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GIRIS

Kemik greftleri ve kemik yerini tutabilecek maddeler, ortopedik cerrahide
giiniimiizde yaygin kullanim alan1 bulmaktadirlar. Travma, kemik enfeksiyonlari, omurga
cerrahisi, konjenital deformiteler ve eklem rekonstriikksiyonu v.b. alanlarda meydana
gelen kemik defektlerinin tedavisi, ¢ogu kez ortopedik cerrah igin ¢oziilmesi zor
sorunlara yol agmaktadir. Cerrahi olarak tedavi edilen bir kemik defektinin tedavisinde
giiniimiizde halen otojen kansell6z kemik grefti altin standart olarak kabul edilmekteyse
de, otojen kemik grefti, miktar olarak sinirli miktarda olusu (6zellikle ¢cocuklarda), dondr
saha morbiditeleri, uzamis cerrahi siiresi ve artmig hasta beklentileri gibi nedenlerden
dolay1 gliniimiizde farkli arayislara yol agmistir. Giintimiizde osteoindiiktif, osteojenik ve
osteokondiiktif ozellikleri nedeniyle otojen kanselloz greft, en yaygm kullanim alam
bulan yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Giinimiizde tiim diinyada yilda yaklagik 2,2
milyon, A.B.D.’de ise yilda 500 bin civar1 kemik greftlemesi yapilmaktadir. Tiim
greftleme olgularmin iginde sentetik greftlerin kullanim orami ise yaklasik %
10°dur.®™'® Greft amaciyla kullanilan maddeler bazi ozellikler gostermektedirler. Bu
ozellikler; osteointegrasyon, osteokondiiksiyon, osteoindiiksiyon ve osteogenezis olarak
siralanabilir. Ideal kemik yerini tutan bir madde, iistte siralanan bu dért dzelligi de
icermelidir. Mevcut kemik greftleri ve kemik yerini tutan maddeler bu 6zelliklerin bir
veya birden fazlasina sahiptirler. Doku miihendisligindeki gelismeler ile elde edilen
sentetik — organik, saflastirilmis maddeler, bu oOzelliklerin gelistirilmesine imkan
vermistir, 2525979
Kemik greftleri, dondr kaynaga goére otogreft (hastanin kendi kemigi), allogreft

(aym1 tiirden bir kaynak- kadavra) ve xenogreft (farkli bir tiir) olmak {izere



smiflandirilmaktadir. Kemik yerini tutan maddeler (bone graft substitutes) ise seramikler
(yapay veya mercan), demineralize kemik matriksi, kemik morfojenik protein, biiyliime
faktorleri, otolog kemik iligi ve kollajen olarak sayilabilir.>*’

Sigir kemiginden saflastirilarak elde edilen kemik protein ekstrakti, tip 1
kollajenin {iglii helix formunda saflastirilmis hali ve diger nonkollajenéz kemik
proteinlerini igeren bir preparat olarak kullanim goérmektedir. Bu preparatlarin etkinligi
ile ilgili yapilmis bir ¢ok calisma mevcut olup iizerinde deginilecektir. Tip 1 kollajen,
kemotaktik etkisi, adezyonu kolaylastirmasi, sitokinler (fibronektin, osteokalsin) ve
bliylime faktorleri (IGF, TGF-B gibi) ile komplekslerin olusturulmasi, kondrosit
farklilagsmasinin  uyarilmasi, liflerin dogrultusunca mineralizasyonun saglanmasi
tizerinden osteoindiiktif etki gostermektedir. Bu yapinin, otolog kemik greftinden farkl
olarak osteoklastik siire¢ olmaksizin osteojenik aktivite gosterdigi gérﬁlmﬁstﬁr.47

Bu c¢aligmada, at kaynakli kemik protein ekstraktinin, kaviter kemik defektlerinin

iyilesmesindeki kullanimmnin histolojik ve radyolojik davranisinin incelenmesi

amaclanmustir.

GENEL BILGILER
Kemik anatomisi ve Fizyolojisi

Iskelet sistemi, viicutta kas ve yumusak dokulara mekanik destek saglamanin
yaninda hematopoietik ve metabolik gérevleri mevcuttur.®

Olduk¢a sert ve dayanikli bir yapiya sahip olan kemik, iki ayr1 elemandan
olusmaktadir. Kemigin hiicresel elemanlari, osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar ve

mezenkimal osteoprogenitdr hiicrelerdir. Hiicresel olmayan kesim ise, organik ve



inorganik matriks olmak iizere iki ayr1 kesimde incelenir. Inorganik matriks, kalsiyum
hidroksiapatit ve osteokalsiyum fosfattan olusmaktadir. Organik matriks ise, kollajen,
proteoglikanlar, glikoproteinler, fosfolipidler ve fosfolipoproteinlerden olugmaktadir.
Hiicresel yapi, kemigin esas yapisal biitiinliigiinii saglayan matriksin {iiretilmesini,
déniisiimiinii ve yenilenmesini saglamaktadir.>

Kemik, lameller ve siingerimsi (woven) kemik olmak {iizere iki sekilde
bulunmaktadir. Siingerimsi kemik, hiicresel olarak daha esnek ve zayif olmakla birlikte
diizensiz bir yerlesim sekline sahiptir. Lameller kemik ise, santral bir vaskiiler yap1
etrafina tabakalanmis hiicreler ve bu hiicreler arasini dolduran kemik matriksinden
olusmaktadir. Bu yap1, spongiéz kemikte agisal mozayik seklinde yerlesim gosterirken
kortikal kemikte ise bu yapi, daha siki bir sekilde birarada olup ek olarak bu yapilarin
arasinda interstisiyel lakiinalar bulunmaktadir.>*’

Kemigin i¢ ylizeyini olduk¢a ince bir tabaka olan ve yassilagsmis hiicrelerden
olusan endosteum kaplarken, dis yiizeyini ise periosteum kaplamaktadir. Periosteum, i¢
tabakada oldukca proliferatif seliiler bir 6zellik gdsteren kambiyum tabakasi ile dista
fibréz tabakadan olugmaktadir.’

Kemik dolasimi, kortikal ve silingerimsi kemikte farkliliklar goéstermektedir.
Kortikal kemikte, Haversian ve Volkmann kanallar igerisindeki vaskiiler sistem dolasimi
saglarken, siingerimsi kemikte ise dolasim, dogrudan mediiller kaviteye acilan endosteal
tabakadan gecen damarlar ile saglanmaktadir.’

Kemikte dért temel hiicre tipi meveuttur:™®
1. Osteoblast: Mezenkimal kok hiicre kokenli olup uyarildiginda kemik matriksini

olusturur.



2. Osteosit: Matriks iginde kalan osteoblastlardir. Matriksin mineral dengesini

diizenlemektedir.

3. Osteoklastlar: Monositlerden olusan makrofajlardir. Kemik rezorpsiyonunu

saglarlar.

4. Osteoprogenitor hiicreler: Mezenkimal kok hiicreleridir.  Osteoblastlara

farklilasirlar.

Osteogenez yani kemik olusumu ¢ farkli mekanizma sonucu meydana

gelmektedir:

1.

.49,83

Endokondral osifikasyon: Kikirdak bir kalibin, osteoblastlar tarafindan 6nce
immatiir kemige, daha sonra bu yapinin matiirasyonu ve mineralizasyonu ile
matiir kemige donlismesi seklinde meydana gelmektedir. Fizislerdeki biiylime
ile kirik sonras1 meydana gelen sekonder iyilesme, endokondral osifikasyona
orneklerdir.

Intramembrandz osifikasyon: Mezenkimal hiicrelerden olusmus olan bir
yapinin osteoblastlara donligmesi sonucu meydana gelir. Yasst kemiklerin

embriyonal olusumu ile bazi kirik iyilesme tiplerinde goriilmektedir

. Apozisyonel osifikasyon: Kemigin yiizeyine dagilmis olan osteoblastlarin

oluturdugu kemiklesme siirecidir. Kemigin enine biiyiimesi ve kirik

remodelizasyonu, bu tip kemiklesmeye 6rnek teskil etmektedir.

