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OZET

AKCA Kemal M., Sican Segmenter Kemik Defekti Modelinde Trombositten
Zenginlestirilmis Plazmamin Kirik Tyilesmesi Uzerine Etkisi, Zonguldak Biilent Ecevit
Universitesi Tip Fakiiltesi, Ortopedi ve Travmatoloji Tezi. Zonguldak, 2012

Giris: Kirik iyilesmesinin gecikmesi ortopedi ve travmatoloji kliniginin baslica sorunlarindan
biridir ve 6zellikle defektif kemiklerde iyilesme gecikmesi veya kaynamama goriilmektedir. Bu tez
calismamizda defektif kemik dokunun iyilesmesinde ticari bir iirlin olan ve klinik pratikte greft
olarak sikca kullanilan DKM ve otolog kandan da {iretilebilen ve bir¢ok biiylime faktorii igeren
TZP’nin defektif kirik modelinde kirik iyilesmesi {izerine etkilerini inceleyecegiz. Hipotezimiz;
TZP defektif kirik iyilesmesinde olumlu etkisi olan yardime1 bir biyolojik ajandir.
Materyel-Metod:48 adet Albino-Wistar tipi rat Onikili gruplar halinde dort gruba ayrildi ve sag
onkollarinda dorsal insizyon ile radiuslarina ulagilarak radiuslarinda diafizden kemik c¢apinin iki
kat1 kadar defektif kemik modeli olusturuldu. 4 adet rat ise islem Oncesi sakrifiye edilerek
intrakardiak kanlar1 alind1 ve uygun santrifiij islemleri sonrasinda TZP hazirlandi. Ik grup kontrol
grubu olarak ayrildi ve kostatom ile olusturulan kemik defekti oldugu gibi birakilarak primer
kapatildi. Ikinci grupta defekt alan1 TZP ile greftlendi ve primer kapatildi. Ugiincii grupta defektif
alan TZP+DKM kombinasyonu ile greftlenirken son grupta defekt alani DKM ile greftlendi ve
primer kapatildi. Islem sonrasi onuncu haftada ratlar yiiksek doz anestezik madde ile sakrifiye
edilerek sag oOnkollar1 diseke edildi, defekt alani radyolojik ve histopatolojik parametreler ile
incelendi.

Sonuglar: Radyolojik olarak incelendiginde TZP grubunda ve daha sonrada DKM grubunda
kemiklesmenin daha iyi oldugu gozlenmistir. Histopatolojik inceleme sonucunda ise kaynama
kalitesi agisindan kontrol grubuna gore diger gruplarin iyi oldugu fakat TZP grubunda kaynama
kalitesinin diger ¢caligsma gruplarina gore daha iyi oldugu goriilmiistiir. Korteks gelisimi ve yeniden
sekillenme agisindan incelendiginde TZP grunbunda sonuglarin daha iyi oldugu ve yeni kemik
olusumu acisindan degerlendirildiginde ise de TZP, TZP-DKM ve DKM gruplarinin kontrol
grubuna gore daha iyi oldugu gézlenmistir.

Tartisma: Bu bulgular esliginde degerlendirldiginde defektif kemik iyilesmesinde TZP ve
DKM’nin etkisinin ayn1 oldugu fakat birlikte kullaniminda birbirlerinin etkilerini arttirmadigi
kanaatine varilmistir. TZP’nin otolog kandan ve ameliyathane sartlarinda dahi iiretebiliyor olmasi,
ek bir maliyet ve ek morbiditeye neden olmamasi nedeniyle ticari bir liriin olan DKM’ nin bir
alternatifi olabilecegini diisiinmekteyiz.

