd olarak 1,5 mm’ lik Kr telleri ile tesbit edildi. Tespit sonras1 Kr
tellerinin proksimal ve distalden femur igerisinde kalmasina 6zen gosterildi.Tespit
sonrast osteotomi hatt1 ve insizyon sahast SF ile yikandi. Yikama sonrasi kas doku ve
cilt 3/0 keskin igneli Vicryl (Johnson & Johnson, Briiksel, Belcika) ile usuliine uygun
olarak kapatildi. Ratlar anestezi sonras1 derlenme siiresi boyunca ayr1 ortamlarda tutuldu
ve derlenme sonrasinda operasyon yerlerine konuldu. Operasyondan 10 hafta sonra
Erciyes Universitesi Radyodiagnostik Anabilim Dali réntgen cihazinda sol femur 2
yonlii radyografileri alindi. Radyoloji ogretim goérevlisi Yrd.Dog¢.Dr. Serap Dogan

tarafindan kaynama teyit edildi.

A3, A4, B1, B2 nolu gruplara pseudortroz olusturmak i¢in 3 mg/kg ksilazin
hidroklorid (Rompun,Bayer,Tiirkiye) ve 90 mg/kg ketamin hidroklorid (Ketalar,
Eczacibasi, Tiirkiye) intraperitonal olarak uygulandi. Deneklerin sol alt ekstremiteleri
kasiga kadar tras edildi ve operasyon masasina alindi. Operasyon sahasi polivinil

pirolidon-iyot (Batticon,Adeka, Tiirkiye) ile dezenfekte edildi ve operasyon sahasi agikta
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kalacak sekilde steril kompreslerle ortiildii. Tiim ratlarda diz ve distal femur orta hat
insizyonu ile artrotomi yapildi.Cilt-cilt alt1 doku gegildikten sonra median parapatellar
insizyonla diz eklemine girildi. Femur 1/3 orta-distal kisimlar1 ortaya konuldu. Periost
soyularak mini elektrikli testere (Medtronic, Triton, Microsagittal saw, USA) yardimiyla
sol femurlar middiafizer bolgeden osteotomize edildi. Osteotomi sonrasi ratlarin
femurlar1 matkap kullanilarak diz ekleminden retrograd olarak 1,5 mm’lik Kr telleri ile
tesbit edildi. Tespit sonrast Kr tellerinin proksimal ve distalden femur igerisinde
kalmasia 6zen gosterildi. Kr telleri ile tespit isleminden sonra non-union olusturmak
icin Garcia ve ark. (40)’nin tarifledigi gibi osteotomi hattinda 1,8 mm gap kalacak
sekilde elektronik kumpas ile dl¢iildii ve staple ¢ivisiyle tespit yapildi. Tespit sonrasi
osteotomi hatt1 ve insizyon sahasi SF ile yikandi. Yikama sonrasi kas doku ve cilt 3/0
keskin igneli Vicryl (Johnson & Johnson,Belgika) ile usuliine uygun olarak kapatildi.
Ratlar anestezi sonrasi derlenme siiresi boyunca ayri ortamlarda tutuldu ve derlenme
sonrasinda operasyon yerlerine konuldu. Operasyondan 10 hafta sonra Erciyes
Universitesi Radyodiagnostik Anabilim Dali réntgen cihazinda sol femur 2 yonlii
radyografileri alindi. Radyoloji 6gretim gorevlisi Yrd.Dog.Dr. Serap Dogan tarafindan
non-union teyit edildi.

Non-union teyit edildikten sonra B1 ve B2 nolu gruplara daha 6nce Tibbi genetik
Anabilim Dal1’ nda hazirlanmis olan kok hiicreler yine tanimlanan anestezi esliginde
non-union hattina deneklerin femur lateralinden yaklasik acilan 2cm lik insizyonla
ulagilarak 0,2 cc besin soliisyonunda  2x10° kék hiicre non-union alanma verildi. Cilt
alti-cilt kapatilarak denekler operasyon oncesi yerlerine yerlestirildi. Tiim gruplar bu
islemi takiben 8 haftalik takip sonrasi once iki yonlii rontgenleri ¢ekildi. Sonrasinda
sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasi deneklerin sol femurlar1 yumusak dokudan

disseke edilerek tespit icin formol ¢ozeltisine konuldu.
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Sekil 6. Deneklerin tras edilmesi

pad

Sekil 7. Deneklerin ameliyat masasina alinisi
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Sekil 8. Deneklerin boyanmasi ve steril ortiilmesi.

Sekil 9. Cilt insizyonu
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Sekil 10. Kr teli ile femurun tesbiti
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Sekil 12. Kasin dikilmesi

Sekil 13. Postoperatif uyanmaya alinmalari
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3.2.1. Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Diyabet modeli streptozotosinin intraperitoneal (1.P) yolla verilmesi ile
gerceklestirilmistir. Deneklere 60 mg/kg (30 mg/ml yogunlugunda ¢ozelti) dozundaki
streptozotosinin sitrat buffer icersindeki ¢ozeltisi Ph derecesi 4.4 olacak sekilde

ayarlandiktan sonra tek doz olarak uygulandi(80).

Ratlarin her birinin enjeksiyondan 6nce (0.giin), enjeksiyondan sonra 1. Ve 10.

Giinlerde idrar ve kan glukozlar 6l¢iildii.

Idrarda glukoz tayini, temiz fayans iizerine idrar yapmasi saglanan ratlarin idrarina
Stik(Medi-Test Combi 11) degdirilip renk skalasindan okunarak yapilmistir. Renk

skalasinda ++ veya +++ olan degerler glikoziiri kriteri olarak kabul edildi (82).

Kan glukozu dl¢limleri ise rat kuyrugundan alinan kan glukometreye damlatilarak

aletin dijital ekranindan mg/dl cinsinden kan glukozu degeri okunarak saptandi.

LNGEYOS LY
1L0GS

7
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Sekil 14. Kan glukoz diizeyinin 6l¢iilmesi
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Sekil 15. Idrar glukozunun gosterilmesi

3.2.2. Kok Hiicre Hazirlanis1 ve Uygulanmasi

3.2.2.1. Rat Adipoz Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

iki adet erkek rattan yaklagik olarak 1x1 cm?® periton gevresinden adipoz doku
toplandi. Toplanan adipoz doku tasima soliisyonu igerisinde Erciyes Universitesi,
Genom ve Kok Hiicre Merkezi, Kok Hiicre AR-GE laboratuvarina tasindi. Getirilen
doku, 1% penisilin- streptomisin soliisyonu (Biological Industries, Kibbutz Beit
Haemek, Israel) iceren phosphate-buffered saline (PBS) icinde ii¢ defa yikandi.
Ardindan doku parcalar1 PBS (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel)
icinde 2.5 mg/ml kollojenaz tip 2 (Sigma—Aldrich, Taufkirchen, Germany) ile 37 °C ‘de
30 dakika enzimatik parcalamaya tabii tutuldu. Bu islem sonunda elde edilen tek hiicre
stispansiyonu, 70 pm ‘lik hiicre filtresinden (Becton Dickinson Labware, Franklin
Lakes, NJ, USA) gecirildi. Boylece debris ve parcalanmayan adipoz doku ayrildi. Elde
edilen hiicre siipansiyonu 25 em? “lik kiiltiir flasklaria ekildi. Kiiltiir icin kullanilan
besiyerinin igerigi: %10 fetal sigir serumu (FBS) igeren diisiik glikozlu DMEM (L-
DMEM medium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ve 1% penicillin streptomycin
sollisyonu ve 1% glutamin (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel)’dir.

Hiicreler 37°C’de ve 5% CO2 igeren ortamda inkiibe edildiler. Ilk olarak ii¢ giin sonra
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ve ardindan haftada iki defa besiyeri degistirilerek idamesi saglandi.Adipoz doku
kaynakli mezenkimal kok hiicre (AD-MKH)’ ler kiiltiir kabina yapisma 6zelligine gore
izole edildiler. 70-80% hiicre yogunluga ulasildiginda primer hiicre kiiltiiriiniin 0.025%
trypsin-EDTA ile deatagmani saglandi. Hiicreler PBS (Biological Industries, Kibbutz
Beit Haemek, Israel) ile yikandiktan sonra pasajlama islemi gerceklestirilerek 1:4
oraninda alt kiiltiirlere gecildi. Bu c¢aligmada 3. Pasaj sayisindaki AD-MKH’ler
kullanildi.