Kemik {izerindeki mekanik yiiklenmeler, osteblastlarin ve osteoklastlarin

uyarilmasima yol acgarak kemikte yeniden sekillenmeye neden olmaktadir. Bu durum

“Wolff kanunu* olarak bilinmektedir.*’



Kemigin biyomeknik 6zellikleri, genel olarak fiziksel yapisi, organik ve inorganik
bilesenleri sonucu sekillenmektedir. Ornegin, inorganik matriksin bir bileseni olan
hidroksiapatit kompresif dayaniklilig saglarken kollajen ise esnekligini saglamaktadir.>
KIRIK IYILESMESI

Kirik iyilesmesinin fazlari, hematom, akut inflamasyon, onarim ve remodeling
olarak histolojik olarak belirlenmis asamalara ayrllmaktadlr.32 Bu olaylar, bir ¢ok hiicre
sinyal proteinleri ve reseptorlerin karmasik iliskileri sonucu olusmaktadir. Dolayistyla bu
proteinlerin etkinliklerinin genetik olarak belirlenmesi ile, kirik tedavisinde gelismelerin
meydana gelmesi umulmaktadir.*

Iki tip kirik iyilesmesi tanimlanmis olup, primer ve sekonder kirik iyilesmeleri
olarak bilinmektedir? Primer kemik iyilesmesi, anatomik rediiksiyon sonrasi,
mikrohareketin goriilmedigi ve rijit tespit uygulanan kemiklerde birbiriyle temas
halindeki kortikal kemikler arasinda gergeklesir. lyilesme dogrudan kortikal
remodelizasyonla olusur. Osteoklastlar, kirik hattinda tiineller acarak ardindan gelen
osteoblastlara onciiliik ederler. Diger bir kemik iyilesmesi tipi olan sekonder iyilesme ise,
kirik yiizeyleri arasinda mikrohareketin oldugu, dogrudan hiicresel temas olmaksizin
meydana gelen kirik iyilesmesidir. Bu tip iyilesme, rijit tespitin yapilmadig: kiriklarda
meydana gelmektedir. Sekonder iyilesme hem endokondral hem de intramembrandz
osifikasyon yoluyla meydana gelmektedir. ™

Kirik sonrasi ilk gergeklesen olay, kanama sonucu olusan hematomdur. Hematom
icindeki hematopoietik hiicreler, akut enflamatuvar cevab1 tetiklemektedirler.
Notrofillerden sitokinlerin salinmasi, ortama makrofajlarin ve diger enflamatuvar

hiicrelerin gogiinii hizlandirmaktadir. Kirik hattindaki trombositlerden salgilanmakta olan



PDGF ve TGF-B8, kemotaktik, anjiogenetik ve mezenkimal kok hiicrelerinin
diizenlenmelerini saglamaktadir.”***"

Kirik sonrasi salinan sitokinler, saglam damarlardan kapiller tomurcuklanma ve
bu yapilarin kirik hattina dogru go¢ etmesine yol agmaktadir. Kirik sonrasi endosteal kan
akimi, diger sistemlerden daha fazla etkilendiginden periosteal kan akimi biiylik 6nem
kazanmaktadir. Bu nedenle periostun biitiinliigiiniin korunmasi, kirik tedavisinin en
6nemli ilkelerinden biri olmaktadir.”®*?

Kirik bolgesinde iki tip kallus dokusu meydana gelmektedir. Periostun kambiyum
tabakasindaki osteoprogenitor hiicrelerin intramembrandz kemiklesmeyle olusturduklart
ve kirik hattin1 cevreleyen sert kallus, hareketle uyarilmakta, rijit tespit uygulanan
kemiklerde ise goriilmemektedir. Kirik hattinda ise, ¢cevreden gelen mezenkimal hiicreler
farklilagarak kikirdak bir model iizerinden kirik hattinda koprii olusturmaktadirlar. Bu tip
kallus dokusu ise rijit tespit uygulanan kiriklarda gériilmemektedir.*~>**

Olusan kikirdak model i¢indeki kondrositler, ortama protezlar, fosfatazlar ve
kalsiyum salgilamaktadirlar. Proteazlarin matriksteki proteinleri yikmasi, fosfatazlarin
ortamdaki fosfodiesterleri parcalamasi ile ortaya ¢ikan fosfat iyonlarinin kalsiyum ile
birlesmesi sonucu kalsiyum birikintileri olusmaktadir. Kalsifiye kikirdaga damarlanma
ile ulagan kondroklastlar ve osteoblastlar, kikirdagin spongiéz kemik ile degistirilmesini

< 14,22,32,83
saglamaktadir. "7

Zamanla, olusan spongidoz kemik remodelizasyon ile lamellar
kemige doniistiiriiliir. Remodelizasyon onarim fazinda baslayarak yillarca siirebilir.*

Kirik iyilesmesinde bir ¢ok molekiill goérev almaktadir. Bu molekiillerin

osteogenez i¢indeki gorevleri halen arastirilmaktadir.



Kollajen

Bilindigi gibi tip I kollajen kemikte, tip II kollajen ise kikirdakta yogun bir sekilde
yer almaktadir. Kirik iyilesmesinin ilk asamalarinda tip II kollajen agirlikla gozlenirken
ikinci haftadan sonra, tip I kollajen iiretimi s6z konusu olur. Bunlarin yaninda tip IV, tip
X wve tip V kollajenin, osteoprogenitér hiicrelerin farklilagmasina ve kallusun
mikroyapismin saglanmasinda rol aldiklar: diisiiniilmektedir.**”!
Kollajen dis1 matriks proteinleri

Bu proteinler, osteopontin, osteokalsin, fibronektin ve osteonektin adi verilen
baglanma proteinleridir.”* Bu proteinlerin, hiicrelerin birbirlerine baglanmas, hiicreler
arast sinyal iletilmesi ve matriks olusumu iizerinde etkileri mevcuttur.**
Kemik morfojenik proteini

Yaklasik 14 tipi olup osteoindiiktif 6zellik gosterdikleri gosterilmistir. BMP 2.4,
ve 7 Ozellikle yiiksek miktarda tretilen kemik morfojenik proteinler olup kirik
iyilesmesinin hematom fazinda mezenkimal hiicreler tarafindan fiiretilip, daha ilerleyen
asamalarda kondroblastlar ve osteoblastlar tarafindan {iretilmektedir. Bu proteinlerin,
etkinliklerini slingerimsi kemigin lameller kemige doOniisiimiine dek siirdiikleri
bilinmektedir.**
Transforming growth factor 8 — Doniistiiriicii biiyiime faktorii beta (TGF- B)

TGF-8, yaklasik 25.000 D agirliginda iki zincirli bir proteindir. TGF-8 viicuttaki
hemen tliim hiicreler tarafindan iiretilmekle birlikte hiicresel hemostaz ve embriyogenez
ile birlikte enflamasyon ve doku onariminda rol aynadigi diistiniilmektedir. TGF-83
oncelikle kirtk hematomunda trombositler tarafindan salinir. Takiben kallus dokusundaki

kondrositler ve osteoblastlar tarafindan iiretilmektedirler. Erken evrede osteoprogenitor



hiicrelerin uyarilmasint ve makrofajlarin ortama ¢ekilmesine yol agarken, ileri
dénemlerde ise matriks tiretimini uyardiklar1 gosterilmistir,''="*
Trombosit kaynakh biiyiime faktorii (PDGF)

Mezenkimal kok hiicrelerin mitotik aktivitelerini uyardiklar1 gosterilmekle
birlikte bu hiicrelerin kemotaktik uyarilabiliriligini artirmaktadir. Ayni sekilde makrofaj
ve monositler {izerinde kemotaktik etki gosterirken anjiogenezi de wuyardiklar
gosterilmistir.>'

Fibroblast biiyiime faktorii (FGF)

FGF’nin kondrositler iizerinde kemotaktik ve proliferatif etkisi oldugu, ayni
zamanda da anjiogenezi uyardigi gosterilmistir. Biiyiime kikirdag:i iizerinde de trofik
etkisi oldugu gosterilmigtir.*'~>°!

Insiilin benzeri bilyiime faktorii IGF)

Kirik iyiklesmesi iizerindeki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte,
kondrositler iizerinde proliferatif ve sekretuar etkiye sahip olduklari bildirilmistir.'"-"®
KIRIK IYILESMESINI ETKILEYEN FAKTORLER

Kirik 1iyilesmesinin beklenenden yavas ilerlemesine gecikmis kaynama,
kaynamanm durmasi ise kaynamama olarak nitelendirir. ki tip kaynamama vardir.
Hipertrofik kaynamama, yogun kallus dokusu ile birlikte kaynamamanin oldugu durumu
tarif etmektedir. Atrofik kaynamamada ise kirik u¢larinda rezorpsiyon s6z konusudur ve
kallus dokusu goriilmez. Kirik hattinda kikirdak dokusu olusup eklem sivisina benzer bir

siv1 tesekkiil etmesine de psddoartroz adi verilir. Kirigin kaynamasini etkileyen faktorler

su sekilde siralanabilir:*’



HASTAYA BAGLI FAKTORLER

Yas: Iskelet gelisimi tamamlanmadan dnce kirik iyilesmesi belirgin derecede hizli
olmakla birlikte, iskelet gelisimi sonrasi belirgin bir fark saptanmamaktadir.*

Beslenme: Tek bir kemik kirigi, viicudun metabolik ihtiyaclarmi % 20-25
oraninda artirmaktadir.*® Bu oranin, ¢oklu kirk ve enfeksiyon varliginda % 50’leri
buldugu gosterilmistir. Ancak, metabolizmasi normal bir hastada, artmis gida alimi ile
kirik iyilesmesinin hizlandirildigina dair bir veri bulunmamaktadir.