Tez ¢alismamiz TZP’nin defektif kemik iyilesmesi iizerine olumlu etkilerini gdsteren in vitro
sartlarda yapilmig bir hayvan deneyidir. TZP’nin klinik kullanima girmesi i¢in daha genis klinik
calismalar gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Kirik iyilesmesi, kemik defekti, TZP, DKM
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ABSTRACT

AKCA Kemal M., Effect of PRP on segmental bone defects: An experimental study. Biilent
Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi, Ortopedi ve Travmatoloji Tezi. Zonguldak, 2012
Introduction: Delayed union of the fractured bone is one of the main problems of the
Orthopaedics and Traumatology practice. We hypothesized beneficial effects of allogeneic PRP
would be valuable in treatment of segmental bone defects. In this study, we aimed to compare
results of DBM and PRP on segmental bone defect model.

Materials- method: By the approval of local ethical committee, 48 Albino-Wistar type rats were
separated into four consecutive groups. Segmental bone defect was created at right radius diaphysis
by dorsal approach to all specimens. 4 additional rats were used as PRP source. Intracardiac blood
withdrawal was made before the operation for allogeneic PRP preparation. Of 48 specimens, group
I (n=12) as the control group, defect was left untreated. Group II (n=12), as the PRP group, was
treated with grafting with PRP alone. Group III (n=12) as the PRP+DBM combination group, was
treated with grafting with DBM and PRP mixture. Finally the last group, group IV (n=12) the
defect area was grafted with DBM only. At the end of 10™ week, specimens were sacrificed the
forearms of the rats were dissected and the defect area was examined with radiological and
histopathological parameters.

Results: Radiological evaluation revealed that the ossification was better in the PRP group
followed by the DBM group. According to the result of the histopathological studies, union quality
was better than control group in all treatment groups (group II, IIT and I'V) but it was observed that
union quality was best in PRP group among the others (p<0,05). When examined in the terms of
cortex development and remodelling, it was also observed that the results were better in PRP group
(p<0,05), however when examined in the terms of new osteogenesis, results were comparable in
groups II, IIT and IV, but all better than the control group.

Conclusion: It was concluded that PRP and DBM have comparable effects on the recovery of
the defective bones but there is no synergistic effect when used together. We believe that PRP can

be a cost effective alternative to DBM with minimal morbidity and readily availability.

Keywords: Segmental Fracture Healing, Segmental Bone Defect, PRP, DBM
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1. GIRIS

Kirik, kemik ve ilgili yomusak dokularin i¢ ve dis kuvvetlere bagli olarak biitiinliigiiniin
tam veya kismen bozulmasi olarak tanimlanmaktadir (1).

Kirik tedavisi tarih boyunca genel bir saglik sorunu olarak ele alinmis ve
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Hipokrat’in eserlerinde de kirtk ve yumusak doku
travmalar1 ve tedavileri ile ilgili bilgilere sik¢a rastlanmaktadir. Giinlimiizde artan trafik ve
i kazalarinin yani sira yash niifusun da artmasi nedeniyle kirik iyilesmesi 6nemli bir
saglik problemi haline gelmistir. Kemik iyilesmesi tipta bir¢ok disiplini ilgilendirdigi i¢in
literatlirde en fazla calisilmis konulardan biridir. Ortopedi ve Travmatoloji kliniginin en
sik karsilasilan pratigi olan kiriklarda baslica hedefler kirigin konservatif veya cerrahi
olarak en kisa zamanda miidahale edilmesi, miimkiin olan en kisa siirede iyilesmesinin
saglanmasi ve hastanin mobilizasyonunun saglanip sosyoekonomik olarak kendi hayatina
devam ettirmek esas amagtir (2). Kirik iyilesmesi bir¢ok etkenin karmasik bir sirayla,
lokal ve sistematik etkisiyle olusmaktadir.

