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Tavsan Kalvaryumunda Mezensimal K6k Hiicre
Transplantasyonu ile Yonlendirilmis Kemik
Yiikseltilmesinde Elde Edilen Yeni Kemigin

Histolojik Olarak Degerlendirilmesi

Histologic Evaluation of the New Bone Obtained from
Directed Bone Enhancement with
Mesenchymal Stem Cell Transplatation in
Rabbit Calvarium

OZET Amag: Gene yiiz bolgesinde olusan kemik yetersizliklerinin yeniden yapilanmasinda birgok
tedavi yontemi mevcuttur. Bu yontemlerin bir¢ok avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Gii-
niimiizde ¢ene kemiginin yeniden yapilandirilmasina yonelik ¢alismalar kok hiicre tizerine yo-
gunlagmistir. Bu ¢aligmada, mezengimal kok hiicre (MKH) uygulamasinin yonlendirilmis kemik
yiikseltilmesinde yeni kemik olusumu iizerindeki etkisini degerlendirmeyi amagladik. Gereg ve
Yontemler: Caligma 7 adet Yeni Zelanda tavsani iizerinde gergeklestirilmistir. Caligma grubunun
disindaki bir tavsanin tibia kemik iliginden ayristirilan MKH’ler, in vitro olarak ¢ogaltildiktan
sonra, deneyde kullanilan tavsanlarin kalvaryumlarina kollajen tasiyici ile nakledilmistir. MKH nin
dokuda dagilmamasi ve kemik digindaki dokulardan ayristirilabilmesi igin titanyum kapsiller kul-
lamilmigtir. Caligma dort deney grubu igerecek sekilde planlanmuis, her tavsana dorder adet titan-
yum kapsiil uygulanmistir. A ve B gruplarinda kemik yiizeyine dekortikasyon yapilms, A ve C
gruplarinda MKH uygulanmistir. D grubunda ise ne dekortikasyon ne de MKH uygulamas: yapil-
mustir. Olusan yeni kemik miktar alt1 skor derecesiyle ve histopatolojik olarak degerlendirilmis-
tir. Bulgular: Istatistiksel olarak, gruplar arasinda kemik olusumu agisindan anlaml bir farklilik
elde edilmemis, ancak grup A’da grup D’ye gore istatistiksel olarak anlaml 6l¢iide fazla yeni kemik
dokusu olusumu saptanmigtir. Sonug: MKH uygulamalari, yeni kemik dokusu olusumunu basaril
bir sekilde indiiklemekte ve defekte gore iiretilecek yonlendirilmis doku rejenerasyonu kafesleri
ile gereksinim duyulan hacim ve sekilde yeni kemik dokusu elde edilmesi miimkiin olabilmekte-
dir.

Anahtar Kelimeler: Mezensimal kok hiicreler; alveolar sirtin bityiitiilmesi; tavsanlar

ABSTRACT Objective: Many treatment methods are available for the reconstruction of bone de-
fects of the mandible with a number of advantages and disadvantages. Current studies in mandible
reconstructions are focused on stem cells. In this study, we aimed to investigate the effect of mes-
enchymal stem cell (MSC) procedure on new bone formation in directed bone enhancement. Ma-
terial and Methods: The study was carried out with 7 New Zealand rabbits. Mesenchymal stem
cells isolated from the tibial bone of a rabbit not included in the study, were transferred after in vitro
proliferation to the calvariums of rabbits included in the experiment using a collagen carrier. Tita-
nium capsules were used in order to prevent dispersion of MSCs in the tissue and to isolate them
from tissues other than bones. The study was planned to include four test groups and each rab-
bit was implanted four titanium capsules. While Groups A and B underwent decortication, MSC
were transplanted to Groups A and C. Neither decortication nor MSC was used in Group D. The
amount of new bone formation was evaluated with six score grades and histopathologically. Re-
sults: A statistically significant difference was found between groups in terms of bone formation
and the amount of new bone formation was significantly higher in Group A compared to Group D.
Conclusion: MSCs successfully induce new bone formation and directed tissue regeneration cages
that are produced according to the defect enable deriving new bone tissue with the required vol-
ume and shape.

Key Words: Mesenchymal stem cells; alveolar ridge augmentation; rabbits
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ok hiicreler, cogalma yetenegi olan, uygun
B biliylime ortamina yerlesebilen, ¢cok sayida
farklilagmis devamu niteligindeki tiirler iire-
tebilen, kendini yenileyebilen veya kendi populas-
yonunun devamliligini saglayabilen ve zedelen-
meyi izleyerek islevsel dokuyu rejenere edebilen
hiicrelerdir."” Kok hiicreler embriyodan, fetustan,
gobek kordonundan ve yetiskinlerden elde edile-
bilmektedir.

Bir¢ok doku ve organda bulunan kok hiicre-
lerin hiicre biyolojisi giintimiizde ¢ok daha iyi an-
lagilmaktadir. In vitro kiiltiir caligmalarindaki
gelismeler, 6nceleri imkéansiz olarak goriilen degi-
sik hiicre tiplerinin ¢ogaltilmasini uygulanabilir
kilmigtir.? Izole edilmesinin kolay olusu ve genis
bagkalagim potansiyeli ile mezengimal kok hiicre-
lerinin (MKH), klinik kullanim agisindan diger
kok hiicrelere oranla daha avantajli oldugu 6ne
stiriilmistiir. MKH’lerin ¢ok yonlii potansiyelinin
yaninda, allojenik transfer sonras1 immiin reaksi-
yonun ¢ok az olmasi, MKH’yi hiicresel terapi uy-
gulamalarindaki doku tamir ve rejenerasyonlarinda
kullanilan ideal hiicre tipi olarak tanimlanmasini
saglamistir.