Endokrinolojik faktorler: Kortikosteroidlerin iyilesmeyi baskiladigi, tiroid
hormonu, kalsitonin ve anabolik steroidlerin ise iyilesmeyi uyardigi gosterilmistir.'

Nikotin: Nikotinin kirik iyilegsmesi iizerinde olumsuz etkileri oldugu
gosterilmistir.”

TRAVMAYA BAGLI FAKTORLER

Travma siddeti: Yiiksek enerjili travmalar kirik iyilesmesini olumsuz etkiler. A¢ik
kiriklar da yaygin doku hasari, enfeksiyon riski gibi nedenlerden dolay1 kaynamamaya
egilimlidir. Benzer sekilde yumusak doku interpozisyonu da kirik iyilesmesini olumsuz
etkilemektedir."

Eklem i¢i kirilar: Eklemin hareketleri ve eklem sivisinin kirik hattina girmesi
nedeniyle kirik iyilesmesi olumsuz etkilenir.*

Segmente kiriklar: Intramediiller dolasgim bozuldugu icin olumsuz ydnde

etkilenmektedir.

DOKUYA BAGLI FAKTORLER

Kansell6z kemik, kortikal kemige gore daha kisa siirede kaynamaktadir. Ek

olarak, ortamdaki nekrotik kemik kirik iyilesmesini olumsuz yonde etkilemektedir.
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Patolojik kiriklarin iyilesmesi, altta yatan primer hastalik nedeniyle olumsuz
etkilenmektedir. Benzer sekilde kemikte enfeksiyon varligi kaynamay: engellemektedir.'

TEDAVIYE BAGLI FAKTORLER

Kirik uglarinin yetersiz rediiksiyonu kaynamayi geciktirirken, kirigin tespiti,
aksiyel yiiklenme ve mikrohareket ise kirik iyilesmesini uyarmaktadur."
Tim bu faktorlere bagli olarak, kirik iyilesmesi sekteye ugrayabilir ve kirik
iyilesmesini saglayacak yontemlere ihtiya¢ duyulabilir.
Kemik Greftleri
Tim diinyada yilda 2,2 milyon kemik greftlemesinin yapildigi tahmin
edilmektedir. Bu islemin, hastanin kendi kemiginin alinarak yapildigi otojen greftleme,
halen altin standart olarak kabul edilmektedir. Neden oldugu morbidite ve kisitli miktarda
bulunmasi nedeniyle, alternatif yontemler artan siklikla kullanilmaya baslanmustir.>
Ideal bir kemik grefti:
¢ Yeni kemik olusumunun gergeklesecegi osteoindiiktif bir matriks veya iskeleye
sahip olmali.
¢ Osteoindiiktif faktorleri igermeli
e Kemik yapimi ve kirik iyilesmesini saglayict canli osteojenik hiicreler
barindirmali
e Yapisal destege sahip olmalidir.”
Kemik greftlerinin ve kemik yerine gecen maddelerin biyolojilerinin anlagilmasi
cok onem tagimaktadir. Buna gore:
-Greft osteojenezi: Greftte bulunan hiicresel elemanlarin canliliklarin1 korumalari

ve nakil edildikleri yerde kemik olugturmalaridir.
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-Osteoindiiksiyon: Greft i¢indeki biiytime faktorleri ve diger sinyal proteinlerinin,
alic1 dokudaki mezenkimal kok hiicrelerini osteojenez yoniinde farklilagsmalarina neden
olmasidir.

-Osteokondiiksiyon: Greftin kemik dokunun iizerine insa edilecegi, kan
damarlarinin igerisine penetre edecegi iskeleyi tesekkiil etmesidir.”

Kadavra insan kemiginden elde edilen allojenik ydntemler, otogreftten sonra en
stk kullanilan greftleme tipidir. Bir ¢ok potansiyel avantajlari olmasma karsin, bazi

olumsuz ozellikleri s6z konusudur:

Hastalik bulastirma potansiyelleri

Imiin reaksiyon gelistirme ihtimali

Hazirlanma siirecinde yapisal ve biyolojik 6zelliklerinin bir kismin yitirmesi

12,18,59

Pahal1 olmalar1 gibi olumsuzluklar1 s6z konusudur.
ALLOGREFTLER

Insan kadavrasindan elde edilen allogreftler kanselldz, kortikal, segmenter,
osteokondral ve demineralize kemik matriksi seklinde olmaktadir. En sik kullanilan
tipleri ise demineralize kemik matriksi ve kanselléz allogreftlerdir.”
Demineralize kemik matriksi

Demineralize kemik matriksi, kollajen tip 1, osteoindiiktif biiyiime faktorleri ve
diger kollajen olmayan biiylime faktorlerini icermektedir. BMP, kemikteki tiim proteinin
% 0,1’ini teskil etmesine ragmen osteoindiiksiyonun baslatilmasinda ve regiilasyonunda
¢ok Gnemli role sahip oldugu bildirilmektedir.”®".

Demineralize kemik matriksi, hem osteokondiiktif, hem de osteoindiiktif 6zellik

gostermektedir. DBM; kemotaksis, mitoz, kikirdak metaplazi ve endokondral
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ossifikasyon basamaklar1 ile osifiye olmaktadir. Demineralize kemik matriksi, canl
kemik hiicresi veya diger yap1 tasi hiicrelerini igermemektedir. Bu nedenle, demineralize
kemik matriksi, ya iyi kanlanan ve yogun osteoprogenitér destegi olan bdlgelerde
kullanilmas1 ya da otojen kemik grefti ile desteklenmesi gerekmektedir.

Mekanik destegi olmayan demineralize kemik matriksine, uygulanim kolayligi
icin baz1 katki maddeleri eklenmektedir. Hazirlanmasinda, yaklasik 100-400pm
biiylikliige parcalanan kemik, 0,5 N HCI ile demineralize edilir. Gliserol eklenerek
hazirlanan formun (jel), atimik ratlarda toksisiteye yol actigi bildirilmekle birlikte
insanlarda uzun siire kullanima ragmen bir toksisite ile karsilagilmamigtir. Daha sonra
steril edilen form (gamma radyasyon veya etilen oksit) kullanima hazir hale gelmektedir.
Bir ¢ok iiretici tarafindan {iretilerek kullanima sunulan preparatlar ile ilgili olarak,
hazirlanma yéntemlerine bagl olarak fiyat ve etkinlik farklari bildirilmektedir.” %"
Demineralize kemik matriksinin (DBM), osteoindiiktif 6zelliginin dondrden dondre
degsiklik gostermesi nedeniyle, Amerikan Doku Bankasi Birligi ve F.D.A., her DBM
preparatinin tek dondrden hazirlanmas1 sartini koymuslardir. Demineralize kemik
matriksi, toz,graniil,cips, jel ve hamur gibi formlarda sunulmaktadir.*****

DBM kaviter kemik defektlerinin greftlenmesi i¢in uygun bir materyeldir. Ayrica,
DBM’nin uzun kemik kaynamamalarinda ve kirik sonrasi akut defektlerin tedavisinde,
otogrefte yakin sonuglarin alindiginda dair sonuglar bildirilmistir. DBM, sik olarak
omurga fiizyonlarinda ve daha az siklikla diger eklem artrodezlerinde de kullanim alani

bulmaktadir. Kombinasyonlar igerisinde en uygun olaninin, DBM ile otolog kemik iligi

kombinasyonunun stabil tespit varliginda kullanildig1 yontem olarak bildirilmistir. Ayrica
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DBM, otogreftin miktarmin yetersiz kaldigr durumlarda greft hacmini atrtirmak i¢in de
kullanilmaktadir, | 7-333337.73.75.77.78.85

Demineralize kemik matriksi de bir takim dezavantajlara sahiptir. Her ne kadar
potansiyel hastalik bulagtirma ihtimali varsa da dekalsifikasyon islemi esnasinda
mikroorganizmalarin (6zellikle HIV) inaktive ve elimine ettigi diisiiniilmektedir. Ancak,

potansiyel risk her zaman devam etmektedir.'**

Benzer sekilde geng dondrden
hazirlanan DBM ile daha yogun osteoprogenitor 6zellik saglanirken, bu 6zellik yash
dondrlerden hazirlanan DBM’lerde ise daha diisiiktiir. Pek ¢ok arastirmact DBM ile
otojen kanselloz greft ile elde edilenlere benzer kemik iyilesmesi elde ettiklerini bildirse
de bu iki yontemi prospektif, randomize, kontrollii calismalarla karsilastiran ¢alismalarin
yetersizligi nedeniyle saghkli bir karsilastirma yapilamamaktadar,2>-27:60:62:66

Allogreftlerin bir diger dezavantaji ise uygulanan hazirlanma yontemlerine
ragmen gosterdikleri immiinojenik Ozellikleridir. Bu nedenle daha sik oranda greft
rezorpsiyonu, enfeksiyon ve daha yavas kemik olusumu ile sonuglanabilmektedir. Bu
6zelliklerin otogreft ile daha az oranda gézlendigini bildiren ¢alismalar mevcuttur.”®
Kollajen