Sekil 16. Adipoz dokudan kok hiicre elde edilmesi
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Sekil 18. Kok hiicrelerin 37°C’de ve 5% CO2 igeren ortamda inkiibe edilmesi

37



Sekil 19. Kok hiicrelerin mikroskop altinda incelenmesi

3.2.2.2. Akim sitometri ile AD-MKH’ lerin karakterizasyonu

Farklilastirilmamis AD-MKH’lerin fenotipik o6zellliklerini gdstermek icin akim
sitometri gerceklestirildi. 3. Pasaj sonu hiicreler toplandi ve santrifiij edildi. Ardindan
10° hiicre /mL olacak sekilde PBS ile resiispansiyonu yapildi. AD-MKH’lerin
immunfenotiplendirilmesi igin CD11b/c, CD29, CD44, CD45, CD73, CD90 (BD
Biosciences) kullanildi. Akim sitometri Navios (BeckmanCoulter, USA) cihazinda
gerceklestirildi. Veriler KALUZA software (Beckman Coulter, USA) kullanilarak

degerlendirildi. 50%’den fazla boyanma pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.2.3 Mezenkimal Kok Hiicre Bulgularn

MKH’larmn tipik igsi goriinimde oldugu tespit edildi (Sekil 20). Herhangi bir
komplikasyon olmadan hiicre kiiltiir gergeklestirildi. Morfolojilerinin tipik 1gsi,
fibroblast benzeri MKH karakteri tasidig: tespit edildi. Pasajlama esnasinda morfolojik
degisiklik tespit edilmedi. Istenilen sayida hiicreye 3. pasajda kolaylikla ulasilabildi.
Akim sitometri ile yapilan karakterizasyon sonucunda AD- MHK’ larin mezenkimal
kok hiicre belirteglerini eksprese ettikleri bulundu. CD11b/c %4,7; CD45 %0,9; CD29
%91,7; CD73 %90; CD90 %92,7; CD44 %90,4 olarak tespit edildi (Sekil 21).
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CD11b/c %47
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73 %90
090 w927
D44 w304

Sekil 21. Akim sitometri’de AD-MKH’ler CD29, CD 44, CD73, ve CD90
pozitif iken CD 11b/c ve CD45 negatif olarak tespit edildi.
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3.2.2.4 Mezenkimal Kok Hiicre Uygulanmasi

On haftalik bekleme sonrasi radyolojik olarak Non-union kanitlanan Bl ve B2
grublarina {iretilen adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler ketamin-ksilazin
anestezisi altinda rat femurundaki non-union hattt ve g¢evresine yaklasik 1 cm’ lik
insizyonla girilerek 0,1 ml’de 2 milyon kdk hiicre olacak sekilde enjekte edildi. Kontrol
grublarma ise 0,1 ml serum fizyolojik rat femurundaki non-union hatt1 ve g¢evresine
verildi. Daha onceki yontemdeoldugu gibi kas ve derinin suturasyonu sonrasi isleme

son verildi.
3.2.3. Deney Hayvanlarinin Sakrifiye Edilmesi

Deneklere  ketamin-ksilazin  anestezisi uygulandiktan sonra  radyolojik
degerlendirme i¢in sol femurlarinin yan grafileri ¢ekildi. Biyokimyasal calisma icin
intrakardiak 3 ml kan alindiktan sonra intrakardiak potasyum kloriir enjeksiyonu (% 75
KCI, Galen A.S. Tirkiye) ile tii ratlar sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasi tim
deneklerin sol femurlarma iki yonli grafi ¢ekilerek % 10 formalin igerisinde

histopatolojik ¢alisma icin ayrildi.

3.3. RADYOLOJIK DEGERLENDIiRME

Tiim deneklerde ameliyat sonrasi 10 hafta beklendi. Non-union gelisimini
gostermek amaciyla ketamin-ksilazin anestezi altinda Erciyes Universitesi
Radyodiagnostik Anabilim Dali’nda Siemens Multix C (Japonya) marka rontgen cihazi
ile sol femurlarinin on-arka grafileri ¢ekildi. Yine tiim ratlarda sakrifikasyon Oncesi
anestezi altinda non-union iyilesmesini degerlendirmek amaciyla sol femurlariin 6n-
arka grafileri ¢ekildi. Daha sonra 1 ortopedi ve travmatoloji ve 1 radyoloji uzmani
tarafindan farkli zamanlarda birbirinden bagimsiz olarak 2 kez degerlendirildi.

Degerlendirmede Lane-Sandhu siniflamasi kullanildi (83).

Tablo 1. Radyoloji skorlama sistemi

Radyolojik verileri degerlendirmek i¢in Lane-Sandhu siniflamasi(83)
Kallus yok

Kallus formasyonu var

Kemiksel kaynama baslangici

Kirik hattinin gériilmemesi

Tam kemiksel kaynama

A W NN RO
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Kok hiicre uygulanan gruplarla beraber biitiin gruplar uygulama sonras1 8 hafta
beklenilerek rontgenleri ¢ekildi kaynama dereceleri yine ayni sekilde 1 ortopedi ve
travmatoloji ve 1 radyoloji uzman tarafindan farkli zamanlarda birbirinden bagimsiz

olarak 2 kez degerlendirildi. Degerlendirmede Lane-Sandhu siniflamasi kullanildi.

3.4. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Histopatolojik inceleme i¢in pseudoartroz sahasini iceren kemik doku 6rnekleri %
10’luk tamponlanmis nétral formaldehit soliisyonunda tesbit edildi. Kemik doku
ornekleri daha sonra asetik asit ve formik asit iceren asit solliisyonunda dekalsifiye
edildi. Dekalsifikasyon sonrasinda osteotomi sahasini ortalayacak sekilde kemik pargasi
kesilerek ayrildi. Daha sonra bu kemik pargasi sagital diizlemde 2’ye ayrildi. Elde
edilen pargalar giderek artan derecelerde etil alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildi. Ksilolde seffaflastirilan dokular son olarak parafin i¢ine gomiilerek bloklandi.
Parafin bloklardan alinan 4-6 mikron kalinliginda kesitler hemotoksilen eozin (HE),
nuclear fast red ve alcian blue ile boyandiktan sonra Nikon Optiphot-2 marka 151k
mikroskobunda Hua ve ark. (84)’nin tarif ettigi histolojik skorlama sistemi kullanilarak

degerlendirildi .

Tablo 2. Histoloji skorlama sistemi

Histolojik verileri degerlendirmek i¢in Huo ve ark.(84)’ nin kullandig1 skorlama sistemi

Derece 1 fibroz doku

Derece 2 agirlikl fibroz doku, az miktarda kikirdak

Derece 3 esit oranda fibroz ve kikirdak doku

Derece 4 agirlikl kikirdak, az miktarda fibréz doku

Derece 5 kikirdak doku

Derece 6 agirlikli kikirdak, az miktarda immatiir kemik
Derece 7 esit oranda kikirdak ve immatiir kemik doku
Derece 8 agirlikli immatiir kemik, az miktarda kikirdak doku
Derece 9 immatiir kemik ve kirik iyilesmesi

Derece 10 matiir kemik ile kirik iyilesmesi
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3.5. GENETiIiK DEGERLENDIRME

Genetik degerlendirme i¢in non-union sahasini igeren kemik doku ornekleri %
10’luk tamponlanmis nétral formaldehit soliisyonunda tesbit edildi. Kemik doku
ornekleri daha sonra asetik asit ve formik asit iceren asit solliisyonunda dekalsifiye
edildi. Dekalsifikasyon sonrasinda osteotomi sahasini ortalayacak sekilde kemik pargasi
kesilerek ayrildi. Daha sonra bu kemik parcasi sagital diizlemde 2’ ye ayrildi. Elde
edilen pargalar giderek artan derecelerde etil alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildi. Ksilolde seffaflagtirilan dokular son olarak parafin i¢ine gomiilerek bloklandi.
Parafin bloklardan alinan 4-6 mikron kalinhiginda kesitler alindi. Erciyes Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Laboratuvari’” nda RANK, RANKL, OPG gen analizleri
yapildi.

3.5.1 RANK, RANKL, OPG gen PCR analizi

Gen miktar 6l¢iimii, Polimeraz Chain Reaction (PCR) teknigi kullanilarak mRNA

miktarini arttirarak ol¢lilmesi esasina dayanilarak yapildi.
Prensip: Eszamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uygulanmasi1 (EZ-PZR)

Tiim olgulara ait H&E kesitlerde kirik iyilesmesinden sorumlu hiicrelerinden
zengin, stromadan fakir alana uyan doku 6rnegi EZ-PZR degerlendirilmesi i¢in bloktan
cikarildi. RNA izolasyonu yapabilmek i¢in Qiagen miRNeasy FFPG Kiti (Qiagen,
Penzberg, Germany) kullanildi. Onerilen prosediire gore once dokudaki parafin
kimyasal (Ksilen) yolla uzaklastirildi, daha sonra O6rnek sirasiyla santrifiij, ethanol,
trizol, lyzis solusyonu, mercapta ethanol ve tissue lyser islemlerinden gegirilerek DNA
ve RNA agiga ¢ikarildi. RNA izolasyonu i¢in sirasiyla kloroform, santrifiij, ethanol
islemlerini takiben O6rnek RNeasy spinkolonda bir dizi islemden geg¢irildi ve RNA
izolasyonu saglandi. RNA izolasyonunun yeterliligi nanodropta ol¢iim yapilarak
(A260/A280 ve A260/A230 degerleri>10 ng/ul) degerlendirildi. m-RNA’larin, c-
DNA’ya doniistiirme isleminde, i¢inde 4 ayri reaktif i¢eren (revers transkriptaz enzimi,
RNAaz inhibitorii, niikleotidler, tampon) Roche Transcriptor High Fidelity ¢cDNA
synthesis kiti (Roche, Penzberg, Germany) kullanildi. m-RNA iceren c-DNA’larin
yeterliliginde kontrol geni olarak “beta-aktin” ile ¢alisildi. Ct degerleri 20-30 arasinda
ise uygun, Ct degerleri >30 ise bu deger RANK, RANKL, OPG calismasi i¢in uygun
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degil olarak kabul edildi. Her denek Ornegi icin elde edilen m-RNA, c-DNA’ya
dondstirtldi. Hazirlanan c-DNA’lardan da RANK, RANKL, OPG/referans gen
konsantrasyonu EZ-PZR yontemi ile saptandi. Bu oransal deger 2 ve iizerinde ise EZ-
PZR pozitif olarak kabul edildi.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler SPSS (Statical Package for Social Science) istatistik paket programi (SPSS
for Windows 17.0) ile degerlendirildi. Nicel verilerin normal dagilimina uygunluguna
Kolmogorov-Smirnov Testi, Mann-Whitney Test ve T-Test ile bakildi.Normal dagilima
uyan verilerin istatistikleri x £+ standart sapma (ss) olarak tanimlandi. Gruplar arasinda
anlaml bir farkin olmadigina Tek Yonlii Varyans Analizi ile bakildi. Varyans analizi
sonucu fark c¢ikan gruplarin ¢oklu gruplarin karsilagtirmalarinda Tukey Testi’ nden

yararlanildi.