Kiriklarin tedavisinde giiniimiizde gelisen teknolojiler, yeni bilgiler ve cerrahi
tekniklere ragmen hala %10 civarinda kaynamama problemleri gériilmektedir. Ozellikle
genis yumusak doku hasarli, segmental, defektli veya periost hasari eslik eden kiriklarda
kaynamama problemleri daha sik beklenmektedir. Kirik iyilesmesinin olmadigi veya
gecikecegi tahmin edilen durumlarda kirik iyilesmesi igin altin standart olarak otolog
kemik greftleri kullanilmaktadir. Otolog kemik greftleri altin standart olmasima ragmen
dondr alan morbiditesi ve almabilen miktarin sinirli olmast bu ydntemin olumsuz
yonleridir (3). Otolog greftlerin bu dezavantajlar1 nedeniyle kemik iyilesmesinde otolog
greftlerin yaninda allogreftler, ksenogreftler, altin, glimiis gibi sentetik metaller de
kullanilmaktadir. Ancak bu greftlerin kullanimina bagl olarak da enfeksiyon, rezorbisyon,
doku reaksiyonu gibi yan etkiler goriildiigii gibi maliyetleri de yliksektir (4,5).

Greftlere bagli gelisen bu yan etkilerden kurtulmak i¢in genis defekti bulunan
kiriklarin daha hizli iyilesmesini saglanmasi1 ve defektif alana konulan greftlerin dokuya
entegrasyonun hizlandirilmasi amaciyla gilinlimiizde lokal biiylime hormonlarmin kirik
tyilesmesi lizerine etkilerini ele alan ¢aligmalar yapilmaktadir. Rekombinant teknoloji ile
tiretilen hormonlarin kirik iyilesmesi tizerine olumlu etkileri in vitro olarak ispatlanmis
olmasma ragmen bu hormonlarin pahali olmasi ve iiretiminin zor olmasi nedeniyle

giiniimiizde klinik pratik kullanim alan1 bulamamaistir (6-8).



Trombositten Zengin Plazma (TZP); Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEBF),
Transforming biiyiime faktorii alfa ve beta (TGF a-f), Trombosit kaynakli biiylime faktorii
(PDGF), Fibroblast biiyiime faktorii (FGF), Epidermal growthing factér (EGF), Insiilin
benzeri biiylime faktorii (IGF) ve lokal biiylime faktorlerini i¢eren ve kanin iki defa farkl
devirlerde santrifiijii ile elde edilen bir maddedir. Teorik olarak tiim biiytime faktorlerini
iceren TZP nin kirik iyilesmesi iizerinde olumlu yonde etkisi olmasini diistinmekteyiz. Son
donemlerde yapilan TZP’nin otolog kandan kolay elde edilebiliyor olmasi da klinik
caligmalarin bu konu iizerine odaklanmasina neden olmustur. Yapilan klinik ¢alismalarda
yara iyilesmesini hizlandirdigi, 6demi ve sisligi azalttigi, kanama kontroliinde yardimeci
oldugu gosterilmistir (9-15).

Bizim bu tezdeki hipotezimiz; TZP defektif kirik iyilesmesinde olumlu etkisi olan
yardimc1 bir biyolojik ajandir. Calismamizda her ratdan otojenik kan almip TZP
hazirlamamiz teknik olarak miimkiin olmadig: i¢cin allojenik TZP kullanilmistir. Otolog
kandan da iiretilen, ucuz ve kullanimi kolay olan ve i¢inde bir¢ok biiylime faktorii iceren
TZP’y1 tek basina ve baska osteoindiiktif ajanlarla kombine ederek defektif kirik

tyilesmesine etkilerini radyolojik ve histolojik 6l¢iitler dogrultusunda arastirdik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik Anatomisi

Kemik embriyolojik olarak mezensimal hiicrelerden koken alan enkondral ya da
membrandz kemiklesme yolu ile farklilagan bir dokudur. Yapist ve icerigi sahsin yasina,
bulundugu yere ve mekanik &zelliklerine bagli olarak degismektedir. Insan viicudunun en
sert dokularindan biridir. Kemigin gerilim direnci nerdeyse demire esit olmakla beraber
demirden 3 kat daha hafif ve on kat daha esnektir. Iskelet sisteminin asil fonksiyonu kaslar
ve yumusak dokulara yapisal ve mekanik destek saglamaktir. Torakal, abdominal
organlara ve beyine koruma gorevi goriir, viicut elektrolit dengesinde Onemli bir rolii
vardir, kan yapiminda ve rezervuarinda gorev alir (16-18).