Tip I kollajen, kemik hiicre dis1 matriksinde en fazla bulunan proteinidir.
Mineralizasyon i¢in uygun bir yap1 olusturdugu diisiiniilen kollajen ayn1 zamanda matriks
proteinleri i¢in baglanma noktasi olarak gorev alir.
Kemik Biiyiime Faktorleri

Kemikte meydana gelen osteojenik aktiviteler bazt hormonlar ile lokal olarak

salinan peptidler ile diizenlenmektedir. Kemik {izerinde etkisi olan biiylime faktorleri,

kemik morfojenik protein (BMP), doniistiiriicii bliylime faktorii- beta (TGF- B), insiilin
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benzeri biiytime faktorii (IGF-I, II), trombosit kaynakli bliylime faktorii (PDGF), asidik
ve bazik fibroblast biiyiime faktorii olarak siralanabilr. Bu proteinlerin kullaniladigi bir
cok caligmada osteoblastik hiicrelerin farklilagsmasi, ¢ogalmasi ve sekretuar
fonksiyonlarinin etkilendigi gosterilmigtir.*****>*’

Kemik morfojenik protein, diisitk molekiil agirlikli bir polipeptitdir. Etkisini,
osteoprogenitdr hiicrelerin kondroid doniisiim gostermesi ve endokondral kemik
olusumunu ve kollajen sentezlenmesini uyarmasi seklinde gosterir. Rekombinant
teknoloji ile oldukca yiiksek maliyet ile iiretilen BMP, etkinligi en ¢ok arastirilmis
biiytime faktorlerindendir,*****

Doniistiiriicti bityiime faktorii- beta (TGF-8), enflamasyon ile iyilesme siireglerini
iligkilendiren biiyiime faktoriidiir. Fibroblastlar ve makrofajlar i¢cin kemotaktik 6zellik
gosteren TGF-B, kollajen ile diger ekstraseliiler matriks proteinlerinin sentezini,
anjiogenezi ve mezenkimal hiicre gogiinii uyarmaktadir. Kirik hematomundan
trombositlerce yogun miktarda TGF-B salindigi gosterilmistir. Hem intramembrandz,
hem de endokondral iyilesme iizerinde etkisi oldugu gosterilmigtir.*****’

Kemik morfojenik proteinler

Ileri diizeyde osteoindiiktif ozellikler gosteren kemik morfojenik proteinler
(BMP), rekombinant yontemler ile sinirsiz miktarda tiretilebilmektedirler. Rekombinant
insan BMP-2 ve osteojenik protein-1 (OP-1) ile deneysel ve klinik ¢aligmalar ile basarili
sonuclar elde edilmis olmasina ragmen, ¢ok yiiksek maliyeti, potansiyel doz etkilesimleri
ve antikor olusum ihtimali, bu maddelerin rutin klinik kullaniminin 6niinde bir engel

teskil etmektedir.”*%7
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Kemik morfolojik protein, iki sekilde elde edilmektedir: Rekombinant ve ekstrakt.
Ekstraktlar rekombinantlardan farkli olarak hem BMP, hem TGF, hem tip I kollajen, hem
de diger biiylime faktorlerini igermektedir. Ekstrakt BMP preparatlarinin bir diger
avantaji ise, kemik olusumu icin gereken daha fizyolojik miktarlarda bulunmalaridir.
Ekstrakt BMP preparatlari, heterodimer BMP’ler icermektedir. BMP’ler dokuda dimerler
halinde bulunmaktadir: homodimerler (ayn1 alt-iiniteden olusmus) ve heterodimerler (iki
fakl1 alt —iiniteden olugmus). Bazi heterodimer BMP’lerin homodimer BMP’lerden daha
etkili olduguna dair veriler bildirilmis. Ancak ekstrakt BMP’lerin de bazi dezavantajlari
s0z konusudur. En 6nemli dezavantaji, icerigindeki BMP miktarinin ¢cok degisken olmasi
ve rekombinant BMP’den daha diisiik olmasidir. Bir diger sorun ise, kemikte normalde
yer alan ve osteojenezi inhibe eden faktorler ile birlikte bulunmasidir.

Rekombinant BMP, kemik morfojenik proteini enkode eden cDNA’nin viral
vektorler kullanarak memeli hiicre kiiltiiriine (Cin hamster yumurtaligi) ekilmesi ile elde
edilir. Daha sonra kiiltiirdeki hiicreler ¢ogaltilarak BMP {iretmeleri saglanir. Kullanilan
hiicre kiiltiirii memeli oldugu i¢cin BMP, In vivo ortamdakine benzer sekilde, tamamen
fonksiyonel glikolize dimerler halinde salgilanmaktadirlar. Dolayisiyla etkisi standardize
edilmis bir kemik morfojenik protein elde edilmektedir. Rekombinant BMP’nin
dezavantajlar1 ise, heterodimer BMP’lerin iiretilmesinin miimkiin olmamasi ve ytiksek
maliyeti olarak sayilabilir.'

Rekombinant BMP’lerin etkinliginin doz bagimli olduguna dair caligmalar
bildirilmistir. Rat femurunda olusturulan 5 mm.’lik defektin sigir kaynakli protein
ekstrakti (SKPE) yoluyla BMP uygulanmasi ile iyilesmenin arastirildigi bir ¢alismada

11.0 png BMP ile hem radyolojik, hem histolojik, hem de mekanik olarak kaynamanin
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olustugu bildirilmis. Buna karsin 1,4 pg BMP ile osteogenezin uyarildigi ancak kaynama
icin yeterli olmadig1 gosterilmis.”

Insan kemiginden piirifiye edilerek elde edilen kemik morfojenik proteinin,
antijenden arindirilmis, allojenik kortikal kemik tasiyiciyla kullanildigi bir modelde, 30
femur kaynamama veya yanlis kaynama vakasinda % 80 sorunsuz kaynama elde edildigi
bildirilmis. Insan kaynakli BMP/ antijenden arindirilmis allogreft ile olusturulan sistemin
femoral rekonstriiksiyonlarda alic1 dokuda kemik olusumunu ve greft remodelizasyonunu
uyardigi bildirilmis.®* Ancak bu yontemin dezavantaji olarak insan kemiginden kemik
morfojenik proteinin elde edilmesinin maliyetleri ¢ok yiikseltmesi olarak sayilabilir.
Kemik protein ekstratlar:

Kemik protein ekstraktlar1 hem allojenik hem de xenojenik olarak elde
edilmektedir. Allojenik KPE elde edilmesi maliyeti ¢ok fazla artiran bir sorun olarak
karsilasilmistir. Bu nedenle sigir kemiginden ekstrakt iiretilmesi yoluna gidilmistir.

Sigir veya at kaynakli kemik protein ekstratlari, allogreftlere alternatif olarak
kullanilabilecek maliyeti diisiik, sinirsiz miktarda bulunabilecek bir yontem olarak
diisiiniilmektedir. Cesitli ticari isim altinda iiretilen sigir kemik protein ekstrati (Colloss-
B), yiiksek oranda saflastirilmig tip I kollajen ve ¢oziiniir olmayan matriks proteinleri
icermektedir. Immiinojenik 6zellik ve hastalik transmisyonu riski acisindan
allogreftlerden daha iistiin oldugu belirtilen bu greftlerin kullanildig1 deneysel ve klinik
¢alismalarda basarili sonuglar bildirilmistir.>*’® Osteoindiiktif ve osteokondiiktif 6zellik
gosteren bu yapi, mekanik destekten yoksundur ve genellikle bir tasiyic1 gereksinimi

olusturmaktadir.
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Sigir kaynakli kemik protein ekstrakti, olumlu sonuclar vermis olan iic BMP

preparatindan  biridir.'**°

. Diger iki preparat, memeli hiicre kiiltiirlerinde iiretilen
rekombinant proteinlerdir. Bu proteinlerin saflagtirilmasiyla elde edilen thBMP-2 ve
rhBMP-7 (Osteojenik protein-1 ) ile éimit verici sonuglar bildirilmis.*** Sigir protein
ekstrakti, bu iki preparattan farkli olarak biinyesinde tip I kollajen ile diger bazi
cozlilmeyen matriks proteinleini barindirmaktadir. Bu igerigi nedeniyle hem
osteoindiiktif, hem de osteokondiiktif bir 6zellik tagimaktadir. Ek olarak kollajenin,
kemik formasyon siirecinde mezenkimal hiicreler iizerinde kemotaktik etki gdsterdigi, bu
hiicrelerin  adezyonunu ve biiyiime faktorleri ile kompleksler olusturdugu

diisiiniilmektedir.’>>

Kollajen fibrilleri, ek olarak yeni olugsmus mineral kristalleri i¢in
baglant1 noktalar1 teskil etmektedir. Bu ydntemin kullanildigi modelde, mezenkimal
hiicrelerin kondroid matriks iireten hiicrelere farklilagsmasinin ardindan endokondral
kemiklesme ile iyilesme meydana geldigi gosterilmis. Otojen otogreft ile sigir- kemik
protein ekstraktinin karsilastirildigi bir deneysel anterior spinal flizyon modelinde birinci
ayda alinan dokuda otogreft grubundan daha yogun kikirdak dokusu olusumu izlenmis.
Buna neden olarak, otojen greftte daha fazla canli hiicrenin barindigini ve buna ikincil
olarak endokondral osifikasyonun daha hizli oldugu diisliniilmiis. Ayn1 ¢aligmada tigiincii
ayda alinan spesimenlerde ise bu farkin kayboldugu ve otogreft ile ayni miktarda
osifikasyon gézlenmis.*’