Nitel degiskenler i¢in frekans ve yiizde degerler verildi. Nitel degiskenlerin
karsilastirilmasinda Ki kare (x%) testi, Mann-Whitney Test ve T-Test kullamldi. P < 0,05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. RADYOLOJI SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

Calismada Lane-Sandhu skorlama (83) sistemi kullanilarak olusturulan alt1 gruptaki
sekiz rat radyolojik kaynama acisindan bir radyolog ve bir ortopedist tarafindan

skorland1. Skorlama sonuglar1 her grup icin asagida verildi.

Tablo 3. Al grubu radyoloji skoru

10. hafta 18. hafta
Kontrol Radyolojik skor Radyolojik skor

Al Ort. Rad. Ort. Ort. Rad. Ort.

1 4 4 4 4 4 4

2 4 4 4 4 4 4

3 4 4 4 4 4 4

4 4 4 4 4 4 4

5 4 4 4 4 4 4

6 4 4 4 4 4 4

38 4 4 4 4 4 4

39 4 4 4 4 4 4
Toplam 32 32 32 32 32 32

Tablo 4. A2 grubu radyoloji skoru
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10. hafta 18. hafta

Kontrol

Radyolojik skor Radyolojik skor

A2

Ort.

Rad.

)

Ort. Rad.

o

7
8
9
10
11
16
40
41

W W N N RN DN D

W W NN NN BN DN D
w w NN B NN DN D
W w NN BB b D™D
W w NN A b DD

w w N A~ DD D~ D

Toplam

N
N

N
N
N
N
N
[0}
N
[0}

N
(o]

Tablo 5. A3 grubu radyolojik skoru

10. hafta 18. hafta

Kontrol

Radyolojik skor Radyolojik skor

A3

Ort.

Rad. Ort. Rad.

&

o

12
13
14
15
17
18
42
43

Toplam

O O O O O o o o o

OO O O O o o o o o
o O O O O O o o o
N P O O N R R
® N P O O N R R

o INdN B O O N P -~ B~

Tablo 6. A4 grubu radyolojik skoru
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10. hafta 18. hafta

Kontrol Radyolojik skor Radyolojik skor

A4 Ort. Rad. Ort. Ort. Rad. Ort.
21 0 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 1 1 1
44 0 0 0 1 1 1
45 0 0 0 1 1 1
46 0 0 0 0 0 0
47 0 0 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 3 3 3

Tablo 7. B1 grubu radyolojik skoru

10. hafta 18. hafta
Kontrol Radyolojik skor Radyolojik skor
Bl Ort. Rad. Ort. Ort. Rad. Ort.
25 0 0 0 4 4 4
26 0 0 0 3 3 3
28 0 0 0 2 2 2
29 0 0 0 2 2 2
30 0 0 0 2 2 2
48 0 0 0 2 2 2
49 0 0 0 2 2 2
50 0 0 0 2 2 2
Toplam 0 0 0 19 19 19

Tablo 8. B2 grubu radyolojik skoru
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10. hafta 18. hafta
Kontrol Radyolojik skor Radyolojik skor
B2 Ort. Rad. Ort. Ort. Rad. Ort.
19 0 0 0 0 0 0
31 0 0 0 2 2 2
32 0 0 0 0 0 0
33 0 0 0 2 2 2
34 0 0 0 1 1 1
35 0 0 0 2 2 2
36 0 0 0 1 1 1
37 0 0 0 2 2 2
Toplam 0 0 0 10 10 10

Tablo 9. Gruplarin radyolojik skorlarinimn 10. ve 18.haftada karsilastirilmasi

Al GRUP A2 GRUP A3 GRUP A4 GRUP B1 GRUP B2 GRUP P
4 2,5 0 0 0 0
10.Hafta
Radyoloji (4-4) (2-4) (0-0) 0-0) (0-0) 0-0) <0,001
nsg ng ng nsg ns8g nsg
4 4 1 0 2 15
18.Hafta
Radyoloji (4-4) (2-4) (0-2) (0-1) (2-4) (0-2) <0,001
nsg ng n8g nsg ns8g nsg
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T 1 TITE

GRUP A1 GRUP A2 GRUP A3 GRUP A4 GRUP B1 GRUP B2

W Radyoloji 10. hafta  m Radyoloji 18. hafta

Sekil 22. Gruplarin radyolojik skorlarinin karsilastirilmasinda onuncu ve onsekizinci
hafta gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi.

Radyolojik sonuglar karsilastirildiginda kontrol gruplart (A3, A4) ile calisma
gruplart (B1, B2) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05)(Tablo
10,Sekil 18). Tiim gruplarin kaynama durumlarina gore almig olduklar1 puanlar (Tablo
10,Sekil 18) verildi. Kontrol grubundan Al grubu 32 puan, A2 grubu 28 puan, A3
grubu 8 puan, A4 grubu 4 puan iken ¢aligma grubundan B1 grubu 19 puan, B2 grubu 10

puan ald.

Kirik sonrasi distraksiyon uygulanmayan A2 grubunda 5 ratta tam kemiksel
kaynama (% 62,5) 2 ratta kirik hattinin goriilmemesi (% 25) 1 ratta kaynama baslangici
(%12,5) distraksiyon uygulanan A3 grubunda 4 ratta kallus (%50) 2 ratta kaynama
baslangict (% 25) gore kaynama anlamli olarak goriildi.A2 ve A3 grublar
karsilastirildiklarinda istatistiksel anlamli fark saptandi (p<0,05). Boylece Garcia ve ark.
(60) tarifledigi distraksiyonun ve periost harabiyetinin kaynamaya negatif etkisi ve non-

union olusumundaki etkisi gosterildi.

Non-unionun sonrast kaynamamanin en fazla gorildigii grup A4 iken, non-
union sonrasi en fazla kaynama B1 grubunda goriildii. Bu iki grup arasinda istatistiksel
anlamli fark saptandi (p<0,05).
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Gruplar aralasinda kok hiicrenin etkinligine bakildiginda, diyabet olmayan ve
non-union alanina kok hiicre uygulanmayan A3 grubunda 2 ratta kaynama baslangici
(%25) 4 ratta kallus (%50) izlenirken diyabet olmayan ve non-union alanina kok hiicre
verilen B1 grubunda 1 ratta tam kemiksel kaynama (% 12,5) 1 ratta kirik hattinin
izlenmemesi (% 12,5) 6 ratta kaynama baglangict (% 75) goriildii. A3 ile B1 grubu
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli sonuca ulasildi (p<0,05). Bu sonug¢ kok hiicre
tedavisinin etkinliginin non-union iyilesmesine radyoloji agisindan olumlu oldugunu

gosterdi.

Diyabet olan ve non-union alanina kok hiicre uygulanmayan A4 grubunda 4 ratta
kallus (% 50) izlenirken diyabet olan non-union alanina kok hiicre uygulanan B2
grubunda ise 2 ratta kallus (% 25) 4 ratta kaynama baslangici (% 50) izlendi. Diyabetli
olan A4 ve B2 gruplarimin karsilastirmasinda tek degiskenin kok hiicre uygulanmasi
oldugu ve bu degiskeninde anlamli fark olusturdugu (p<0,05) izlendi. Her iki grubtaki
kaynama gecikmesinin bu grublardaki diyabetin olumsuz etkisine bagli olabilecegi
diistiniildii. Ayn1 zamanda kok hiicre tedavisinin olumlu etkisinin diyabetin olumsuz

etkisiyle sinirl kaldigr diistiniildi.

Diabetin non-union iyilesmesindeki roliine bakildiginda, A3 ile A4 grubu her
ikiside de on haftalik bekleme siiresinden sonra non-union kanitlandi. Sonrasinda
caligma bitimine kadar sekiz haftalik takib siireci yapildi. iki grup arasinda calisma
esnasindaki fark A4 grubunun c¢aligsma baglangi¢c asamasinda yapilmis olan diyabet oldu.
10. Haftada A3 ve A4 grubu puanlar1 non-unionla uyumlu olarak 0 olarak saptandi. Her
iki grupta 8 haftalik takip sonrast A3 grubunda 2 ratta kemiksel kaynama baglangici (%
25) 4 ratta kallus (% 50) iken A4 grubunda 4 ratta kallus (%50) olarak izlendi. Iki grub

arasinda istatiksel olarak anlaml fark saptanmadi (p>0,05).