Kemik iligi stromal dokusu, retikiiler hiicre-
ler, adipoz hiicreleri, non-osteojenik hiicreler, diiz
kas hiicreleri, endotel hiicreleri ve makrofajlar
gibi heterojen hiicre populasyonlarindan olus-
mugstur. Herhangi bir yaralanma durumunda,
stromal dokuda bulunan koék hiicrelerin katili-
miyla tamir meydana gelmektedir. Son yillarda,
kemik iligi stroma hiicrelerinin osteoblast, kon-
drosit, adipozit, miyoblast, hepatosit, kardiyomi-
yozit ve noral hiicrelere doniisebildigini gosteren
caligmalar mevcuttur.” MKH’ler, kemik iligi, pe-
riost, trabekiiler kemik, adipoz doku, sinoviyum,
iskelet kaslari, dis pulpas1 ve periodonsiyumdan
ayristirilabilir.® Ancak, MKH’lerin elde edilmesi
icin kemik iligi stromasi, 6ncelikli olarak tercih
edilen bolgedir. Bu bilgiye paralel olarak litera-
tiirde kemik iliginin osteojenik potansiyeli ile il-
gili ilk bilgiler 1800’lii yillarda yayimlanmistir ve
yirminci yiizyilin baslarinda osteojenik rejene-
rasyonda kemik iliginin roliinden bahsedilmeye
baglanmistir.” Yetiskin kemik iliginde gii¢li os-
teojenik potansiyeli olan hiicre populasyonunu ilk
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olarak 1976’da Friedenstein tanimlamis ve gorii-
nimi fibroblast hiicrelerine benzeyen ve aktif
olarak ¢ogalan hiicrelerin olustugunu gozlemle-
mistir.81 MKH’lerin in vivo ve in vitro olarak os-
teoblastlara dontisebildigi bir¢ok calismada
gosterilmis ve literatiirde MKH’ler icinde nadir
de olsa sadece mezodermal degil, ayn1 zamanda
endodermal dokulara doniigsebilen pluripotent
hiicrelerin de bulundugu rapor edilmigtir.!®!!
Bunun yaninda MKH’ler, kan-kemik iligi bariye-
rinden gecerek dolasima da katilirlar ve ilgili or-

gana giderek tamir olayina etki ederler.!?

In vivo ortamda yetigkinlerden MKH’ler, 10*-
108 gibi sinirli sayida elde edilebildigi i¢in, MKH’ler
uygulama oncesinde otolog serum desteginde in
vitro olarak ¢ogaltilirlar.'®

Atesli silah yaralanmalar, yiiksek enerji dii-
zeyli travma, ablatif timor ya da kist cerrahisi, kro-
nik osteomiyelit ya da osteradyonekroz tedavisine
yonelik tekrarlanan cerrahi debridmanlar gibi
lokal nedenlerle ya da kemik metabolizmasinin et-
kilendigi sistemik rahatsizliklar sonucunda ortaya
¢ikabilen kraniyo-maksillofasyal bolgenin kemik
kayiplarinin giderilmesinde en uygun tedavi sege-
neginin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar, hala
glncelligini korumaktadir. Kemik kayiplarinin te-
davisinde, otojen greft uygulamalari, giiniimiizde
altin standart olarak kabul edilmektedir.'*'® Ancak,
elde edilebilecek greft miktarinin sinirlh olmasi,
donor saha morbiditesi ve greftin anatomik olarak
defekt sahasina uyumlandirilmasi ile ilgili sorun-
lar, siklikla bildirilmektedir.'”"? Allojenik kemik
nakli ya da kemik esdegerlerinin kullanimi, otojen
greftleme uygulamalarina alternatif tegkil etmek-
tedir. Ancak allojenik kemik nakli, hastalik bu-
lagsma riski ve doku uyumlulugu gibi ciddi
sorunlar1 beraberinde getirirken, kemik esdegeri
materyallerin kullanimi ile ilgili olarak siklikla kar-
silasilan sorunlar, entegrasyonun gerceklesmemesi
ya da alic1 sahada sagkalim stirelerinin kisa olmasi-
dir."*? Bunun yaninda, otojen ya da allojen greft-
lemelerin maliyeti, sadece ABD’de yillik 2,5 milyar
$ olarak rapor edilmistir.’* Tiim bu etmenler goz
6ntine alindiginda, kemik rejenerasyonuna yone-
lik yeni stratejilerin gelistirilmesine gereksinim ol-
dugu ortadadur.
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Bu ¢alismanin amaci, kok hiicre nakli yardimi
ile yonlendirilmis doku rejenerasyonu uygulaya-
rak, olusturulan yeni kemik dokusunun histolojik
olarak incelenmesidir.

I GEREG VE YONTEMLER

Arasgtirma, Giilhane Askeri Tip Akademisi (GATA)
Dis Hekimligi Bilimleri Merkezi Agiz Dis Cene
Hastaliklar: ve Cerrahisi Anabilim Dali, Hemato-
loji Bilim Dal1, Arastirma ve Gelistirme Merkezi ve
Patoloji Anabilim Dali’'nda gerceklestirilmistir. De-
neylere baglamadan 6nce GATA Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu'nun 6ngordiigii hususlar yerine geti-
rilmis ve 13.10.2006 giin ve 06/102 numaral ka-
rar1 ile gerekli izin alinmigtir. Caligmanin her
asamasinda, tiim arastirmacilar tarafindan hayvan
haklarinin korunmasina yonelik ilkelere bagh ka-
linmigtir. Ayrica, ¢aligmanin protokolii GATA
Arastirma ve Gelistirme Merkezi Bagkanligi'nca
21.06.2006 giin 06 numarali toplantisinda AR-
2006/18 proje numarastyla onaylanmais, tavsanlarin
preoperatif ve postoperatif bakimlar1 Aragtirma ve
Gelistirme Merkezi Bagkanlig: veteriner hekimle-
rince yiriitillmistir.