Sigir kaynakli kemik-protein ekstrakti, rekombinant kemik morfojenik proteinlere
ucuz bir alternatif olarak etkin olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.*’” Ancak bu

ekstraktin hiicresel seviyedeki mekanizmasinin mezenkimal kok hiicreler {izerinde mi

oldugu, yoksa ostegenetik dongiide rol alan matiir hiicreler mi oldugu tam olarak ortaya
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konamamustir. Insan telomeraz reverse-transkriptaz aktivitesi gdsteren insan mezenkimal
kok hiicresi serisi lizerinde yapilan bir in vitro ¢aligmada, sigir kemik protein ekstraktinin
hem immatiir seri hem de matiir seri lizerinde etkisi oldugu gosterilmis. Bu ¢alismaya
gore, s1gir kemik protein ekstrakti (SKPE), farklilasmamis hiicrelerin farklilagma stirecini
etkilemeksizin prolifersyonunu uyardigi, daha matiir osteoblastlarin ise alkalen fosfataz
ve kollajen {iretim aktivitesini artirdigin1 ancak proliferasyonunu etkilemedigi
gosterilmistir.®® Mekanizmasinda, tip 1 kollajenin ek olarak mezenkimal osteoprogenitor
hiicrelerin kemotaksisinde, adezyonunda, proliferasyonunda ve biiylime faktorleri ile
kompleksler yapmasina yol agtig1 bildirilmektedir.'**>*** Ayrica kollajen, yeni olusmus
mineral kristalleri i¢in bir baglanma yeri olugturmaktadir.

Her ne kadar sigir kemigi, insan kemigine gore ¢cok daha bol ve sorunsuz elde
edilebilse de, prionlar ile taginabilen spongiform ensefalopati riski sigir kaynaklh
xenogreftlerde s6z konusu olabilen bir sorun teskil edebilmektedir. Tasinabilen
spongiform ensefalopatinin (TSE), biiyiik bas hayvanlarda, kii¢iik bas hayvanlarda, evcil
bazi1  hayvanlarda goriilebildigi  bildirilmekle  birlikte atlarda TSE  vakasi

bildirilmemisgtir.3**

Bu sorundan kag¢inmak ici at kaynakli kemik protein ekstrakti
gelistirilmistir. Bu c¢alismada at kaynakli kemik-protein ekstraktinin etkinliginin, sik
olarak klinik uygulamalarda kullanilan demineralize kemik matriksi ile karsilagtirmasi
amaclanmustir.

Sigir kemik protein ekstraktinin ektopik kemik olusumundaki etkinliginin
arastirlldigt bir calismada, ratlarda subkutan dokuya titanyum kafes i¢inde SKPE

yerlestirilerek osteoindiiktif etkinligi arastirilmis. Bu calisma sonucunda rekombinant

BMP’lerin kullanildig1 calisamalara benzer bir yeni kemik olusumu bildirilmis. Ancak bu
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caligmada kikirdak matriks olmaksizin kemik dokusunun gelistigi gézlenmis. Buna neden
olarak, nisbeten uzun (8-12 hafta) implantasyon siiresi diisiiniilmiis. Bu ¢alismada ayni
zamanda BMP-2 ile TGF beta’nin birlikte bulundugu SKPE ile, yalniz BMP-2 ye kiyasla
daha yogun osteoindiiksiyon gozlendigi bildirilmis. Bu caligmada ayni zamanda
yerlestirilen SKPE nin zamanla kiiciilme gosterdigine dikkat ¢ekilmis ve bu preparatin
dokuda daha esit bir sekilde saglanabilmesi i¢in uygun ¢ati-iskelet ihtiyacina dikkat
¢ekilmis.™

Sigir kaynakli kemik protein ekstrakti ile otojen kemik greftleri iizerine
trombositten zengin plazmanin etkinligini arastiran bir caligmada, trombositten zengin
plazmanin osteogenezi uyardigini bildirmekle birlikte, 12 hafta sonunda SKPE ile otojen
kemik grefti ile elde edilen kemik dokusu ile esdeger bir kemik dokusu elde edildigini
mikroskopik ve mikroradyografik olarak gostermislerdir.”” Calismada SKPE uygulanan
grupta histolojik olarak 2. hafta sonunda defekte paralel trabekiiler doku icerisinde
kapiler olusum gozlenmis. 4. hafta sonunda ise, bu trabekiiler yap1 icerisinde periferde
daha yogun olmak tizere kemiklesme gozlenmis. 12. hafta sonunda ise tam bir yapisal
kemik iyilesmesi gozlenmis.

Sigir kemik protein ekstraktinin  kullanildigr bir giivenlik ve doz-yamt
caligmasinda, SKPE’nin giivenli ve etkin bir flizyon sagladigi gosterilmis. Calismada
tavsan ve insan olmayan primatlarda (resus makagi) laminektomi sonrasi posterolateral
intertransvers lomber fiizyon modeli kullanilmis. Laminektomi sonrasit sigir BMP
uygulamasinin ardindan herhangi bir enflamatuvar reaksiyonun gozlenmedigi ve % 100
flizyon orani bildirilmis. Calismada tavsanda fiizyonun saglanmasi icin 0,15 mg’dan fazla

BMP uyglanmasi gerektigi, rhesus maymunu i¢in ise 3-5 mg sigir kaynaklit BMP nin
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fiizyon icin yeterli olacagi bildirilmis. Rhesus mamunundan elde edilen verilere
dayanarak insanda saglam bir flizyon dokusunun elde edilebilmesi i¢in 12,5 — 50 mg s181r
BMP gerekli olacag: tahmin edilmistir.”’

At kemik protein ekstraktinin (AKPE) etkinliginin arastirildig1 bir ¢aligmada, rat
modelinde, titanyum kafes icerisinde ektopik (yumusak doku) yerlesim sonrasi
osteoindiiktif aktivite arastirilmis. Bu calismada AKPE ile SKPE ile es miktarda
osteoindiiktif aktivite gdzlenmistir.”> Bu ¢alismada AKPE ile, yogun bag dokusu
aktivitesi gozlenmekle birlikte bu durum tip I kollajene baglanmistir. Kollajen agi
osoteojenez ve anjiogenez icin bir cati islevi gorerek osteokondiiksiyon etkinligi
gosterdigi diistiniilmektedir.>

Calismada kullanilan at kemik-protein ekstrakti (Colloss-E), 12 yasindan geng
atlarin uzun kemiklerinin diyafizlerinden ekstraseliiler matriksin islenmesi ile elde
edilmektedir. Tiim ekstraksiyon ve liyofilizasyon isleminin aseptik sartlarda yapildig:
stire¢ sonunda, tip I kollajen ve BMP-2 ve TGF beta’nin da i¢lerinde bulundugu diger
coziilemeyen proteinler elde edilmektedir.

Deneysel Hayvan Modelleri

Temel kemik biyolojisi ve kirik iyilesmesinin biyolojik temelleri, deney
hayvanlarindan elde edilen bilgilere dayanmaktadir. Rat ve fareler, haversiyan sisteme
sahip olmamalari, anatomik olarak kiiclik olmalar1 ve tespit giicliigli dezavantaj
olusturmaktadir. Kemigin dayaniklilikve sertliginin in vivo degerlendirilmesi zordur.
Ayn1 kemikten histolojik ve biyomekanik degerlendirme yapilabilmesi miimkiin
olamayabilmektedir. Kemirgenler ile bir deney yiiriitilmeden 6nce bir pilot calisma

yapilmast ve modelin denenmesi gereksiz denek kaybini Onlemek adina
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uygulanmalhdir.*'~

Filojenik agidan iist siniflara yiikseldikge, tavsan ve kedi gibi tiirlerde
haversiyan sistem olugmaktadir. Boyutlar1 nedeniyle tavsan, eksternal tespit, internal
tespit ve intramediiller tespite uygun modeller olusturabilmektedir. Biiytikliikleri ve
periferal vendz giris mimkiin oldugundan sistemik ilag ¢aligmalarinda
kullanilabilmektedir.”® Kontrol grubunda gozlenen spontan kaynama, ratlara gore
tavsanlarda daha zor olugmaktadir. Tavsan radiuslarinda iyatrojenik olusturulan 10
mm.’lik segmenter defektin, ulna saglam birakilmasina ragmen kaynamadigi
gézlenmistir.%57 Kaviter defektlerde osteojenik aktivitenin arastirilmasi i¢in tavsanda
distal femurda lateral — medial yonde 5 mm.-12mm. defektlerin erken kaynama
olmaksizin degerlendirme yapilabilmesine izin verdigi bildirilmis."