Sonug¢ olarak kirik sonrasi radyolojik non-unionun en fazla goriildiigii grup A4
olurken, A2 grubu da en fazla kaynamanin goriildiigii grup oldu ve bu iki grup arasinda
istatistiksel anlamli sonuca ulasildi (p<0,05). Bu kirik sonrast non-union olusumunda
kirik uglart arasindaki mesafenin non-union olusumunda temel faktér oldugunu ve

diyabetin iyilesmeye negatif etkisini dogruladi.

Onuncu hafta radyolojik degerlendirmenin istatistiksel sonuglarina bakildiginda (
A2, A3 ) grublar arasinda, ( A1, A3 ) grublan arasinda, (A2, A4 ) grublar arasinda ,
(A2, B1) grublar arasinda , (Al, Bl ) grublan arasinda, (A2, B2) grublar1 arasinda,
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(Al, B2) grublan arasinda ve (Al, A4) grublar arasinda anlamli fark izlenmesi non-
unionun A3, A4, Bl ve B2 grublarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde

olusturuldugunu gosterdi.

Onsekizinci hafta radyolojik degerlendirmenin istatistiksel sonuglarina bakildiginda (
A2, Ad) grublar arasinda, ( Al, A4 ) grublart arasinda, (A2, A3 ) grublar arasinda ,
(Al, A3) grublar1 arasinda , (A2, B2 ) grublan arasinda, (Al, B2) grublar arasinda,
(A3, B1) grublar arasinda, (A4, B2) grublar1 arasinda anlamli fark izlendi.

N T

10. Hafta Yan 10. Hafta AP 18. Hafta Yan 18. Hafta AP

Sekil 23. A2 grubundan segilen bir denegin radyografisi

10. Hafta Yan 10. Hafta AP 18. Hafta Yan 18. Hafta AP

Sekil 24. A3 grubundan segilen bir denegin radyografisi
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10. Hafta Yan 10. Hafta AP 18. Hafta Yan 18. Hafta AP

Sekil 25. A4 grubundan segilen bir denegin radyografisi

10. Hafta Yan 10. Hafta AP 18. Hafta Yan 18. Hafta AP

Sekil 26. B1 grubundan segilen bir denegin radyografisi

.
a
- - -
_d

10. Hafta Yan 10. Hafta AP 18. Hafta Yan 18. Hafta AP

Sekil 27. B2 grubundan segilen bir denegin radyografisi
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4.2. HISTOPATOLOJI SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI
Histolojik inceleme Huo ve ark. (84)’nin daha 6nce tanimladigi skorlama sistemi

kullanilarak gruplar skorland1 ve karsilastirildi. Asagida her grubun aldig1 skor degerleri

verildi.
Tablo 10. A1, A2 grubunun histolojik skorlari
Grup Al Histopatoloji skoru Grup A2 Histopatoloji skoru
1 10 7 10
2 10 8 10
3 10 9 9
4 10 10 9
5 10 11 10
6 10 16 6
38 10 40 10
39 10 41 10
Toplam : 80 Toplam : 74

Tablo 11. A3, A4 grubunun histolojik skorlar

Grup A3 Histopatoloji skoru Grup A4 Histopatoloji skoru
12 1 21 4
13 2 22 1
14 2 23 1
15 6 24 7
17 4 44 3
18 2 45 2
42 6 46 3
43 3 47 3
Toplam : 26 Toplam : 24
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Tablo 12. B1, B2 grubunun histolojik skorlar1

Grup B1 Histopatoloji skoru Grup B2 Histopatoloji skoru
25 8 31 3
26 7 32 4
28 7 33 3
29 6 34 0
30 7 35 8
48 7 36 3
49 8 37 3
50 8 19 3
Toplam : 58 Toplam: 27

Tablo 13. Gruplar arasinda histolojik skorlarin karsilastiriimasi

Al GRUP A2 GRUP A3 GRUP A4 GRUP B1 GRUP B2 GRUP P
3
10 10 25 3 7
(0-8)
Histoloji (10-10) (6-10) (1-6) 1-7) (6-8) 8 <0,001
n
nsg ng nsg ng ng

12

10
8
6
¥ HIiSTOLOJI
4
| i ' t
0

GRUP Al GRUP A2 GRUP A3 GRUP A4 GRUP B1 GRUP B2

Sekil 28. Gruplar arasinda histoloji karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptandi (p<0.05).
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Histopatoloji inceleme sonuglart degerlendirildiginde kontrol (A1, A2, A3, A4) ve
calisma (B1, B2) gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05)
(Tablo 13,Sekil 28).

Yapilan mikroskopik incelemede A1 kontrol grubu hi¢bir islem yapilmayan grup

oldugu i¢in histolojisinde matiir kemik dokusu izlendi.

A2 kontrol grubunda ise kirik olusturulup tesbit edilmis ve radyolojide kaynamasi
izlenmisti. Histolojik degerlendirmesi de bu islemlerle ile uyumlu olarak sekiz ratin

hepsinde osteotomi hattinda matiir-immatiir kemik ile iyilesme gorildi.

A3 kontrol grubunda non-union olusturulmus ve sekiz haftalik takip siiresi sonrasi
sakrifiye edilmisti. Bu gruptaki mikroskopik degerlendirmede 4 ratta az miktarda fibroz
doku,3 ratta agirlikli olarak kikirdak doku ve az miktarda fibréz doku,1 ratta immatiir

kemik iyilesmesi goriildii.

Diyabetik olan A4 grubunun mikroskopik degerlendirmesinde 5 ratta az miktarda

fibroz doku,3 ratta agirlikli olarak kikirdak doku ve az miktarda fibr6z doku goriildii.

Kok hiicre uygulanan B1 gruptaki mikroskopik degerlendirmede 2 ratta agirlikli
olarak kikirdak doku ve az miktarda fibroz doku,2 ratta immatiir kemik iyilesmesi ve 4

ratta matiir kemik iyilesmesi goriildii.

Kok hiicre uygulanan diyabetik B2 gruptaki mikroskopik degerlendirmede 3
ratta agirlikli olarak kikirdak doku ve az miktarda fibréz doku,5 ratta immatiir kemik

tyilesmesi goriildii.

A2 ve A4 grublarn arasinda, Al ve A4 gruplarn arasinda,Al ve A3 gruplari
arasinda, A2 ve A3 grublan arasinda, A2 ve B2 grublar1 arasinda, A1 ve B2 grublar
arasinda, A4 ve Bl gruplarn arasinda, A1 ve AS gruplar arasinda, A3 ve B1 gruplan

arasinda histolojik skorlar arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi.
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Sekil 29. Al grubundan alinan preparatta Alcian blue boyamada herhangi bir cerrahi
islem géormeyen femurun diafiz bolgesi matiir kemik doku. Alcian blue, X10.
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Sekil 30. Al grubundan alinan preparatta hemotoksilen eozin boyamada femur

diafizinin mikroskopik olarak matiir kemik doku. Hemotoksilen Eozin, X4
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Sekil 31. A2 grubundan alinan preparatta Alcian blue boyamada mikroskopik olarak

femur diafiz kirigi sonrasi matiir, immatiir kemik doku ile iyilesme goriilmektedir.
Alcian blue, X10.

Sekil 32. A3 grubundan alinan femur non-union alaninda immatiir kemik doku,
iyilesme alanindaki kikirdak dokudaki kondrositler, non-union alanini1 dolduran fibroz
doku goriilmektedir. Alcian blue, X10.
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Sekil 33. A4 grubundan alinan preparatta non-union sahasini dolduran mikroskopik
olarak fibroz dokunun goriiniimii, non-union alanindaki az miktarda kikirdak dokudaki
kondrosiler, kikirdak dokudan immatiir kemik dokuya doniisiim alanlar1. Alcian blue,
X4, X10, X20.

Sekil 34. Bl grubundan alinan preparatta alcian blue ile boyamada immatiir kemik
doku alanlarinda osteositler, kikirdak alanlarinda kondrositler, fibroz doku alanlarinda
igsi goriniimde fibroblastlar dikkati ¢ekmekte. Bu alanda fibr6z doku-kikirdak doku
gecisleri ile kikirdak doku-kemik doku gegisleri ile iyilesme izlenmektedir. Alcian blue,
X10.
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Sekil 35. B1 grubundan alinan preparatta alcian blue ile boyamada immatiir kemik doku
alanlarinda osteositler kikirdak alanlarinda kondrositler, fibroz doku alanlarinda igsi
goriinimde fibroblastlar dikkati ¢ekmekte. Bu alanda fibroz doku-kikirdak doku
gegisleri ile kikirdak doku-kemik doku gegisleri ile iyilesme izlenmektedir. Alcian blue,
X10.