Calisma, GATA Arastirma ve Gelistirme Mer-
kezi Deney Hayvanlar1 Boliimii'nde, ortalama agir-
Iiklar1 50,5 kg olan 7 yetiskin Yeni Zelanda deney
tavsani (Oryctolagus Cuniculus) tizerinde gergek-
lestirilmigtir. Arastirma {i¢ deney grubu ve bir
kontrol grubu icerecek sekilde planlanmistir.
Miimkiin olabilecek en az sayida hayvan kullanmak
amaciyla deney gruplari her bir hayvanin kafata-
sinda olusturulmustur. Miyamoto ve ark. tarafindan
tanimlanan yonteme benzer sekilde kafatasinda de-
kortikasyon yapilan ve MKH uygulanan alan Grup
A; kafatasinda dekortikasyon yapilan ancak MKH
uygulanmayan alan Grup B; kafatasinda dekorti-
kasyon yapilmayan ancak MKH uygulanan alan
Grup G; kontrol grubu olarak planlanan, kafatasinda
dekortikasyon ve MKH uygulamas: yapilmayan
alan Grup D olarak adlandirilmigtir (Tablo 1).2!

TITANYUM BARIYER KAPSUL VE
KOLLAJEN HUCRE TASIYICI

Bariyer kapsiillerin yapiminda 0,6 mm kalinliginda
titanyum kullanildi. Bu kapsiiller i¢ ¢ap1 7 mm ve i¢

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(3)

TABLO 1: Calismada deney gruplarina yapilan
uygulamalar.

Mezensimal Kok Hiicre (MKH)

Gruplar Dekortikasyon Uygulamasi
A + +

B + _

C -

D

yliksekligi 3,5 mm olacak sekilde “kubbe” seklinde
iiretildi. Elde edilen kapstiller, tizerlerindeki yag ve
metal capaklarindan arindirmak icin firga ile te-
mizlendi ve %80 etil alkol icinde bekletildi. Daha
sonra steril serum fizyolojik ile yikandi. Titanyum
kapsiiller tek tek paketlendi ve 130°C’de 1 saat sii-
reyle steril edildi.

Kollajen tasiyici olarak ise bir hemostatik
stinger olan ve kolaylikla temin edilebilen “Spon-
gostan” (Ferrosan Medical Devices, Denmark)
kullanildi. Bu materyal, steril, kisa siirede absorbe
olabilen, suda ¢oziinmeyen, kolaylikla sekillendi-
rilebilen kollajen yapida bir jelatin siingerdir.

MEZENSIMAL KOK HUCRELERIN ELDE EDILMESI

Aragtirmamizda kullanilan 7 deney hayvaninin ha-
ricinde, ayni standartta bir tavsana ksilazin ve ok-
sitetrasiklin HCI ile genel anestezi uygulandiktan
sonra, tibia proksimalinden 15 Ga. kemik iligi aspi-
rasyon ignesi kullanilarak heparinize edilmis en-
jektor icinde 5 cc kemik iligi toplandi.

Elde edilen kemik iligi, MKH elde edilmek
tzere GATA Aragtirma Gelistirme Merkezi Tibbi ve
Kanser Arastirma Kismi'na gonderildi. Burada
kemik iliginden mononiikleer hiicreleri ayirmak
i¢in kullanilan bir yéntem olan “Fikoll” separasyonu
yapilarak toplanan kemik iligi, 2 mM L-glutamin,
100 U/mL penisilin G, 100 mcg/mL streptomisin ve
%15 fetal sigir serumu (Fetal Calf Serum-FCS,
Gibco, USA) iceren 10 cc. “Modified Eagle’s Me-
dium” (MEM-Alfa, Gibco, USA) icinde kiiltiire
edildi. Yetmis iki saat sonra yiizen tiim hiicreler at1-
larak, flaskin zeminine yapigmis hiicrelere yeni be-
siyeri ilave edildi. Yedinci giinde ilk kez gortilmeye
baslanan fibroblast benzeri kolonilerin besiyeri,
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hiicreler fosfathi tamponlanmis tuzlu su (Phosphate
Buffered Saline-PBS, Gibco, USA) ile yikanarak, 14.
giine kadar ti¢ giinde bir yenilendi. On dérdiincii
giinde flask tabani %70-80 oraninda koloniler ile
kaplandiginda, tripsinizasyon ile koloniler yerle-
rinden kaldirilarak ilk pasaj gerceklestirildi. Uciincii
veya dordiincii pasaj sonunda flask tabanina yapis-
mis fibroblastoid goriintislii koloni yapan hiicre siis-
pansiyonuna ulasildi (Resim 1). Bu agamaya yaklagik
40. glinde gelindi. Bu hiicrelerin mezensimal ko-
kenli kok hiicre olup olmadigi, ISCT nin (The Inter-
national Society for Cellular Therapy) mezengimal
kok hiicre tanimlamasi i¢in belirledigi minimal kri-
terlere gore degerlendirildi.” Bu kriterler su sekilde
siralanmaktadir: (a) plastik yiizeye tutunma, (b) spe-
sifik ylizey antijeni (Ag) sunumu (CD105, CD73 ve
CD90 pozitif (=%95), CD45, CD34, CD14 veya
CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR negatif
(<%?2) ve (c) multipotent farklilasma potansiyeli.
Hiicrelerin plastik ylizeye tutunduklar: izlenmistir
(Resim 1). Buna karsin, tavsana ait monoklonal an-
tikorlar olmadigindan immiinofenotiplendirme ya-
pilamamigtir. Hiicrelerin multipotent farklilagma
potansiyelleri ise agsagidaki sekilde gosterilmistir.