Bu calismada at kaynakli kemik protein ekstraktinin osteoindiiktif 6zelliklerinin
arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla kaviter kemik defektlerinin iyilesmesi {izerine

olan etkilerinin arastirilmasi icin AKPE ve insan kaynakli demineralize kemik matriksi

karsilastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma, “T.C. Gazi Universitesi Rektérliigii Deney Hayvanlari Etik Kurulu
Bagkanligi” tarafindan B.30.2.GUN.0.EU.00.00/51-8294 sayili etik kurul onay1 ile
yiirlitilmistiir.

(Calismada, ortalama agirliklart 800- 1000 gr. Agirliginda, 8-12 aylik 18 adet
Yeni Zelanda tavsani kullanildi. 18 tavsan ii¢ gruba ayrildi. Birinci grup kontrol, ikinci
grup demineralize kemik matriksi tigiincii grup ise at kaynakli kemik protein ekstraktinin

kullanildig1 grup olarak belirlendi. Deneklerin tamami ayni hayvan {iretim merkezinden
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temin edilmislerdir. Calisma Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Gruplar cinsiyet ve yas olarak homojenize
edilmislerdir. Denekler muhtemel bir konsepsiyonun engellenmesi i¢in disi ve erkek
olmak {izere ayr1 barinaklarda tutulmuslardir.
Greft materyali
Grup II’ye demineralize kemik matriksi 5 cc.(MTF, Edison NJ) , grup III’e at kaynakl
kemik protein ekstrakti olarak Colloss-E 20 mg. (Ossacur AG, Almanya) kullanilmistir.
Cerrahi islem
Cerrahi islem Gazi Universitesi deney Hayvanlari Laboratuvari Ameliyathanesinde
uygulanmistir. Intramuskiiler ketamin 35 mg/kg ve xylazine 5 mg/kg ile genel anestezi
saglanmigtir. Yeterli anestezi ve analjezi saglandiktan sonra deneklerin sol dizlerinin tras
edilmesinin ardindan antiseptik soliisyonlar kullanilarak antisepsi saglandi. Ardindan
steril yara oOrtiileri ile ortlildiikten sonra femur lateral kondil lateralinden 1,5 cm.‘lik bir
insizyon uygulandi. Cilt, cilt-alt1 ve fasya gecildikten sonra quadriceps lateralinden femur
lateral kondiline ulasildi. Anterior eklem ylizeyinden 4 mm. posteriorda, distal eklem
yilizeyinden 6 mm. proksimalde olacak sekilde, distal femur metafizinde 6 mm. ¢apinda
delici kullanilarak 6 mm. c¢apinda, 12- 15 mm. derinliginde defekt olusturuldu.Eklem
yiizeyinin ve medial duvarin saglamligi1 prob kullanilarak kontrol edildi. Ardindan:

. Grup I, kontrol grubunda defektler bos birakilip cilt kapatilmistir.

. Grup 11, demineralize kemik matriksi grubu, defektler jel DBM ile her bir

defekt yaklasik 0,4 cc. olacak sekilde doldurularak cilt kapatildi

o Grup III, at kaynakli kemik protein ekstrakti grubunda ise her bir defekt

20 mg. Colloss-E ile doldurularak cilt ciltalt1 kapatildi.
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Perioperatif ve postoperatif donemde hi¢ bir denek kaybedilmemis, hi¢ bir denekte de
komplikasyon saptanmamis. Ayni giin igerisinde rutin beslenmelerine devam eden
deneklerin birinci glinden sonra serbest bir sekilde mobilize olduklar1 gozlenmistir.
Denekler 6. hafta sonunda yiiksek doz intravendz ketamin uygulamasi ile
sakrifiye edilmislerdir. Her bir denegin femuru, diz ve kalca dezartikiilasyonu
uygulanmak suretiyle cikarilmig ve radyolojik incelemeye alinmiglardir. Radyolojik
incelemenin ardindan spesimenler % 10 formaldehide alinarak histopatolojik incelemeye

tabi tutulmuslardir.



15 mm.

Resim 1. Olusturulan defektin A—P
plandaki goriiniimii
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Resim 2. Olusturulan defektin yan
plandaki goériintimii

Resim 3. At kaynakli kemik protein
ekstrakt1 (Colloss-E)

Resim 4. Insan kaynakli
demineralize kemik matriksi
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Resim 6. Defektin doldurulmus hali
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Radyolojik degerlendirme

Alman spesimenler AP ve lateral direkt radyografi alinarak degerlendirildi
Histolojik degerlendirme
Histopatolojik degerlendirme icin alinan materyaller, yeterli dekalsifikasyon saglanana
dek % 10’luk formik asit soliisyonunda bekletilmistir. incelemeyi yapacak histologa
hangi grubun hangi grefti temsil ettigine dair bilgi verilmemistir. Yeterli
dekalsifikasyonun ardindan dokular parafin bloklara gomiilmiistiir. Sagital planda lateral
kondilden 5 pm. kesitler alinarak hematoksilen-eozin ile boyamanin ardindan
mikroskopik degerlendirmeye alinmislardir.

Histopatolojik degerlendirmede Salkeld ve arkadaglar tarafindan kemik greftleri
ve benzeri maddelerin iyilesmesinin degerlendirmesi i¢in tanimladiklar1 histopatolojik

skalas1 kullamlmustir® (Tablo 1)
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Kaynama Kalitesi

Kaynama bulgusu yok

Fibroz kaynama

Fibrokartilaj veya kartilaj kaynama

Mineralize kikirdak ve kemik kaynama

Tam kaynama

Korteks gelisimi

ve remodelizasyon

Korteks olusumu yok

Di1s kenarlarda yeni korteks yogunlagmasi

Belirgin dis korteks ve medulla olusumu

Korteks olugsmus ancak kopriilesme yok

Defektin tam kopriilesmesi ve korteks olusumu

Kemik greft
inkorporasyonu ve
yeni kemik

olusumu

Geft duruyor, inkorperasyon yok, yeni kemik yok

Greft duruyor, az miktarda yeni kemik ile korporasyon

Greft duruyor, orta miktarda yeni kemik ve inkorporasyon

Greft duruyor, yeni kemik var, erken remodelizasyon var

Greft azalmig, greft inkorporasyonu iyi, belirgin yeni kemik

Greft miktar1 ¢ok azalmis, kemik inkorporasyonu iyi, yeni

kemik

Mikemmel  kemik  inkorporasyonu, ileri  derecede

remodelizasyon

Tablo 1: Histolojik degerlendirme cetveli.
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Histolojik degerlendirme i¢in alinan kesitler lateral kondilden sagital planda
alindig1 i¢in skorlamadaki korteks gelisimi ve remodelizasyon degerlendirilmedi.
Kaynama kalitesi ve greft inkorporasyonu ve yeni kemik olusumu ile ilgili veriler
degerlendirildi.

Bulgular SPSS 12.0 for Windows kullanilarak Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney

U testleri ile istatistiksel olarak degerlendirildi.
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Resim 7. Kontrol grubu. Kollajen liflerinden zengin bag doku (—), ve immature kemik dokusu.(*).
H&E X40
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Resim 8. Kontrol grubu. Irregiiler seyirli kollajen lifleri (—), ve igsi sekilleri ile fibroblastlar (*)

goriiliiyor. Diizenli kemik lamelleri(=) ve lameller arasina sizilmis lakiinalar i¢erisindeki
osteositler (P ) izleniyor. H&E X100




Resim 9. Demineralize kemik matriksi. Implantasyan blgesinde kemik &nciilii kikirdak doku
(—) izlenmekte. H&E X40
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o

Resim 10. Demineralize kemik matriksi. Greftin kemik dokusuna farklilastigi alan (—). H&E
X 100
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Resim 11. Kemik protein ekstrakt1 grubu. implantasyon bélgesinin matiir kemik dokusuna

doniistiigli alan(—). H&E X 40
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Resim 12. Kemik ekstrakti grubu. Implantasyon bdlgesinde yer yer dairesel dizilim gdsteren
lameller yap1 (—). H&E X100




g
-

=~ 5§

Resim 13. Kemik protein ekstrakti grubu. Oval ve siskin osteositler (—). H&E X400
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BULGULAR

Histopatolojik degerlendirmede genel olarak, kontrol grubu kemik dokusu
incelendiginde yara bolgesinin tamamen kollejendz (kollagen liften zengin fibréz bag
doku) bir doku ile doldugu ve komsu yara bolgelerindeki kemik dokunun yeni sekillenen
kollajenéz skar dokusu ile birlestigi izlendi (Resim 7). Biiyiik biiyiiltmeli incelemelerde
kemik dokudan ayri olarak heniiz demetler olusgturmamis, her yonde seyreden kollajen
lifleri ve igsi sekilleri ile karakterize fibroblastlar izlendi. Ayni1 alanda kemik dokusu,
diizenli kemik lamelleri ve lameller arasina dizilmis lakiinalar icerisindeki osteositlerle
belirgin oldugu dikkat ¢ekti (Resim 8).