Kemik; bir c¢ati igerisinde biitiinlesmis bircok hiicreden olusan, metabolik ve
biyolojik yonden aktif bir dokudur. Bu 6zelligi dikkate alindiginda biiyiimesi ve iyilesmesi
birgok biyomekanik, biyokimyasal, hiicresel, hormonal ve patolojik olaylarin zincirleme

reaksiyonuna bagl olarak gelisir.

2.2. Kemik Zarlari

Periosteum eklem yiizeyleri hari¢ tiim kemigi kaplayan vaskiiler konnektif bag dokusu
tabakasidir. Kemigin beslenmesi, tamiri, gelisimi ve desteginde onemli bir rolii vardir.
Yapisinda temel olarak kollajen ve elastik lifler bulunur. Tendonlar Sharpey lifleri denen
kollajen uzantilar ile kemige baglanmaktadir. Periosteum bol damar igeren, iki tabakali bir
zardir. Kalin dig tabaka ‘fibroz tabaka’ olarak adlandirilir ve diizensiz yogun konnektif
dokudan olusmaktadir. Daha ince ve zayif i¢ tabaka ise ‘osteojenik tabaka-cambium’
olarak bilinen hiicreden zengin, gevsek bag dokusundan olusmustur. Tabakalarin her
birinin ayr1 fonksiyonu vardir. Dis tabakasit kemigin metabolizmasinda rol alan damarlari
ve lenfatikleri icerir. i¢ tabaka ise kemik hasarinda osteoblastlar haline doniiserek kemik
tamirine katki saglamaktadir (16,19).

Endosteum tabakas1 kemik i¢indeki biitlin kaviteleri kaplayan ince bir tabaka olup
tek tabaka osteojenik hiicrelerden olusmaktadir. Bu tabakanin osteojenik 6zelligi olmasinin

yani sira hematopoetik hiicre yapabilme 6zelligi de vardir.



2.3. Kemik Hiicreleri

e Osteoprogenitor hiicreler
e Osteoblastlar
e Osteoklastlar

e Hematopoetik hiicreler, olmak tizere dort ¢esit kemik hiicresi tanimlanmastir.

Osteoprogenitor hiicreler, mitozla biiyliyebilen, mezensimal kok hiicrelerinden
kaynaklanan, kemik yapici hiicreler olup, osteoblastlara farklilasabilen dokulardir. Kemik
bliylimesi ve kirik iyilesmesi durumlarda aktif hale gelerek boliiniip osteoblastlara
farklilasabilirler. Periostun derin tabakasinda, havers kanallarinda ve endotelyumda
bulunurlar (16,19).

Osteoblastlar, matiir, metabolik yonden aktif, uyarildiginda tip 1 kollajen ve
kemik organik matriks yapimindan sorumlu hiicrelerdir. Ayrica KMP(BMP-Bone
Morphogenic Protein), TGF Beta, IGF-1, IGF2, IL 1, PDGF gibi sinyal proteinlerini
salgilarlar (16,19).

Osteositler, matrikste lakiinalar icinde yerlesmis olgun osteoblastlardir. Lokal
faktorlerden etkilenerek siklik adenosin monofosfat (cAMP), osteokalsin ve IGF
salgilarlar. Ayrica kalsiyum ve fosfor konsantrasyonunun diizenlenmesinde rolleri vardir
(16,19).

Osteoklastlar; hormonal ve hiicresel mekanizmalarin etkisinde, monosit
onciilerinden olugmus dev hiicrelerdir. Kollajenaz ve diger proteolitik enzimleri igeriler.