Adipojenik Farklhilagma: Besiyeri, 90 mL Me-
sencult Basal Medium (Stem Cell Tech., Vancou-
ver, Canada) i¢ine 10 mL Adipojenik Supplement
ilave edilerek hazirlandi. Diliisyonu yapilan me-
zengimal kok hiicreler T25’lik flasklarda 10 mL be-
siyeri icinde ekildi. Besiyerindeki renk degisimini
takiben, besiyerinin 5 mL’si atilip, tizerine 5 mL
taze besiyeri ilave edildi. Tki hafta sonra adipojenik
farklilagma lipit damlaciklarinin goriilmesi ile de-
gerlendirildi (Resim 2).

Osteojenik Farkhilagma: Mezensimal kok hiic-
relerin in vitro osteojenik farklilagsmasinin deger-
lendirilmesi amaciyla, hiicreler, flaskin zeminine
yapigmalari i¢in Liquid-Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (L-DMEM) i¢cinde 24 saat boyunca inkiibe
edildi. Ertesi giin hiicrelerin i¢inde bulundugu be-
siyeri, icinde %10 fetal sigir serumu, 100 nM dek-
sametazon, 10 mM sodyum f-gliserofosfat ve 0,05
mM askorbik asit bulunan L-DMEM ile degistirildi.
Besiyeri ti¢ ginde bir degistirildi. Osteojenik fark-
lilagma iki hafta sonra alkalen fosfataz ile boyana-
rak degerlendirildi (Resim 3).
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RESIM 1: Flask tabanina yapismis fibroblastoid gériinislii koloni yapan me-
zensimal kok hticreler (x10).
(Renkli hali icin Bkz. http://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

RESIM 2: Hiicrelerin adipojenik farklilasmalarinin gosterilmesi (x10).
(Renkli hali icin Bkz. http://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

X10

RESIM 3: Hiicrelerin osteojenik farklilasmalarinin gésterilmesi (Alkalen Fos-
fotaz boyama, x10).
(Renkli hali icin Bkz. http://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(3)
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Ayrica hiicreler “Vimentin” boyasi ile de bo-
yandi ve %95’in tizerinde pozitiflik gozlendi. Ca-
lisma i¢in uygun olduguna karar verilen hiicreler
tripsinize edilerek, 1x10%100 pL olacak sekilde
“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium” (DMEM,
Invitrogen Life Sciences, USA) ile hiicre konsant-
rasyonu ayarlandi.

CERRAHI YONTEM

Operasyondan ¢nce enfeksiyon profilaksisi amaci
ile oksitetrasiklin HCI 50 mg/kg intramuskiiler
olarak uygulandi. Cerrahi iglemlere baglanmadan
once premedikasyon i¢in intramuskiiler olarak
5 mg/kg ksilazine enjeksiyonu yapildi. Daha sonra
genel anestezi saglamak icin 20-40 mg/kg ketamin
HCl uygulandi. Operasyona baslamadan 6nce, tav-
sanlarin tityleri tras edilerek, Batticon soliisyonu ile
bolgenin dezenfeksiyonu saglandi. Operasyon sa-
has1 disindaki bolgeler steril ortiiler ile kapatildi.

Deney hayvaninin kafatasinin transversal ola-
rak tam ortasindan, sagittal yonde yaklasik 3 cm
uzunlugunda cilt insizyonu yapildi. Daha sonra,
ayni dogrultuda periost insizyonu yapilarak, periost
elevator yardimai ile kaldirildi. Kafatasinin oksipi-
tal bolgesinde, pariyetal siitiiriin her iki tarafinda, 1
mm capinda gelik frez kullanilarak 1 mm ¢ap ve 1
mm derinlikte dekortike alanlar olusturuldu.

Kollajen tasiyici, steril titanyum kapsiilleri
dolduracak sekilde yerlestirildi; dort titanyum kap-
stiliin ikisine, toplam 100 pL i¢inde 1 000 000 adet
hiicre olacak sekilde hazirlanan MKH emdirildi. Bu
sekilde kapsiillerin her birine 500 000 adet hiicre
implante edilmis oldu. Kok hiicreli kapsiillerden
biri dekortikasyon yapilmis kemik yiizeyine, digeri
de dekortikasyon yapilmamis kemik tizerine, agik
olan yiizii kemik ylizeye bakacak sekilde yerlesti-
rildi. Diger iki kapsiil de i¢lerinde MKH’siz kollajen
tasiyict oldugu halde dekortikasyon yapilmis kemik
ytizeyi ile dekortikasyon yapilmamis bolgeye ayni
tarzda yerlestirildi. Periost insizyon hatt1, rezorbe
olabilen 4,0 siitiir ile kapsiillerin yerlerinde sabit-
lenmesini saglayacak sekilde, kapsiillerin tizerin-
den gergin olarak siitiire edildi. Cilt insizyonu da
3,0 ipek siitiir ile primer kapatildi (Resim 4). Ope-
rasyon sahasinin dezenfeksiyonu Batticon soliis-
yonu ile saglanda.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(3)

Tiim deneklerin operasyon sonrasinda bakim ve
gozetimleri veteriner hekimler tarafindan yapilarak,
operasyon sonrasinda tek baslarina bir kafeste kal-
malar saglandi. Postoperatif enfeksiyon profilaksisi
i¢in deneklere bes giin siireyle 12 saatte bir 50 mg/kg
oksitetrasiklin HCl intramuskiiler olarak uygulanda.