Demineralize kemik matriksi uygulanan grupta ise, yara bolgesine implante
edilmis olan demineralize kemik matriksinin ¢ogu alanda kemik onciilii olan kikirdak
dokuya farklandig1 ve bu goriiniimii ile epifiz plagini taklit ettigi izlendi. Yeni olusan
kikirdak dokunun yaranin yaygin alanlarinda kemik dokuya farklastigi, bazi bolgelerde
ise greftin kemik dokuya farklilagmaya devam ettigi izlendi. Bu alanlarda heniiz olgun
kemik dokusu sekillenmedigi gozlendi. (Resim 9,10).

Kemik protein ekstrakti implante edilen 3. grupta kesi bolgesinin tamamen kemik
dokuya farklilagtigi dikkati ¢ekmektedir. Gerek hiicresel igerik, gerek kollagen lif
diizenlenimi, gerekse mineralizasyona bagli boyanma 6zelligi agisindan goriiniimiin yara
bolgesine komsu kemik bolgesiyle esdes oldugu izlendi (Resim 11). Biiyilik biiyiiltmeli
incelemelerde implant bolgesi degerlendirildiginde kemik lamellerinin yer yer dairesel
dizilim gostermekle birlikte heniliz tam olarak organize olmadig1 ve osteositlerin olgun
kemik dokudakilere gore siskince oval olduklari izlendi. Bu bulgu, yeni olusan bu kemik

dokunun primer kortikal kemik oldugunu gostermekteydi (Resim 12,13).
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Kaynama kalitesi skorlar1 agisindan:

Kontrol grubu (n=6): Ort. 1,33 (SD=0,516)

Demineralize kemik matriksi grubu (n=6): Ort. 2,66 (SD=0,516)
Kemik protein ekstrakti grubu (n=6): Ort. 4 (SD=0)

Kaynama kalitesi skorlar1 agisindan, kontrol grubu ile demineralize kemik
matriksi grubu arasindaki istatistiksel fark Kruskal-Wallis testi ve Bonferroni saglamasi
ile hesaplandiginda, DBM lehine anlaml farklilik gézlendi.(p=0,007). Kontrol grubu ile
at kemik protein ekstrakt grubu arasinda AKPE lehinde de benzer yontem ile istatistiksel
olarak anlaml farklilik gézlendi.(p=0,002). Demineralize kemik matriksi grubu ile AKPE

grubu arasinda da ayni yontemle anlamli farklilik gézlendi (p=0,002). (Grafik 1)
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Grafik 1. % 95 confidence intervalde at kaynakli kemik protein ekstrakti ile anlaml

derecede yiiksek kemik iyilesme skorlari.

Kemik greft inkorporasyonu ve yeni kemik olusumu:

Demineralize kemik matriksi grubu (n=6): Ort. 4 (SD=0,632)

Kemik protein ekstrakti grubu (n=6): Ort. 5,33 (SD=0,516) olarak hesaplandi.
Kemik-greft inkorporasyonu skorlar1 ise demineralize kemik matriksi ve kemik

protein ekstrakti gruplarinda degerlendirildi. Veriler Mann-Whitney U testi kullanilarak

yapildi. Istatistiksel olarak anlamli P degeri 0,05 olarak belirlendi. AKPE grubunda

ortalama 5,33, demineralize kemik matriksi 4,0 olarak bulundu. Buna gore bu iki grup
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arasinda inkorporasyon acisindan kemik protein ekstrakti lehine yiiksek skor elde edildi.

(p=0,002) (Grafik 2)

Greft
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Grafik 2. % 95 confidence intervalde at kaynakli kemik protein ekstrakti ile anlaml

derecede yiiksek greft inkorporasyon skorlari.

Radyolojik olarak, defektlerin AP ve lateral grafilerinde herhangi bir X-ray bulgusu

acisindan farklilik gozlenmedi (Resim 14,15,16).
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Resim 14: Kemik protein ekstrakti uygulanan distal femurun lateral grafisi. (*)
Defektin olusturuldugu bolge.
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Resim 15: Demineralize kemik matriksi grubu lateral grafisi. (*) Defektin
olusturuldugu boélge.
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Resim 16: Kontrol grubu lateral grafisi, (*) Defektin olusturuldugu bolge.
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TARTISMA

Radyolojik olarak kaviter defektlerin iyilesmesi ve mineralizasyonunun
degerlendirilmesi sorun teskil etmektedir. Segmenter defektler radyolojik olarak direkt
radyografi ile kalsifikasyon, kopriilesme ve kaynama acisindan degerlendirilebilirken,
kaviter ve blok defektler ancak mikro BT ile kismen degerlendirilebilmektedir*’®’.
Dolayistyla almis oldugumuz direkt radyografi goriintiileri ac¢isindan bakildiginda her ne
kadar bir miktar fark gézlenmekte ise de, bu veriler tamamen subjektif olup bilimsel bir
deger tasimamaktadir.

Literatiirde si8ir kemiginden elde edilen kollajen tip I ve diger matriks
proteinlerden olusan kemik ekstrelerinin etkinligi ile ilgili bir ¢ok ¢alisma yayinlanmistir.

Yiiksek fiyatli rekombinant kemik morfojenik proteine alternatif olarak
gelistirilmis sigir kemigi kaynakli kemik morfojenik protein ve kollajen ekstraktlar ile
yapilan hayvan modellerinde giivenli ve etkili olduklari bildirilmistir. Ik olarak 1995
yilinda resus maymunlarinda intertransvers flizyonda demineralize kemik matriksi ile
kullamldiginda 12 haftada fiizyon olustugu goriilmiis.” Primat olmayan modellerde ise
Boden ve arkadaslar1 otogreftten daha yogun ve giiclii bir flizyon elde ettiklerini
bildirmislerdir."

Minomide ve arkadaslari, rekombinant BMP i¢in tastyici olarak seramik ile tip I
kollajene gore daha basarili fiizyon oranlari bildirmislerdir.”® Ancak Boden, bu yaziya
yanit olarak Minomide ve arladaslarinin ¢alismasinda kullanilan BMP dozunun 6nceki

alismalarda uygulanandan daha disik (100 pg) olduguna dikkat g¢ekmislerdir.®

Calismada kullandigimiz 20 mg. kemik protein ekstraktinin ise degisken oranlarda BMP
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icerdigi icin standardize edilmesi ve bu deger ile karsilastirma yapilabilmesi miimkiin
olmamaktadir.

Minomide ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir diger calismada ise, tavsan posterolateral
lomber intertransvers fiizyon modelinde, tip I kollajen ve rekombinant kemik morfojenik
proteinini sigir kemigi ile tagidiklar1 bir model ile otojen kemik greftini karsilagtirdiklar
bir ¢aligmada tarif ettikleri model ile otogreftten daha basarili flizyon elde ettiklerini
bildirmislerdir.”!

Li ve arkadaslari, domuz anterior interbody fiizyon modelinde sigir kaynakli
kemik protein ekstrakti (Colloss) ile otojen greftten daha basarili fiizyon elde ettiklerini
hem histolojik hem de radyografik (mikro BT) olarak géstermislerdir.*’

Walboomers ve arkadaglari, sigir kaynakli kemik protein ekstrakti (Colloss) ile rat
subkutan kemik olusumu modelinde 8-12 hafta i¢inde ektopik kemik olusumu elde
etmislerdir.*’

Schlegel ve arkadaslari, domuz kranium kritik boyut defekti modelinde sigir
kaynakli kemik protein ekstrakti (Colloss) ile otojen kemik grefti ile karsilagtirilabilecek
derecede kemik iyilesmesi olustuguna dikkat ¢ekmislerdir. Bu ¢alismada dikkat ¢eken
onemli bir 6zellik ise 2 ve 4. haftadaki mineralizasyonun otojen greft grubundan daha
yogun oldugu olarak bildirilmis. Buna neden olarak ekstredeki proteinlerin osteojenezi
daha erken olgunlastirmasi olarak diisiiniilmiis.®

Damien ve arkadaslari, primatlarda pre klinik giivenlik ¢alismasi ile sigir kaynakli
kemik protein ekstraktinin (NeOsteo) etkinliginin otojen kemik greftinden daha yiiksek

oldugunu bildirmislerdir.”’
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Woo ve arkadaslari, sigir kaynakli kemik protein ekstraktinin direkt olarak
mezenkimal kok hiicreleri ve immatiir osteoblastlarin {izerinde etki gosterdigi ve
endokondral osifikasyon olmaksizin osteojenezi uyardigi diisiiniilmektedir.*® Ancak bu
teoriye karst olarak Vehof ve arkadaslari, rekombinant insan kemik morfolojik
proteininin uyardig1 osteogenez modelinde her ne kadar miktar1 farklilik gosterse de
endokondral osifikasyona yol agtigmi belirtmislerdir.** Bu bulgular ile uyumlu olarak
calismamizda, kemik protein ekstrakti uygulanan defektlerde, demineralize kemik
matriksi ve kontrol grubunda gozlenen endokondral osifikasyon gézlenmemistir.