Kemik yapimi ve sekillenmesinde osteoblastlar ile birlikte aktif rol oynarlar (16,19).

2.4. Kemik Gelisimi ve Biiyiime

Kemiklerde gelisim ve biiyiime embriyolojik donemde baslayip erigkin hayata kadar
devam etmektedir. Bag dokudan kaynaklanan intramembranéz kemiklesme, kikirdak
dokunun katilimiyla gerceklesen enkondral kemiklesme ve osteoblastlarin direkt etkisiyle
olusan apozisyonel kemiklesme olarak ii¢ tip bilylime paterni vardir.

Intramembranéz kemiklesme; direkt olarak mezensimal bag dokusundan yeni
kemik gelisimidir. Viicudumuzda kafatasi, sternum gibi yass1 kemiklerde, yiiz

kemiklerinde, mandibulanin processs koronoideus ve simfizisi disindaki bolgelerde ve kisa



ve uzun kemiklerin kompakt kisimlarinda bulunur. Kemiklerin enlemesine biiyimesinde

ve kirik iyilesmesinde de goriliir. Mezensim hiicreleri uyart ile once hizli boliinme

gerceklestirir ve osteoprogenitor hiicrelere farklilagir daha sonra da osteoblastlara

doniiserek martriksi olustururlar (16,19,20)(Sekil 1).

3 JTRLeIe

S Mineralizasyon

e

.\ Kemik matriksi 4
W (osteoid) Osteoklast

A:Mezenkimal dokulardan direkt olarak kemik sekillenmesidir. B:Mezensim hiicreleri hizli béliinme gosterir
ve Once osteoprogenitdr hiicrelere daha sonrada osteoblastlara doniiserek kemik matriksini sekillendirir. C:
Kilcal damarlardan osteoid dokuya kalsiyum ve fosfor iyonlar1 tasinip, osteoblastlarin salgiladigi alkalen
fosfataz araciligiyla kalsiyum fosfat molekiillerine doniiserek kalsifikasyonu saglarlar. Osteoklastlar
kemikleri i¢ yiizlerinden rezorbe ederken osteoblastlar da yeni kemik lamelleri eklerler. Birincil kemik
dokusu igeren trabekiiller tamamen ortadan kalkar, geriye sadece ikincil kemik yapisindaki trabekdiller kalir
(21).( Kierszenbaum A.L. Histology and Cell Biology: An Introduction to Pathology, 1st ed. Mosby Inc., St.
Louis, Chapter 5, page 131, 2002°den alinmuistir).

Sekil 1: iIntramembranéz Kemiklesme.

Enkondral kemiklesme, hiyalin kikirdak bir modelden baslayip kemik dokusuna
doniisen kemiklesme tipidir ve viicuttaki kemiklesmenin en 6nemli yontemi olup kemik
yapiminda, uzunlamasina biiyiimede ve kirik iyilesmesinde rol oynar. Fizislerdeki biiyiime
ve kirik sonrasi meydana gelen sekonder iyilesme Ornekleridir. Fizisde depo tabakasi,
cogalma (proliferatif) ve hipertrofik tabakalar olarak 3 tabakadan olusur. Bu tabakalardan
kalsifiye olmus kemik modeli daha sonra zamanla siingerimsi ve sonra da lameller kemik

yapisina doniigiim gosterir (16,19,20,22)(Sekil 2).



(A) Hyalin kikirdak model (B) Diyafiz kikirdagini ortenperikondriyumun i¢ katindaki mezenkim hiicreleri
osteoprogenitor hiicrelere, onlar da osteoblastlara farklilasir. Osteoblastlar iist {iste yerlesen kemik lamellerini
yapar. Boylece yeni kemigin periosteumu ile kikirdak dokusu arasinda kemik dokusu olusur. (C) Kemik
manget, kondrositlerin beslenmesini bozarak, kondrositlerde atrofiye, ardindan o6liimlerine neden olur.
Kikirdak modelin ortasinda kemik iligi kavitesi olusur. (D) Kikirdak modelin epifizleri ile diyafizi arasinda
kondrositler ¢ogalarak alt alta dizilen gruplar yaparlar. (E) Eski ve yeni kemiklesme bolgeleri arasinda
sadece epifiz plagt kalir (22)( Gartner LP, James LH: Color Atlas of Histology, 3rd ed. Lippincott Williams
& Wilkins, Philadelphia, Chapter 4, page 73, 2000’den alinmuistir).