Sekil 36. B2 grubundan alinan preparatta non-union sahasini dolduran mikroskopik
olarak fibroz doku ve bag doku goriiniimii, non-union alanindaki az miktarda kikirdak
dokudaki kondrosiler ve yogun olarak fibroz ve bag doku goriilmektedir. Alcian blue,
X10.
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4.3.GENETIiK PARAMETRELERIN KARSILASTIRILMASI

Tablo 14. Gruplar arasinda genetik bulgularin karsilagtirilmasi

Al GRUP A2 GRUP A3 GRUP A4 GRUP B1 GRUP B2 GRUP P
0,59
2n-2 0,39 0,93 2.05 0,67 0,61
(0,12-7,84)
Formiil 1 (0,03-3,34) (0,19-17,51) (0,24-9,65) (0,00 -10,48) (0,02-13,5) 0,758
né6
OPG n6 ng nsg n5 n7
2N-2 0,94 0,25 0,57 1,94 0,69 0,36
Formiil 2 (0,16-30,4) (0,02-9,0) (0,05-8,11) (0,53-36,0) (0,20-56,10) (0,12-56,1) 0,334
RANK ng8 ng ng8 ng n9 ng
2N-2 0,28 0,16 0,37 0,51 0,00 0,35
Formiil 3 (0,05-6,96) (0,00- 0,47) (0-46020,85) (0,02-3,07) (0,00-0,31) (0,07-5,31) 0,444
RANKL n6 n4 n7 n4 n3 n6

2,5

15

Grup Al Grup A2 Grup A3 Grup A4 Grup B1 Grup B2

B c DNA OPG B c DNA RANK B c DNA RANKL

Sekil 37. OPG, RANK, RANKL genleri igin iiretilen ¢ DNA miktarlari. Gruplar
arasinda ¢ DNA karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

PCR ig¢in referans deger acisindan kontrol grubu olarak kemik dokuda hicbir islem
yapilmayan Al grubu alindi. PCR teknigi kullanilarak yapilan gen ekspresyon diizeyi
Olctimlerinde, oncelikle bu genlerin kirik iyilesmesi ile iligkisine bakildi. Bu amagla A1
higbir isleme maruz kalmayan grup kontrol grubu olarak referans deger kabul edildikten

sonra A2 kirik yapilip tesbiti saglanan sonrasinda tam iyilesme goriilen grup gen
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ekspresyon diizeyleri agisindan kiyaslandiginda, A2 grupta RANK geni ekspresyon
sonucu istatistiksel anlam tagimiyordu. RANKL gen ekspresyon sonucu istatistiksel

anlam tasimiyordu. OPG gen ekspresyon sonucu istatistiksel anlam tasimadigi goriildii.

Genlerin non-union olan iligkisine bakildiginda, bu amagla A1 hi¢bir isleme maruz
kalmayan grup kontrol grubu olarak referans deger kabul edildikten sonra pseudoartroz
sglanan A3 grup gen ekspresyon diizeyleri acisindan kiyaslandiginda, A3 grupta RANK
geni ekspresyon sonucu istatistiksel anlam tasimiyordu. RANKL gen ekspresyon
sonucu istatistiksel anlam tasimiyordu. OPG gen ekspresyon sonucunun istatistiksel

anlam tagimadig1 goriildii.

Genlerin diyabetle olan iliskisine bakildiginda, bu amagla her ikisinde de non-
union gelismis olan diyabetik olmayan A3 ve diyabetik olan A4 gruplar gen
ekspresyon diizeyleri agisindan kiyaslandiginda, gen ekspresyon sonucunun istatistiksel

anlam tagimadig1 goriildii

Kok hiicrenin non-union hattinda olusturdugu etkini gen ekspresyon degerleri ile
korelasyonuna bakildiginda, bu amagla pseudoartroz saglanan ve bundan baska hi¢bir
isleme tabi tutulmayan A3 grubu kontrol grubu olarak referans deger kabul edildikten
sonra pseudoartroz sonrast kok hiicre uygulanan ve A3 grubuna gore pseudoartroz
iyilesmesi istatistiksel olarak anlamli olan B1 grubu kok hiicrenin gen ekspresyon
diizeylerine etkisi agisindan kiyaslandiginda, ekspresyon diizeyi i¢in sonug istatistiksel

anlamli bulunmada.

4.3.1. Reseptor Aktivator Niikleer Kappa B Degerlerinin Karsilastirilmasi

Parafine gomiilii lizerinde calisilan rat femurlardan mikrotom bigaklariyla alinan
kesitler tizerindeki genetik calismalar sonrasi elde edilen RANK gen c¢ DNA
miktarlarina bakildigida;
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Sekil 38: RANK geni ekspresyon goriintiisii
Elde edilen doku total ¢ DNA RANK degerleri karsilastirildiginda,gruplar arasinda
anlamli fark olmadigi gorildi (p>0.05). Gruplarin kendi igerilerinde anlamli fark

olmadig1 gorildi.

4.3.2. Reseptor Aktivator Niikleer Kappa B Ligand Degerlerinin Karsilastirilmasi

Parafine gomiilii lizerinde calisilan rat femurlardan mikrotom bigaklariyla alinan
kesitler tizerindeki genetik calismalar sonrasi elde edilen RANKL gen ¢ DNA

miktarlarina bakildigida:
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Sekil 39. RANKL geni ekpresyonu goriintiisii

Elde edilen doku total ¢ DNA RANKL degerleri karsilastirildiginda,gruplar arasinda
anlamli fark olmadigir goriildii (p>0.05). Gruplarin kendi igerilerinde anlamli fark

olmadig goriildii.

4.3.3. Osteoprotegerin Degerlerinin Karsilagtirilmasi

Parafine gomiilii lizerinde calisilan rat femurlardan mikrotom bigaklariyla alinan
kesitler iizerindeki genetik ¢alismalar sonrasi elde edilen OPG gen cDNA miktarlarina

bakildigida:
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Sekil 40. OPG geni ekspresyon goriintiisii
Elde edilen doku total ¢ DNA OPG degerleri karsilagtirildiginda,gruplar arasinda

anlamli fark olmadigr goriildii (p>0.05). Gruplarin kendi igerilerinde anlamli fark

olmadig gorildii.
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5. TARTISMA

Kirik iyilesmesi ve kemigin yeniden sekillenmesi, bir¢cok hiicrenin rol aldigi
kimyasal, mekanik ve elektriksel uyaranlarin karmasik bir sekilde etkilesimi sonucu
meydana gelmektedir (85). Kirik iyilesmesi kirigin olustugu andan itibaren hematomun
olugmasiyla baglar, ortama go¢ eden yeni hiicreler ve bunlarin salgiladiklar1 yeni
kimyasal maddeler aracilig1 ile daha karmasik ve giderek artan hiicresel elemanlara, ara
maddelere ve hiicrelerde farklilagmalara yol acar. Bu ara maddelerin yeniden islenmesi
ile kirikta kaynama meydana gelmektedir (86). Kirik iyilesmesinde gorev alan baslica

yerel etkenler kirik hematomu, kemik iligi, periost, biiylime faktorleri ve ilgili genlerdir

(87).

Ortopedi ve travmatolji alaninda kirik iyilesmesini hizlandiracak tiim
ilerlemelere ragmen kiriklarin %5-10 kadarinda gecikmis kaynama ya da kaynamama
ile sonu¢lanmaktadir (88). Yas, sigara, ilaglar ve gesitli sistemik hastaliklar gibi etkenler
gecikmis kaynama ya da kaynamama gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Diabetes
mellitus (DM) kemik iyilesmesinde olumsuz etkisi oldugu bilinen sistemik
hastaliklardan biridir. Tek basina Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) 21 milyonun
tizerinde DM hastas1 vardir ve bunlara her yil 500.000 yeni hasta eklenmektedir (88).
DM'nin kirik ve artrodez sonrasi gecikmis kaynama ya da kaynamama ile iliskili olmasi

ileri aragtirmalar yapilmasini gerektirmektedir.

Bu amagla deneysel diyabetik non-union olusturmak icin yayinlardaki uygun
hayvan modeli arastirildi. Bir ¢ok yayima bakildiginda ratlarin 6zellikle travma, diyabet
ve kok hiicre c¢aligmalarinda kullanmildigr goriildii. Ayrica ratlarda diyabet, kirik
olusturma ve non-union modelinin uygulama arastirmalarinda 1yi tarif edilmis

olmasindan dolay1 ¢alismada da rat kullanilmasina karar verilmistir (89).
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Deneysel Diabetes Mellitus modeli olusturulmasi  cerrahi  ydntemle
pankreatektomi yapilarak veya farmakolojik ajanlar uygulayarak gerceklestirilir. Cesitli
caligmalarda diabette hipergliseminin  olusturdugu bozukluklarin ve tedavi
yontemlerinin incelenmesi i¢in farmakolojik ajanlardan Streptozotosin (90) veya
Alloksan kullanilmigtir (91). Steptozotosin veya Alloksan antineoplastik ilaglar olup
malign karsinoid ve pankreas Langerhans adacigi kaynakli tiimorlerin tedavisinde
kullanilir. Bu ajanlar pankreas Langerhans adaciginda insiilin salgilayan B hiicrelerini
geri dontisimsiiz inhibe ederek deney hayvanlarinda diabet olusturmaktadir(90).
Alloksan ile olusturulan diyabette, ketozis insidanst ve mortalite orani yiiksektir ve
pankreas rejenerasyonuna bagli olarak hiperglisemi geri donebilir. Bu 6zelliklerinden
dolay1, STZ diyabet modeli olusturmada alloksana tercih edilir (92). Calismada uygun
modelin Streptozotosin kullanilarak olusturulan diyabetik rat modeli oldugu sonucuna

varildi.