SAKRIFIKASYON

Deneklerin sakrifikasyonlar1 postoperatif sekizinci
haftada gergeklestirildi. Denekler 6ncelikle ksila-
zin (3-5 mg/kg) ve ketamin (40 mg/kg) kombinas-
yonu ile genel anesteziye alinip, daha sonra
intrakardiyak sodyum pentobarbital (100 mg/kg)
enjeksiyonu ile uyutuldu. Sakrifikasyon saglan-
diktan sonra operasyon bolgesi agilarak, titanyum
kapsiillerin bulundugu bolge elmas diskler ve
osteotomlar ile kafatasindan ayrilarak ¢ikarildi
(Resim 5). Cikarilan parcalar %10’luk formalin so-
liisyonuna konuldu.

ORNEKLERIN HAZIRLANMASI VE
HISTOPATOLOJIK INCELEME

Sakrifikasyondan sonra kemikler 10 giin siireyle
%10’luk formalin soliisyonu i¢inde fikse edildi.
Daha sonra kemiklerin demineralizasyonu ama-
ciyla hazirlanan asit soliisyonuna (200 cc %100 for-
mik asit, 160 cc %37 hidroklorik asit ve 1640 cc
¢esme suyu) kondu. Bes giin sonunda deminerali-
zasyon tamamlaninca, titanyum kapsiiliin altinda
kalan bolge kapsiil disindaki normal kemigi de ige-
recek sekilde kesildi. Plastik kasetlere alinan doku-
lar parafin bloklara gémiilerek parafinde iki giin
bekletildi. Parafin bloklardan mikrotom kullana-
rak 5 pm kalinliginda kesitler alind1 ve bu kesitler
Hematoksilen Eozin (HE) ile boyanarak histopato-
lojik incelemeye gecildi.

ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Verilerin igslenmesinde ve analizinde SPSS 15,0
(Chicago, USA) programi kullanildi. Istatistiksel
analizde oncelikle tiim gruplar birbiriyle ayn1 anda
karsilagtirildi, daha sonra ikigerli karsilagtirmalar
yapildi. Gruplarin timiiniin karsilagtirilmasinda
“Kruskal-Wallis” testi, ikiserli karsilagtirilmala-
rinda “Mann-Whitney U” testi kullanildi. Grup-
larin ikiserli kargilagtirilmasinda “Bonferroni”
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RESIM 4: A; Oksipital bolgede frezle yapilan dekortikasyon. B; Titanyum kapsiller ve igindeki kollajen tasiyici. C; Kapsiillerin periost altina yerlestirimesi.

D; cildin ipek stitir ile kapatiimas.
(Renkli hali icin Bkz. http:/tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

diizeltmesi yapildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi
olarak p<0,05 kabul edildi.

BULGULAR

Higbir denekte klinik olarak herhangi bir kompli-
kasyon gelismedi. Postoperatif bekleme siiresi so-
nunda sakrifiye edilen tavsanlarin kalvaryumlarindan
hazirlanan preparatlar, uzman bir patolog tarafindan
incelendi. Yapilan histopatolojik inceleme sonucunda
gruplara gore asagidaki bulgular gozlendi:

Grup A: Histopatolojik incelemede ¢aligma
bolgesinin tabaninda kalvaryuma ait histolojik ya-
pist normal kemik dokusu goriildii. Kemik kor-
teksinin {izerinde rejeneratif kemik olusumu
gozlendi. Rejeneratif kemik genel olarak altta be-
lirgin bir hat olusturmus, kapstiliin kenarlarindan
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RESIM 5: Sakrifikasyon sonrasi incelenecek bélgenin kalvaryumdan gikaril-
masl.
(Renkli hali igin Bkz. http://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

yukariya dogru ilerleyerek iist tarafta birlesmisti
(Resim 6).

Grup B: Grubun histopatolojik incelemesinde
kalvaryuma ait histolojik yapis1 normal kemik go6-

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(3)
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RESIM 6: A grubundan x25 biiyiitmeyle alinan mikroskobik gériinti. Defekt
tabani, yani ve tizerinde yeni kemik yapimi (oklar). Bos alanin alt kisminda
kalvaryumun kompakt kemik dokusu (k) (HE).

(Renkli hali icin Bkz. http:/tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

rildi. Kompakt kemik yiizeyinde kirik iyilesme-
sinde benzer rejeneratif degisiklikler izlendi. Kom-
pakt kemik tizerinde belirgin bir hat halinde
rejeneratif kemik dokusu goriildii. Kapstiliin ke-
narlarindan yukariya dogru uzanan rejeneratif
kemik tespit edildi (Resim 7).

Grup C: Grubun histopatolojik incelemesinde
kalvaryuma ait histolojik yapist normal kemik go-
rilldii. Kompakt kemigin iizerinde rejeneratif
kemik yapa belirgin bir sekilde goriildii. Rejenera-

tif kemigin kapsiiliin kenarlarinda da mevcut ol-
dugu gozlendi (Resim 8).