Sekil 2: Enkondral Kemiklesme.

Apozisyonel kemiklesme, kemiklerin enine biiyiimesinde ve kirik sonrast
remodalizasyon sirasina goriiliir. Enkondral ve intramembrandz kemiklesmenin aksine
periost kemik ylizeyinde bulunan osteoblastlar ile gerceklesir. Bu hiicreler ilerde kemik
dokusuna doniisecek olan bag dokusu niteligindeki osteoid dokuyu sentezler ve boylelikle

tabakalar halinde lameller kemikler olusur.

2.5. Kirik Iyilesmesi

Organizmada hasar goren dokular esas olan fibréz bir doku ile iyilesir. Bunun viicuttaki
istisnalarindan biriside kemiklerdir. Kemiklerde skar dokusu birakmadan sekil ve
fonksiyon olarak orjinaline en yakin sekilde iyilesme olmaktadir. Bu tamir siireci karmagsik
bir yapt igermektedir ve ayni zamanda olduk¢a diizenli basamaklardan meydana
gelmektedir. Kirik iyilesmesi histolojik olarak degerlendirildiginde hematom olusumu,
inflamasyon, onarim, yeniden sekillenme olmak {izere ayrilmis sirali ve birbirini takip eden

fazlart igerir (23)(sekil 3). Teknolojinin ilerlemesiyle hiicresel ve molekiiler inceleme



alanindaki gelismeler ile birbirinin izleyen bu fazlar daha da iyi anlagilmistir. Bu sayede de

kirik iyilesmesi, kaynamama veya gecikmis kaynama tedavisinde yeni gelismeler

olmaktadir.
INFLAMATUYAR TAMIR REMODELIZASYON
DONEM DONEME DONEMT
FAZIN
GELISINT

40%

ZAMAN

(Miller MD. Bone. In: Miller M (Ed) Review of Orthopaedics. Saunders, Philadelphia. 2004’den alinmustir)

Sekil 3: Kirik Iyilesmesi Evreleri (31).

Kirik iyilesmesinde kemigin mediiller kanal ve kirik uclari arasindaki mesafe,
periost-dokusu ve ¢evre yumusak dokular énemli yapilardir. Periost ve ¢evre yumusak
dokular intramembrandz kemiklesme ile sert kallusu olustururken, mediiller kanal ve
interkortikal alan ise enkondral kemiklesme ile yumusak kallusu olusturur.

Kirik iyilesmesi klasik olarak 2 tipe ayrilmistir. Bunlar, birincil (direkt) ve ikincil
(indirekt) kirik iyilesmeleridir. Birincil kirik iyilesmesi anatomik rediikte edilip uygun
stabilizasyon saglanmis durumlarda gergeklesirken; ikincil tipte iyilesme anatomik
olmayan tespitler ve rijit olmayan tespitler sonrasinda mikro hareket ile beraber olur ve
kaynamalarin biiylik boliimiinii olusturur. Birincil iyilesme daha ¢ok AO grubunun

belirttigi acik rediiksiyon ve rijit tespit sonras1 goriilmektedir (24,32).