Non-union tedavisinin basarili bir sekilde yapilabilmesi i¢in dncelikle non-union
modeli olusturmak gerekir. Bu amagla birgok aragtirmaci deneysel non-union

olusturmak icin ¢aligmalar yapilmistir.

Harrison ve ark. (48)’ nin yapilan ¢alismasinda, mid-diyafizel femoral osteotomi
olusturulduktan sonra mini eksternal fiksatdr kullanilarak bir grupta 0,5 mm ve diger
grupta 3 mm gap kalacak sekilde femoral tesbit yapilmistir. Bes hafta sonra yapilan
radyolojik degerlendirmede 0,5 mm gap birakilan grupta kaynama goriiliirken, 3 mm
gap birakilan grupta non-union olustugu ifade edilmistir. DEXA ile yapilan
degerlendirmede 0,5mm gap birakilan grupta verilerde artis goriiliirken, 3 mm gap
birakilan grupta ilk haftalarda artis sonraki haftalarda azalma oldugu goriilmistiir.
Histopatolojik ¢alismada ise 0,5 mm gap birakilan grupta non-union bulgularinmn
izlendigi rapor edilmistir. Bu model ¢alisma i¢in uygun non-union modeli olsada en
bliylik sorun her canli i¢in eksternal fiksatdr temininde yasanacak biitge sorunlarindan

dolay1 ¢calismada bu model tercih edilmedi.

Oetgen ve ark.(47)’nin 48 fareyle yapilan ¢aligmasinda, 24 farede kapali standart
femur kirigr olusturulmus (kontrol grubu) ve geriye kalan 24 fareye de agik osteotomi
(calisma grubu) uygulanmistir. Calisma grubunda osteotomi hattinin 2 mm distaline ve
proksimaline koter uygulayarak periost ortadan kaldirilmistir. Yapilan histopatolojik

degerlendirmede kontrol grubu normal kirik iyilesme bulgulart gosterirken, calisma
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grubunda gecikmis iyilesme veya higbir iyilesme bulusunun olmadig: tesbit edilmistir.
Bu model hayvanlarda non-union saglasa da elektrokoter yardimi ile olusturulmasi
insanlarda olusan non-union ile olusum mekanizmasi olarak uygun model olmadigini

diistinerek ¢alismada bu model kullanilmadi.

Garcia ve ark.(40)’nin farelerle yapilan c¢alismasinda, fare femurunda kirik
olusturulmus ve kirik hattinda gap araligi 0,8 ve 1,8 mm olacak sekilde intramediiller
¢ivi ve staple ¢ivisi ile tesbit yapilmistir. Kirik hatti tesbit edildikten sonra 10 hafta
beklenmis ve radyolojik olarak non-union gelisimi degerlendirilmistir. Radyolojik
olarak 0,8 mm ve 1,8 mm gap birakilan ve periosta zarar verilmeyen grupta non-union
gelisimi sirastyla % 33,3 ve % 50 iken, kirik hattinda 1,8 mm gap birakilan ve periostu
c¢ikarilan grupta non-union gelisiminin % 100 oldugu tesbit edilmistir. Bu modelin hem
maliyetinin azlig1 hem de insanda olusan ve non-union i¢in en sik sebeblerden biri
olarak goriilen distraksiyon, kemik kaybi ve periost yaralanmasi mekanizmalarina

uygun olacagin diisiinerek ¢alismada bu model uygulandi.

Femur ve tibia gibi alt ekstremite kiriklar1 sonrasi gelisen non-unionlar icin sik
sebebler diyabet, enfeksiyon, acik kiriklar, atesli silah yaralanmasina bagli kiriklar,
defektli parcali kiriklar,periost yaralanmalari ve tesbit yetmezligidir. Hayvan
caligmalarinda koterize edilerek yapilan non-union modelleri insanlardaki non-union
modelleriyle olusma mekanizmasi acisindan cok farklidir. Bu sebeblerden dolayi
caligmada Onceden diyabet yapilan ve yapilmayan ratlarda Garcia ve ark.(40)’nin
tarifledigi kemik gap olusturularak yapilan non-union modeli kullanildi. Ratlarin sol
femurlarina osteotomi uygulandiktan sonra proksimalden ve distalden periost siyrildi.
Kirik hattt 1,8 mm gap kalacak sekilde tespit edilerek 10 hafta beklendi. Radyolojik

olarak kontrol edilerek non-union olusumu dogrulandi.

Amaca uygun modeli olusturulduktan sonra non-union tedavisi ve olusma
mekanizmasi iizerine yogunlasildi. Non-union mekanizmasini iyi anlamak i¢in kirik
tyilesmesinin etkileyen faktorlerin 1yi anlagilmasi gerekir. Kirik iyilesmesini
yonlendiren pek ¢ok faktor saptanmistir. Ozellikle kemik kaynamasini hizlandiran yeni
tedaviler ve kirik iyilesmesini geciktiren sebebleri saptanmaya yonelik caligmalar
artmistir. Calismada bu amaca yonelik hizla yayginlasan ve sik non-union sebebi olan

diyabet, 6nemi giin gectikce artan kok hiicre tedavisi ve kemik metabolizmasinda gérev
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alan RANK, RANKL, OPG gibi genler arasi iligkiler ve bunlarin non-union

iyilesmesindeki rolleri {izerine yogunlagildi.

Otolog kemik greftleri non-union, artrodez, spinal fiizyon, diizeltici osteotomiler,
kemik defekti i¢eren kiriklarin tedavileri i¢in halen ilk se¢enek olarak kullanilmaktadir.
Otolog kemik greftleri kemik yapimini saglayan hiicreleri igcermesi bakimindan
osteojenez, kemik yapimini uyaracak matriks yapist nedeni ile osteokondiiktif, icerdigi
kemik yapimini uyarici protein ve sitokinler yardimiyla osteoindiiktif olmasi nedeni ile
diger kemik grefti benzeri maddelerden daha iistiindiir. Ancak hastadan temin edilecek
kemik greft miktarinin sinirli olmasi, greft alinan bdolge icin ek cerrahi islem
uygulanmasi ve almman bolgede hasara yol agmasi gibi problemler dezavantajlari
olusturur. Bazi durumlarda ise taze donmus tiirdes kemik greftlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Taze donmus tiirdes kemik greftlerinden ise viriis kaynakli hastalik
geeme riski ve kemigin yapisindaki antijenik uyaranlarin fazla olmasi nedeni ile alicida

immiinolojik reaksiyonlara neden olabilmektedir.

Kirik iyilesmesinin gergeklesmedigi veya kaynama ydniinden problem olabilecek
durumlar i¢in otolog kemik greftleri altin standart olarak kabul edilmesine ragmen
greftlerin alindig1 viicut bolgesinde hasara yol agmasi ve alinan miktarin sinirlt olmasi
gibi olumsuz yonlerinden dolayr degisik zamanlarda yapilan c¢alismalarda,
aragtirmacilar kirik iyilesmesini hizlandirmak, kaynama gecikmesini ve kaynamama
durumlarim1 ortadan kaldirmak i¢in alternatif cesitli calismalar ortaya koymuslardir.

Bunlardan biri de kok hiicrenin kemik doku tizerinde kullanilmasidir (93).

Kok hiicre tedavisinin osteoblastik aktiviteye ve kemik formasyonuna katkisinm

gosteren ¢ok sayida yayin vardir (94).

Taguchi ve ark.’nin yapmis olduklari ¢alismada kemik iligi hiicrelerinin invivo
migrasyonu ve kemik tamirine olan Katkisin1 degerlendirilmistir (10). Bu ¢alismada
GFP-simerik farelerin femurlarinda olusturulan kiriklardan sonra kuyruk veninden
kemik iligi hiicreleri verilerek incelenmistir. Kirik bolgesindeki kallus dokusu iginde ve
kemigin ¢eperindeki hiicrelerin hepsinin GFP pozitif oldugu yani osteoblastlara
doniistiigli ve MKH'lerin kemik iyilesmesiyle kesin olarak ilgili oldugu gosterilmistir

(10,11).

Ural ve ark.’nin GATA'da yaptiklar1 ¢alismada da tavsanlarin her iki tibialarinda
defekt olusturularak eksternal fiksator uygulanmistir (62). Tibialardan birinde defekt
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bolgesine MKH lokal olarak verilmis diger tibia kontrol grubu olarak kullanilmis ve
hicbir sey verilmemistir. Uygulamanin 15. giinii ve bir ay sonra radyolojik olarak ve
birinci ay sonunda histokimyasal olarak MKH uygulanan tarafta daha hizli iyilesme
saglandigi ve eksternal fiksatoriin tutulma siiresinin kisaldigi gosterilmistir (62).
Calismada kirik iyilesmesine kok hiicrenin katkisi gosterilse de non-union iizerine olan
etkisi hakkinda bilgi verilmemis olmas1 bu ¢alismay1 non-union mekanizmasina yonelik

caligmalara yonlendirmistir.