Grup D: Histopatolojik incelemede ¢alisma
bolgesinde kalvaryuma ait histolojik yapis1 normal
kemik dokusu goriildii. Kemigin kompakt ve spon-
gioz tabakalar izlendi, ancak genel olarak iizerinde
rejeneratif kemik olusumu goriilmedi. Birkag ke-
sitte ise ok ince bir bant halinde rejeneratif kemik
izlendi (Resim 9).

SKORLAMA KRITERLERI
Olusan rejeneratif kemik miktar: agagidaki sekilde
degerlendirildi:

Skor 0: Incelenen kesitlerde kalvaryumun
kompakt tabakasinin iizerinde rejeneratif kemik
olusumu gortilmedi.

Skor 1: Kesitler incelendiginde kompakt ke-
migin tizerinde ince bir hat halinde rejeneratif

kemik olusumu gozlenir.

RESIM 7: A; B grubundan x25 biiytitme ile alinan mikroskobik goriintii. Kalvaryal kemikte irregtiler yiizeyin izerinde bant halinde yeni kemik yapimi. Kapsilin
icinde yan ve Ust kisimlarda ince fibroz bag dokusu bandi bulunmaktadir. Bu alanda kemik izlenmemistir. B; isaretli alanin x100 biytitmesinde kismen lameller
gdriiniim iceren kemik ve Uzerinde osteoid matriks (o) icinde osteoblastik hicreler (oklar) (HE).

(Renkli hali icin Bkz. http:/tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

RESIM 8: A; C grubundan x25 bilyiitme ile alinan mikroskobik goriintii. B; isaretli bilgeden x100 biiytitme ile alinan fotografta kalvaryum kemigi (k), tizerinde

ince bag dokusu (b) ile defekt tabaninda yeni kemik yapimi (oklar) (HE).
(Renkli hali igin Bkz. http://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)
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RESIM 9: A; D (kontrol) grubundan x5 biiy(itme ile alinan mikroskobik goriintii. B; isaretli bélgenin x100 biiyitmesinde kalvaryuma ait kompakt kemik dokusu
(k). Kemikte rejenerasyon izienmemektedir. Kapsil icine bakan ylzeyinde ince tek hiicreli hat halinde yeni periost olusumu (oklar) (HE).

(Renkli hali icin Bkz. http:/tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

Skor 2: Kalvaryumun kompakt tabakasinin
tizerinde belirgin rejeneratif kemik olusumu goz-
lenir.

Skor 3: Kompakt tabakanin tizerindeki belir-
gin rejeneratif kemik olusumu titanyum kapsiille-
rin kenarlarinda kapsiiliin i¢ine dogru uzantilar
yapmaktadir.

Skor 4: Bu tip kesitlerde rejeneratif kemik
olusumu kemik korteksinin {izerinde belirgindir
ve kapsiilin kenarlarindan kapsil i¢ine dogru
uzayarak birlesmis ve titanyum kapsiillerin i¢ini
doldurmustur; ancak ortasinda bos alan goriil-
mektedir.

Skor 5: Bu tip kesitlerde kemik titanyum kap-
stiliin i¢ini tamamen doldurmustur.

Deneklerin kalvaryumundan hazirlanan hi-
stopatolojik kesitlerin uzman patolog tarafindan
incelenmesinden sonra, yeni kemik dokusu skor-
larinin ortalama ve standart sapma degerleri Tablo
2’de goriilmektedir.

Deney gruplarinin tiimi birbiri ile “Kruskal-
Wallis” testiyle karsilastirildiginda, deney gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulun-
mustur (Tablo 2).

Gruplarin ikigerli kargilagtirmalarinda “Mann-
Whitney U” testi sonuglarina goére; gruplarin ikili
karsilagtirilmalar: sonucunda “Bonferoni” dizelt-
mesi (Bonferroni diizeltmesi geregi p<0,008 olan
degerler istatistiksel olarak anlaml kabul edilmis-
tir) yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark-
lilik bulunamamastir (Tablo 3).
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TABLO 2: Gruplarin skorlarinin tanimlayici istatistiksel
degerleri ve tim gruplarin “Kruskal-Wallis” testi ile
karsilastiriimasi.

Gruplar  Ortanca Persantil 25 Persantil 75 p
A 4,0 3,0 4,0 0,006
B 2,0 2,0 3,0

C 3,0 2,0 3,0

D 0,0 0,0 1,0

istatistiksel olarak anlamlidir (p< 0,05).

TABLO 3: ikiser gruplu karsilagtirmada
“Mann-Whitney U” testi sonuclari.

Gruplar p Fark
A-B 0,024 Anlamsiz
A-C 0,226 Anlamsiz
A-D 0,009 Anlamsiz
B-C 0,184 Anlamsiz
B-D 0,031 Anlamsiz
C-D 0,015 Anlamsiz

p<0,05 degerler istatistiksel olarak anlamlidir. Ancak bu tabloda, gruplarin ikiserli Mann
Whitney U testi ile karsilastinimasinda, “Bonferroni diizeltmesi” (p/6) geregi p < 0,008
olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.