Nienhuijs ve arkadaslari, at kaynakli kemik protein ekstrakti (Colloss E) ile rat
subkutan ektopik kemik olusumu modelinde titanyum bir kafes icerisinde ciltalti dokuda
kemik olusumu elde etmislerdir.”> Bu calisma literatiire gegmis tek at kaynakli kemik
protein ekstrakti ¢calismasi olarak dikkat cekmektedir.

Calismamizda, defekt bolgesindeki iyilesme hem yeni olusan kemigin kalitesi,
hem de kullanilan greftin alic1 dokuya inkorporasyonu seklinde degerlendirildi. Buna
gore yeni olusan kemik dokusunun kalitesi agisindan, kontrol grubunda ortalama 1,33
(#0,516) degeri elde edildi. Bu oran, fibr6z kaynama ile fibrokartilaj ile kaynama
seklinde yorumlanmaktadir. Demineralize kemik matriks grubunda ise 2,66 (+0,516)
degeri elde edildi. Bu deger ise, yiiksek oranda mineralize kikirdak ile kemik kaynamaya
karsilik gelmektedir. Calismada ozellikle etkinligini inceledigimiz at kemik protein
ekstraktt grubunda ise ortalama 4 (£ 0O)degeri elde edilerek tiim spesimenlerde tam
kaynama elde edildi. Ug grup arasindaki fark, Kruskal-Wallis testi ve Bonferroni
saglamas1 dogrultusunca istatistiksel olarak anlamli bulundu(p=0,011). Calismamizda

elde ettigimiz en 6nemli bulgu, defektlerin kemik protein ekstrakti uygulanan grupta,
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demineralize kemik matriksi ve kontrol gruplarina goére ¢ok daha matiir bir kemik
dokusuyla 1iyilestigi bulgusudur. Bu bulgu, bildirilmis sonuglar ile uyumluluk
gostermektedir. Ug grup arasindaki bu farkin kemik, protein ekstraktinin igerdigi
osteoindiiktif faktorlerin osteojenezi daha erken matiire etmesi dolayisiyla esit siire
sonunda daha matiir bir kemik dokusunun olusmasi nedeniyle gerceklestigi
diistiniilmektedir.

Kemik greft inkorporasyonu ve yeni kemik olusumu agisindan gruplar
degerlendirildiginde ise demineralize kemik matriksi grubunda ortalama 4 (+ 0,623)
degeri elde edildi. Bu deger, azalmis greft, iyi kemik inkorporasyonu ve yeni kemik
olusumunu belirtmektedir. Kemik protein ekstraktinin degerlendirildigi  gruptaki
spesimenlerde ise ortalama 5,33 deger elde edildi. Bu deger, miikemmel kemik
inkorporasyonu ve ileri derecede remodelizasyonu temsil etmektedir. Iki grup arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu Mann-Whitney testi kullanilarak gosterildi.
(p=0,002). Bu bulgular dahilinde at kaynakli kemik protein ekstrakti, kaviter defektlerde
demineralize kemik matriksinden daha basarili bir iyilesme dokusuna yol actigi
gozlenmistir. Literatiirde bildirilen sonuglar, kemik protein ekstraktinin otojen kemik
grefti ile karsilastirilabilir sonuglar verdigini belirtmekle birlikte elde edilen bulgular
litertlir ile uyumluluk gostermektedir. Bu etkisini kollajenin ve kemik i¢inde bulunan
diger proteinlerin (kemik morfojenik proteinler, biiyiime faktorleri, matriks proteinleri,
sinyal molekiilleri) mezenkimal kok hiicrelerin farklilasmalarinin ve sayilarinn artmalari
iizerine olan etkileri ile saglamaktadir. Sonugta hizlandirilmis bir osteojenez siireci ile

daha matiir bir kemik dokusu elde edilmistir. Olusturdugumuz yaklasik 0,4 cc kaviter
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defekte uygulanan 20 mg Colloss E, bildirilmis olan ¢aligmalardaki dozdan daha ytiksek
oldugundan (20mg/cc) elde edilen etkinin bu kadar farkli oldugu diistintilmektedir.

Sonug olarak at kaynakli kemik protein ekstrakti ile sigir kaynakli kemik protein
ekstrakti ile elde edilen sonuglara benzer sonuglar elde edilmistir. Dolayistyla bulasici
hastalik agisindan daha giivenli oldugu bilinen at kaynakli kemik proteininin sigir
kaynakli kemik protein ekstraktina etkili bir alternatif olarak kullanim alani bulacagi

diistiniilmektedir.

SONUC

At kaynakli kemik protein ekstrakti, kaviter kemik defektlerinin iyilesmesinde
insan kaynakli demineralize kemik matriksinden daha basarili bir kemik olusumuna yol
actigr gozlenmistir. Ancak bu preparatlarin yaygin klinik kullanima gecebilmesi i¢in
onciil primat deneylerine ardindan da yaygin katilimli klinik ¢aligmalara ihtiyag
duyuldugu ortadadir. Ancak alinan bu sonuglarin ise umut vaat edici oldugu

diistiniilmektedir.
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OZET

Amag: Kaviter kemik defektlerinin tedavisinde, osteoindiiktif bir ajan olan ve yiiksek
oranda tip I kollajen ve diger kemik proteinlerini igeren at kaynakli kemik protein
ekstraktinin etkinliginin insan demineralize kemik matriksi ile karsilastirilmasi
amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Kaviter kemik defekti modeli olarak tavsan distal femur kondili
kullanildi. Lateral girisimle femur kondillerinde 6 mm. c¢apinda ve 12-15 mm.
derinliginde kemik defektleri olusturuldu. 3 gruba ayrilan 18 tavsandan, birinci grup
(n=6), bos birakilirken, ikinci gruba (n=6) 0,4 cc demineralize kemik matriksi, tigiincii
gruba ise (n=6) 20 mg. at kaynakli kemik protein ekstrakti (Colloss-E) uygulandi. Altinci
hafta sonunda defekt bdlgesinin radyolojik ve histolojik incelenmesi yapilarak analiz
edildi.

Bulgular: Radyolojik incelemede defektin kaviter defekt olmasi nedeniyle belirgin bir
radyolojik fark saptanmamistir. Histopatolojik incelemede ise, kaynama kalitesi agisindan
kemik protein ekstrakti grubu hem demineralize kemik matriks grubundan hem de
kontrol grubundan daha yiiksek degerler bulunmustur ve bu degerlerin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmistiir. Greft inkorporasyonu ve yeni kemik olusumu agisindan da
kemik protein ekstrakti grubunda, demineralize kemik matriksi grubuna gore daha
yiiksek degerler elde edilmistir.

Sonug¢:Kemik protein ekstraktinin osteoindiiktif 6zellikleri ile ilgili bildirilmis 6nceki
yayimlar ile uyumlu sonuglar elde edilmistir. At kaynakli kemik protein ekstraktinin,

kaviter kemik defektlerinin tedavisinde basarili oldugu saptanmustir.
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ABSTRACT

Objective: For the treatment of cavitary bone defects, efficacy of equine derived bone
protein extract as an osteoinductive agent, composed of high amount of type I collagen
and other bone matrix proteins, is aimed to be compared with human derived
demineralized bone matrix

Materials and Methods: Rabbit distal femoral condyles were used as the cavitary bone
defect model. A defect of 6 mm. diameter and 12-15 mm. depth was created by lateral
approach. 18 rabbits were divided into 3 consecutive groups. Group I (n=6) was left
empty as control while group II (n=6) was filled with 0,4 cc. demineralized bone matrix
and group III (n=6) received 20 mg. Equine derived bone protein extract (Colloss-E). At
the end of 6th week defects were evaluated both histologically and radiologically.
Results: Since defect is cavitary, any radiologic difference were found by plain x-ray.
Histopathologic evaluation revealed that, from quality of unions aspect, bovine bone
protein extract demonstrated better results than both control group and demineralized
bone matrix group and these results were found to be statistically significant. From graft
incorporation and new bone formation aspect, similarly bone protein extract group
demonstrated higher scores than demineralized bone matrix group.

Conclusion: Results acheived were concordant with previously reported results
concerning osteoinductive properties of bone protein extracts. It is concluded that equine

derived bone protein extract was effective in treatment of cavitary bone defects.
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