Bagka bir ¢alismada Ozan ve ark.’1 (95) sican femurlarina osteotomi uygulayip
periostu genis olarak ¢ikartmiglar 1.3 mm’ lik braniil ignesi ile osteotomi tesbiti
yapilmis. Osteotomi hatt1 kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin etkisini ortadan kaldirmak
icin % 10’ luk formalin ile yikanmis. Ameliyat sonrasi ikinci giin 0,1 ml’ de 1 milyon
kok hiicre kirik hatt1 ve ¢evresine perkiitan enjekte edilmis. Calismanin 60. Giinii tim
sicanlar sakrifiye edilmis. Calisma sonunda kok hiicre uygulanan grupta kirik
iyilesmesinin artig1 yoniinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sonug elde
edilememistir.Sebeb olarak kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin etkisini ortadan
kaldirmak i¢in kullanmis olduklar1 formaldehitin tedavi icin verilen kok hiicrelere de
toksik etki gosterdigi ve kirtk hematomunun dogal yapisini bozdugu , kaynamayi
olumsuz etkiledigi sonucuna varmislardir. Bu ¢alismada da bu hipotez dogrultusunda

formaldehid kullanilmamasi tercih edildi.

Ferreira ve ark.’nin (96) yaptiklar1 ¢alismada ise ratlarda pseudoartroz yapilmis
bu alana diger rattan alinan heterolog mezenkimal kok hiicre kemik iliginden alindig
gibi yapilanla kiiltiire edilip ¢ogaltilarak yapilan kok hiicreler karsilagtirilmis. Sonuglar
karsilagtirildiginda kiiltiire edilmeden yapilan heterolog kok hiicre tedavisi daha {istiin
oldugu gosterilmis. Diger taraftan kiiltiire edilerek uygulanan kok hiicre tedavisinin ise

tedavi uygulanmayan kontrol grubuna gore tistiinliigii ¢alismada gosterilmis.

Ahn ve ark.’1 ise tavsanlarda proksimal tibiada fizis defekti olusturmuslar ve
defekt bolgelerine TGF B3 ile kiiltiire edilmis MKH implante etmislerdir(97). Alt1 hafta
sonra kontrol gruplarinda 28-30°angulasyon gozlenirken MKH verilen tavsanlarda
onemli bir angulasyon olusmadigr gozlenmistir. Fizis yaralanmalarmin tedavisinde
MKH uygulamalar1 yapilacak yeni calismalar 1s18inda alternatif bir tedavi olarak

goriinmektedir.
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Kirik kemik onarimi ve rejenerasyonu yaninda sistemik kemik hastaliklarinda kok

hiicre kullanimu ile ilgili ¢alismalardan da iimit verici sonuglar alinmaktadir.

Pereira ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alismada osteogenezis imperfektali farelere
saglikli farelerden alinan kemik iligi kok hiicreleri infiize edilmistir (98). Bu hiicrelerin

kemikte kollajen-1 iretimi ile kismen iyilesme sagladiklar gosterilmistir.

Horwitz ve ark.’1 da benzer bir ¢alismayi osteogenezis imperfektali ¢ocuklarda
yapmiglardir. Bu ¢ocuklara MKH verilmesini miiteakip osteoblastik farklilasma ve

kemik mineral dansitesinde artma oldugunu gostermislerdir(99,100).

Calismada kullanilmak istenilen RANK, RANKL, OPG genlerinin kemik
dokudaki islevlerine genel olarak bakildigi zaman, OPG, RANK ile yarisa girerek
RANK-RANKL baglanmasina engel olur. Boylece osteoklastogenezi ve osteoklast
aktivasyonunu inhibe eder ve osteoklast apopitozunu arttirir. Osteoklast aracili kemik
resorpsiyonu, RANK-RANKL ve OPG-RANKL baglanmalari arasindaki dengeye
baglidir. Bu mekanizma {izerine yapilmis bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.Xu ve ark.
(101) RA’l1 hastalarda saglikli kontrollere gore osteoporoz prevalansinda artis, RANKL
seviyesinde yiikselme, OPG seviyesinde ise azalma oldugunu gostermistir. Kemik
kaybinda goriilen artigin yan1 sira kemik yapiminda goriilen azalmanin da enflamatuvar
romatizmal hastaliklarda goriilen osteoporozun patogenezinde etkili oldugu

bilinmektedir.

Pazalluoli A. ve ark. (102), akut koroner sendromlu hastalarda serum OPG
seviyeleri ile koroner plaklar varligi iliskisini incelemisler ve OPG seviyelerinin
koroner damarlardaki plak sayilariyla orantili olarak degistigini bildirmislerdir. Kirik
tyilesmesinin 6nemli basaklarindan birisinin de kanlanma oldugunu diisiiniiliirse, bu
calisma kiriktaki kanlanma agisindan sonraki calismalara bir kapt agacak ve kirikla
kirigin  beslenmesini saglayan damar yapis1 arasinda bir baglanti kuracag:

distiniilmektedir.

RANK, RANKL, OPG genlerin hastaliklarla olan iligkisi, tan1 ve tedavi amagh
kullanilip kullanilmamasi bir¢ok aragtirmacinin dikkatini ¢ekmis bu genler {izerine
yogunlagilmasimi saglamistir.Bifosfonatlar gibi kemik rezorpsiyonu ve vaskiiler
kalsifikasyonu inhibe ettigi bilinen ilaglara benzer etki gosteren OPG (103) ile RANK
ve RANKL multiple myelom ve diger timorlerin kemik metastazlart veya

postmenapozal osteoporoz gibi artmis kemik rezorpsiyonu durumlarinda terapotik
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kullanima sahip olabilirler. Postmenapozal veya yasla iliskili osteoporozun
patojenezinde OPG, RANK ve RANKL’m rolii hakkindaki bilgiler celiskilidir.
Ostrojen, osteoblast ve kemik iligi stromal hiicrelerinde OPG iiretimini arttirir (104).
Fakat, kemik iligi stromal hiicrelerinde OPG f{iretimi yasla azalmasina (105) ragmen

erkek ve kadinlarda serum OPG seviyelerinin yagla arttig1 gosterilmistir (106).

Kemik metastazi olan osteosarkom, meme, kolon, prostat kanserli ve overektomi
yapilmis hastalara verilen rekombinant OPG’nin osteoporozu azalttigr gosterilmistir
(107). OPG’nin sarkomaya bagli kemik yikimini ve agriyr da azalttigi belirtilmistir
(108). RANK-Fc¢ fiizyon proteininin kobaylarda olusturulan malignensinin humoral
hiperkalsemi modelinde kemik yikimi ve hiperkalsemiyi inhibe ettigi gosterilmistir

(109).

RANKL uyarmmini inhibe etmek i¢in OPG ve ¢oziiniir RANK veya RANKL’a
kars1 monoklonal antikor kullanimi giindeme gelmistir. RANKL’a kars1 olusturulan
monoklonal antikorlarin hem saglikli kisilerde (110) hem de kemik metastazi olan
meme kanserli hastalarda (111) kemik rezorpsiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.
Yukarida belirttigimiz gibi postmenapozal osteoporoz, kemik metastazlart ve
maligniteye bagli hiperkalsemiye ilave olarak glukokortikoid kullanimi, Paget hastaligi
ve romatoid artrit gibi OPG, RANK ve RANKL sisteminin dengesinin bozuldugu
hastaliklarin tedavisinde OPG, RANK, RANKL ve RANKL’a kars1 monoklonal antikor

kullanim1 gelecekte uygulanabilir goriinmektedir.

Bu bilgiler 1s18inda ¢aligmada diyabetik ratlar iizerinde olusturulan non-union
modelinde kok hiicre tedavisinin etkinligi ve RANK, RANKL ve OPG gibi kirik
tyilesmesinde rolii oldugunu diisiiniilen genlerin bu sathada ne gibi etkilerinin oldugunu

saptanmaya calisilmistir.

Direk grafi, uygulanmasi ve degerlendirilmesi kolay olan non-invaziv, basit bir
yontemdir. Kemigin kaynamasi veya kirik iyilesmesinin degerlendirilmesinde belirli bir
standart olusturmak i¢in radyolojik veriler otorler tarafindan bir¢ok skorlama sistemleri
gelistirerek degerlendirmistirler. Bunlardan biri de  Lane-Sandhu skorlama (83)

sistemidir.

Bu calismada da bir¢ok otor (112) tarafindan kabul goren ve kullanilan Lane-
Sandhu radyolojik skorlama sistemi kullanildi. Radyoloji sonuglar1 degerlendirildiginde
anlamli sonu¢ A4-B1, A4-A2, A4-Al, A3-Bl, A3-A2, A3-Al, A2-B2, A1-B2, A1-B1
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grublar1 arasinda gozlemlendi. Bu sonuglar bize kemik defektli ve periost hasarli
kiriklarin non-union olusumunda yegane faktdr oldugunu gosterdi. Ote yandan A3-B1
gruplar arasinda anlamli fark olmasi1 kok hiicre tedavisinin non-union olusmus olan
kirik tedavisinde etkisinin oldugunu gosterdi. A4-B2 gruplar1 arasinda anlamli fark
saptanmadi. Bu durumun sebeblerini diigiindiiglimiizde kok hiicre sayisinin yetersizligi,
her iki gruptaki diyabetten dolay1 yeterli kok hiicrenin canli kalmamasi, kok hiicrelerin
bulundugu ortamdan go¢ etmesi veya yeterli osteokondiiktif doku olmamasi gibi
nedenleri diistiniilmektedir. Ayrica A3-A4 ve B1-B2 grublarn arasinda anlamli sonug
olmamasi non-union sahasinda diabetin sekiz haftalik takib siiresi i¢inde fark
olusturmadigini gostermis oldu. Daha onceki calismalar 1s183inda diabetin  kirik
iyilesmesine olan negatif etkilerini bu c¢alismada goriilmemesi ise takip siiresinin kisa
olusu ve yeterli osteokondiiktif dokunun bulunmamasi gibi faktorlere bagl olabilecegi

distiniildi.