TARTISMA

Kemik, anatomik ve fizyolojik yapisindan dolay:
ozellikle doku tamir ve rekonstriiksiyonlarinda
viicudun bircok dokusundan farklidir. Kemik do-
kularinin iyilesmesi sirasinda epitelyal dokular,
mezensimal dokulardan daha hizli prolifere olarak
daha ¢abuk rejenerasyon gostermekte ve bosluklar
doldurarak ideal kemik iyilesmesini engellemekte-
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dir.?® Bu nedenle, yonlendirilmis doku rejeneras-
yonu saglamak i¢in kullanilan materyallerde, dis
ylizey bariyer 6zelligi gosterirken, i¢ yiizey reje-
nerasyonu stimiile edecek o6zellikte olmalidir.
Boylece kemik dokusunun biiylime, farklilagma ve
matiirasyonu ideale yakin sekilde ve en kisa stirede
saglanmig olur.**

Kraniyo-maksillofasyal cerrahi alaninda kék
hiicre ¢aligmalarinin son zamanlarda hizla arttig:
gozlenmektedir.?*?” Miyamoto ve ark., 12 Japon
tavsani iizerinde periostal MKH uygulamasini, ti-
tanyum ve poli-L-laktik asit (PLLA) kapstiller kul-
lanilarak gerceklestirilen yo6nlendirilmis doku
rejenerasyonu ile yapmiglardir.?! Yapilan histopa-
tolojik inceleme sonucunda, kollajen tastyic1 ihtiva
eden gruplarda degisen derecelerde bos, olii alanlar
tespit edilmistir. Kapsiiliin icinde hi¢bir madde bu-
lunmayan grupla karsilastirildiginda, kollajen tagi-
yicinin kemik olusumu {izerinde negatif etkisinin
bulundugu ortaya konmustur. Caligma sonucunda
titanyum ve PLLA kapsiiller altinda olusan kemik
miktar:1 ve kalitesinde herhangi bir fark olmadig:
goriilmiis ve periosttan alinan hiicrelerin implante
edildigi kapsiillerin altinda diger gruplardan daha
yliksek oranda proliferasyon aktivitesi tespit edil-
mistir. Bu ¢alismada da Miyamoto ve ark., yapmis
oldugu calismanin bulgularina paralel olarak, ti-
tanyum kapsiiller altinda bog alanlar tespit edil-
mistir. Bu durum, kollajen tasiyicinin g¢abuk
rezorbe olmayarak yer kapladigini, yeni kemik olu-
sumu icin alani daralttigini ve rezorbe oldukca ye-
rini yeni kemige biraktigini diisiindiirmektedir.
Buna ilave olarak, bu ¢alismada yeni kemik mikta-
rinin en ¢ok goriilebildigi grup, MKH uygulanarak
dekortikasyon yapilan grup olmustur. Bu sonug,
Miyamoto ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmanin so-
nucuyla benzer 6zellik sergilemektedir.?!

Literatirde MKH’lerin sentetik kemik mater-
yalleri ile kullanildig: ¢aligmalar da mevcuttur.
Kadiyala ve ark., sicanlar tizerinde yaptiklar: ¢a-
lismalarda, deneysel olarak olusturduklar: defekt-
lere MKH ile birlikte poréz seramik implante
etmiglerdir.”> Ohgushi ve ark. ise benzer bir ¢alig-
mada kemik iligi kullanmislardir.?® Calismalarin so-
nucunda yalniz seramik uygulanmis defektlerde
¢ok az miktarda yeni kemik olusurken, diger de-
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fektlerde kemik rejenerasyonunun ideal bir sekilde
elde edildigini bildirmiglerdir.

Ueda ve ark., fibuladan ayrigtirilan MKH’leri,
tavsanlarda siniis tabanini yiikseltmek icin yap-
tiklar1 operasyonda 3 trikalsiyum fosfat (TCP) ile
birlikte kullanmigtir.?® Caligmanin sonucunda,
TCP ile MKH’nin birlikte uygulandig1 deney gru-
bunda lamellar yapiya sahip yeni kemik olustugu
gozlenmigtir. Bunun yaninda Ueda ve ark., fibula-
dan MKH izolasyonunu kolay olmasi nedeniyle ter-
cih ettiklerini belirtirken, bu ¢aligmada, kemik iligi,
tavsanin tibiasindan ayristirilmigtir. Deneyimleri-
mize gore, fibuladan 1 cc kemik iligi alinabilirken,
tibiadan 5 cc kemik iligi elde edilebilmektedir. Yos-
hikawa ve ark., sicanlarda yaptiklar bir calismada,
sicanin femurundan aldiklar: kemik iligi hiicrele-
rini, kiiltiir ortaminda hidroksi apatitle birlestirmis
ve in vitro ortamda hidroksi apatit porlarinin yiize-
yinde kemik olusturmuglardir.?? Bu yolla kompozit
greft elde etmisler ve bunu kanselléz kemik grefti
ile kargilagtirmiglardir. Caligmanin sonucunda
kompozit greftin kanselloz kemik greftine goére
daha yiiksek oranda osteoblastik aktiviteye sahip
oldugu ortaya konmugtur. Lechner ve Huss yaptik-
lar in vitro ¢aligmada, kok hiicre uygulamalarinda
kullanilabilecek ve iskelet teskil edebilecek biyo-
materyalleri kargilagtirmiglardir.® Transplante edi-
lebilecek kompozit greftleri olusturabilmek i¢in
kollajen, hidroksiapatit ve TCP kullanmislar, bu
maddeleri MKH ile birlikte 28 giin kiiltiire etmis-
lerdir. Sonugcta hepsinde birbirine benzer biyolojik
yanitlar elde etmislerdir.

Ohya ve ark., yaptiklar calismada, MKH ile
kansell6z kemik partikiillerinin sintis tabani yiik-
seltme operasyonlarinda yeni kemik olusumuna et-
kisini karsilastirmistir.®® Bunun icin iliak kemikten
ayristirilan MKH ve kanselloz kemik, trombositten
zengin plazma (TZP) ile karigtirilarak 18 yetiskin
Japon tavsanina uygulanmistir. Sekizinci haftada
hayvanlarin sakrifiye edildigi c¢alismanin sonu-
cunda, MKH-TZP karigiminin, osteogenez ve
kemik hacmi agisindan otojen kemik-TZP karigi-
mindan istiin oldugu tespit edilmistir. Bu calis-
mada, TZP her iki grupta da kullanildigindan,
MKH’lerin osteojenik potansiyelinin ve olusan yeni
kemik miktar: agisindan otojen kemik greftinden
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iistiin oldugu anlagilmaktadir. Sakrifikasyon siire-
lerinin ¢aligmamizla ayni olmasina ragmen, elde
edilen yeni kemik miktari, Ohya ve ark.nin ¢alis-
malarinda elde edilenden daha disiiktiir. Bu
durum, defekt alaninin Ohya ve ark.nin ¢aligma-
sinda kemigin icinde olmasi ve bu nedenle hiicre-
lerin beslenmesinin daha iyi olmas: hipotezi ile
iligkilendirilebilir.3

Buna ilave olarak, Ueda ve ark., siniis tabanini
kaldirdiklarindan, yeni kemigin olusabilmesi i¢in
kavite seklinde bir bos alan elde etmisler ve boylece
bariyer olarak membran kullanilabilmis ve yonlen-
dirilmis doku rejenerasyonu uygulayabilmislerdir.?
Calismamizda ise kemik yiizeyi diiz bir hat halinde
oldugundan, titanyum kapsiiller ile bariyer olus-
turmak zorunda kalinmistir. Ayrica, kok hiicrelerin
kemik yiizeyinde tutunmalar1 gii¢ oldugundan,
MKH’ler kapsiil icindeki kollajene emdirilerek yer-
legtirilmigtir.

Aragtirmamizda ¢alisma kosullar1 géz oniine
alinarak, kompozit bir greft hazirlama yerine in
vitro kosullarda kemik iliginden ayristirdigimiz
MKH’lerin say1s1 artirilmis ve MKH’ler kemik tize-
rine, kapsiillerin icine yerlestirilen kollajen tasty1-
cilar aracilig: ile implante edilmistir. Lechner ve
Huss’un, kollajen tagiyicilarin kullanim ile ilgili
olumlu y6ndeki bulgularina ragmen, Miyamoto ve
ark. tarafindan yapilan caligmada oldugu gibi,
bizim ¢aligmamizda da hiicrelere iskelet tegkil ede-
cek materyal olarak kullanilan kollajen tasiyici,
olusan yeni kemik icerisinde bos alanlarin olugma-
sina neden olmustur.®”” Bu nedenle, ileride yapila-
cak caligmalarla saptanabilecek daha uygun bir
tastyici materyal basariy1 artiracaktir.

Li ve Li, tavsanlarin mandibulasinda deneysel
olarak olusturduklar1 defektlerin tamirinde, kemik
iliginden ayristirdiklar1 ve kiiltiirde osteoblasta
dontistiirdiikleri hiicreleri deneysel olarak olustu-
rulan defekte implante etmigler ve kontrol grubuna
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demineralize kemik grefti uygulamiglardir.®! On iki
hafta sonunda kontrol tarafinda kismi defekt mev-
cutken, deney tarafinda tamamen iyilesme oldugu
tespit edilmistir. Calismamizda olusturulan kemik
defekti dekortikasyonla sinirlidir ve deney sonunda
dekortikasyon yapilan her iki grupta da korteks
tamir olmus, ancak korteksin {izerinde yeni kemik
olusumu MKH uygulanan grupta daha fazla mik-
tarda bulunmustur. Bunun yaninda, dekortikasyon
yapilarak implante edilen MKH’lerin, dekortikas-
yon sayesinde daha iyi beslenebildigi de diistiniile-
bilir.

Lokal ¢aligmalarin yani sira sistemik kemik bo-
zukluklarinda da kok hiicrelerin kullanilmasi ile il-
gili calismalar da yapilmaktadir. Pereira ve ark.,
radyasyona maruz birakilmis farelerde sistemik do-
lagima verilen MKH’lerin, kemik ve kikirdak do-
kusunda rejenerasyon siireci iizerine olan olumlu
etkilerini gostermisglerdir.>” Krampera ve ark., os-
teogenezis imperfektali cocuklara kemik iligi hiic-
releri asilandiginda, yan etki goriilmemesi bir yana,
i¢ ay sonra osteoblast sayisinda, yeni lameller
kemik olusumunda ve tiim viicut mineral igeri-
ginde artis saglandigini ortaya koymustur. Bunlara
ek olarak kirik frekansi azalmig, viicut biyiime
orani artmigtir.®

0 SONUC

MKH uygulamalar1 kraniyomaksillofasyal bolge-
deki kemik yiikseltme teknikleri i¢inde, 6nemi
vurgulanmasi gereken bir yontemdir. MKH uygu-
lamalari, yeni kemik dokusu olusumunu basarili bir
sekilde inditklemektedir; defekte gore iiretilecek
yonlendirilmis doku rejenerasyonu kafesleri ile ge-
reksinim duyulan hacim ve sekilde kemik dokusu
elde edilmesi miimkiin olabilir. Bu durum 6zellikle
vertikal yonde augmentasyon gerekliliginin sikca
hissedildigi alveol kret tizerindeki dental uygula-
malar agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
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