Cok sayida arastirmaci bir¢ok ¢alismada saglam delillere dayanan histopatojiyi tek
basina kullanmistir. Histopatopatolojiyi, biyokimya ve/veya radyoloji ile destekleyerek

aralarindaki istatistiksel uyuma bakan ¢ok sayida aragtirmaci da mevcuttur.

Horwitz ve ark. (99,100) osteogenezis imperfektali ¢gocuklarda MKH verilmesini
miiteakip osteoblastik farklilasma ve kemik mineral dansitesinde artma oldugunu
gostermiglerdir.Murphy ve ark. (113) kondral defekt olusturduklari kegilerin dizlerine
MKH enjekte ederek yaptiklari degerlendirmelerinde, MKH’ lerin kondral bozulmada
ilerlemeyi durdugunu bildirmiglerdir. Taguchi ve ark. (10,11) yapmis olduklari
calismada kemik 1ligi hiicrelerinin invivo migrasyonu ve kemik tamirine olan katkisini
degerlendirmistir.Bu ¢alisamada GFP-simerik farelerin femurlarinda olusturulan
kiriklardan sonra kuyruk veninden kemik iligi hiicreleri verilerek incelenmistir. Kirtk
bolgesindeki kallus dokusu iginde kemigin c¢eperlerindeki hiicrelerin hepsini GFP
pozitif oldugu yani osteoblastlara doniistiigli ve MKH’ lerin kemik i1yilesmesiyle kesin
olarak ilgili oldugu gosterilmistir. Ural ve ark.(62)’nin GATA’ da yaptiklar1 ¢calismada
da tavsanlarin her iki tibialarinda defekt olusturarak eksternal fiksator uygulamislardir.
Tibialardan birinde defekt bolgesine MKH lokal olarak verilmis diger tibia kontrol
grubu olarak kullanilmis ve higbirsey verilmemistir. Uygulamanin 15. giinii ve bir ay
sonra radyolojik olarak ve bir a sonra radyolojik olarak ve birinci ay sonunda
histokimyasal olarak MKH uygulanan tarafta daha hizli iyilesme saglandigi ve
eksternal fiksatoriin tutulma siiresinin kisaldig1 gosterilmistir.
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Hayvan modelinden elde edilen sonuglarin insanlara uyarlanabimesi ¢ok dnemlidir.
Insanlarda kirik iyilesmesinin erken dénemleri incelendiginde, diyafiz kiriklarinda
goriilen onar1 hiz1 ile deneysel kirigin onarim hizi benzerlikler gostermektedir. Bu
nedenle deneysel kirik modelinden elde edilen sonuglarin insanlara uyarlanabilecegi

distintilmektedir (112).

Bu ¢alisma da Huo ve ark. (84) ‘nin olusturdugu histopatolojik derecelendirme
sistemi tercih edildi. Kontrol gruplarinda 1sik mikroskobuyla daha ¢ok fibréz doku az
miktarda kartilaj goriiliirken, kok hiicre gruplarinda immatiir ve matiir kemik dokular
fazla miktarda goriildii. Boylece subjektif olan radyolojik calisma daha objektif olan
histopatolojik ¢alismayla desteklendi. Radyoloji ve histolojinin birbirine uyumlu oldugu
ve her 2 kriterde de, kontrol ve bazi ¢alisma gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark oldugu saptandi.

Yapilan literatiir aragtirmasinda ratlarda, farelerde ve tavsanlarda ¢ok sayida non-
union modeli tarif edilmis ve yine ¢ok sayida kirik iyilesmesinde kok hiicre kullanimi
ve etkilerinin incelendigi goriilmiistii. Bu ¢alismada oldugu gibi diyabetik non-union

modelinde kok hiicre uygulanmasi seklinde baska bir ¢alismayla karsilagilmadi.

Kok hiicre kullanilarak yapilan bu calismada kok hiicre tedavisinin diyabetli
olmayan deneklerdeki non-union tedavisinde olumlu etki olusturdugu radyolojik,
histopatolojik sonuglar agisindan istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi. Caligmada
ayrica non-union gelisiminde ve kok hiicre uygulanmasinda RANK, RANKL ve OPG
gen ekpresyon aktivitesinin degistigi gosterildi ama degerlerin istatistiksel anlam
tasimadigi goriildii. Bu genlerin non-union olusumu mekanizmasinda rol alabilecegi ve

erken tani1 i¢in bir marker olabilecegi diistiniildii.

[statististik acisindan anlamli ¢ikan radyoloji ve histolojiye dikkati ¢ekersek.
Kontrol gruplar1 olan A3 ve A4 gruplar ile ¢alisma gruplart olan B1 ve B2 gruplar
kiyaslandiklarinda, gruplarin normallik analizleri yapildi radyoloji skorlar1 agisindan
kiyaslanan A3-B1 ile A4-B2 nin normal dagilmadigi izlendi. Histoloji skorlari agisindan
kiyaslanan A3-B1 de normal dagilim izlenirken A4-B2 de normal dagilim izlenmedi.
Bu bilgiler 1518inda A3-B1 ile A4-B2 nin radyolojik kiyaslamasi ve A4-B2 nin
histolojik kiyaslamasinda Mann-Whitney Test kullanildi ve p<0,05 anlamli sonuca
ulasildi. A3-B1 gruplarinin histolojik skorlarinin normal dagildig: izlendi. Hem Mann-

Whitney Test hemde T-Test de p<0,05 olarak izlendi ve anlamli sonuca ulasildi. Bu
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sonuglar adipoz doku kaynakli kok hiicrenin tedavi edici etkinligini gosterdi. A4-B2
gruplarinin  histoloji skorlarinin Mann-Whitney Testine gore p>0,05 oldugu
saptanarak anlamli sonuca ulasilmadig1 goriildii. Burada farkliligin digerbir degisken

olan diyabetten kaynaklandig1 sonucuna varildi.
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6. SONUCLAR

Deneysel diyabetik rat femur non-union modelinde kok hiicrenin kaynama
tizerine etkisi histopatoloji, radyoloji ve RANK, RANKL, OPG genleri kullanilarak
incelendi ve asagidaki sonuglar elde edildi.

Diyabetik rat modeli olusturmak i¢in STZ uygulandi ve diyabet amaglanan
deneklerin tamaminda kan sekeri yliksekligi ve idrar glikozu saptanarak amaglanan
deneklerin timiinde DM olusturuldu.

Non-union amag¢lanan deneklerin tamaminda non-union olusturuldu.

Non-union modeli olusturulan diyabetsiz deneklerdeki non-union alanina kok
hiicre tedavisinin radyolojik ve histopatolojik incelemeler sonucunda etkilerinin olumlu
oldugu sonucuna varildi ve bu sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterildi.

Non-union modeli olusturulan diyabetli deneklerdeki non-union alanina kok
hiicre tedavisinde ise radyolojik ve histopatolojik incelemeler sonucunda olumlu etkiler
elde edildi. Ancak elde edilen radyolojik sonuglar istatistiksel olarak anlamli
bulunurken, histopatolojik olarak istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi.

Non-union olusturulan deneklerde, non-union modeli ile RANK, RANKL, OPG
gen expresyon diizeyi PCR teknigi kullanilarak saptanan cDNA degisim degerleri
gosterildi. Buna gore diyabetli non-union grubunda en yiiksek degerler elde edildi.
Ancak gruplar arasinda degerlerin istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedigi
tespit edildi.

Kok hiicre tedavisinin, diyabetli deneklerdeki non-union sahasina etkisinin
diyabetli olmayan deneklerdeki non-union sahasina olan etkisine gore sinirli ve yetersiz
kaldig1 goriildii. Ayrica histopatolojik incelemelere gore de skorlarinin istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik géstermedigi bulundu. Diyabetli deneklerdeki non-union
sahasina verilen kok hiicrenin tedavi edici olan etkisine diyabetin olumsuz bir faktor
olabilecegi sonucuna varildi.

Kok hiicre tedavisinin non-union sahasindaki kemik metabolizmasinda goérev alan
RANK, RANKL ve OPG gen expresyon diizeylerini degistirip degistirmedigi PCR
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teknigi kullanilarak gosterildi ve ¢cDNA degisim degerleri saptandi. Buna gore kok
hiicre tedavisinin cDNA degisim degerleri lizerine etkisi olmadig goriildii ve bunun da
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi bulundu.

Sonug olarak; pseudoartroz tedavisinde giintimiizde farkl tedavi segenekleri
olmakla beraber, 6zellikle diyabeti olmayan olgularda, kok hiicre tedavisinin ilerleyen
donemlerde destekleyici calismalarin artmasiyla da beraber pseudoartroz tedavisinde bir
secenek olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.
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