Tablo 1: Tespit Yontemlerine Gore Kirik Tyilesmesi Cesitleri (31)

STABILiZASYON TiPi BASKIN iYILESME TiPi

Alci (kapali tedavi) Periosteal kopriilesen kallus ve interfragmanter
enkondral kemiklesme

Kompresyon plagt Birincil kortikal iyilesme

Intramediiller ¢ivi

Erken: Periosteal kopriilesen kallus, enkondral
ossifikasyon

Geg: Mediiller kallus

Eksternal fiksator

Rijiditenin uzunluguna baglh
Az rijid: Periosteal kopriilesen kallus

Cok rijid: Primer kortikal iyilesme

Yeterli  kan beraber

yetersizligi

akimiyla immobilizasyon

Hipertrofik kaynamama

Yeterli kan akimi yoklugunda yetersiz

Immobilizasyon

Atrofik kaynamama

Kirik hattinda ayrilma ile birlikte yetersiz

Rediiksiyon

Oligotrofik kaynamama

(Miller MD. Bone. In: Miller M (Ed) Review of Orthopaedics. Saunders, Philadelphia. 2004’den alinmustir).

Birincil kemik iyilesmesi, dogrudan kortikal remodilazasyon yoluyla dis kallus

olmadan sadece i¢ kallus olusumuyla gerceklesir. Osteoklastlar kirik hattinda tlinel acarlar

ve neoanjiogenez vasitasiyla olusan yeni kan damarlar1 ve osteoblastlar bu tiinelden

ilerleyerek kortikal kemigi olusturur (24,32).




(Miller MD. Bone. In: Miller M (Ed) Review of Orthopaedics. Saunders, Philadelphia. 2004’ den alinmustir.)
Sekil 4: Kirik Iyilesmesinin Fizyoloji (31)

Ikincil kemik iyilesmesi; 1.yang1 (enflamasyon) 2.Onarim (reperasyon) ve 3.
Yeniden yapilanma (remodelling) safhalarini igerir. Yangt evresinde kemik, kemik iligi,
periost ve ¢cevre yumusak dokularin damarlarindaki hasarlara bagli olarak hematom gelisir.
Hematom olusumu kirik iyilesmesinin ilk basamagidir ve ikincil kirik iyilesmesinde
onemli rol oynar. Hematom yumusak dokular ile sinirlanir ve mevcut hematom basinci
kirik uglarinin bir arada tutulmasina katkida bulunur. A¢ik kiriklarda veya acik cerrahi ile
rediiksiyon ve tespit yapilan kiriklarda kirtk hematomunun disariya bosalmasi nedeniyle
kirik iyilesmesi bozulabilir. Kirik hematomundan bir fibrin iskelet tabaka olusur. Kirik
hematomu i¢indeki trombositlerden biiytime faktorleri ve diger proteinler salinir. Bu
faktorlerin (trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve doniistiiren biliylime faktori—
beta (TGF-B)) damar yapimi, kemotaksi ve hiicre diizenlenmesinde aktif rolleri vardir
(24,32-34).

Kirik ile meydana gelen kemik ve periosttaki damarsal yaralanmalar nedeniyle kirik
hattinda kan akim1 bozulur ve ortamda hipoksi gelisir. Buna bagl olarak ortam ph’s1 asidik
hale gelir, oksijenizasyon diiser ve ortama kirik iyilesmesini de baglatan sitokinler salinir.
Bu sitokinlerin ¢ogu damar yapiminda uyarict etkisi vardir (31).

Yeniden damarlanma ve enflamatuar olaylar ile mezenkimal hiicreler uyarilir ve
ortam kallus olusumu i¢in hazirlanir. Kiritk hematomu 48 saat i¢in organize olarak fibrin

yumag haline gelir.



Onarim evresi kirik olustuktan hemen sonra baglar ve yapisal olarak tipik hale
gelmesi 7-12 giin siirer. Bu evrede lokal medyatdrler vasitasiyla oncii hiicreler, yeni damar
olusumu, fibroblast, destek maddeleri, hiicreler aras1 maddelere farklilasmaya ve olugsmaya
baslar. Bu asamada prostoglandinlerin etkisi ile yeni osteoklast olusumu ve mevcut
osteoklastlarin aktivasyonu ile fibroblastlar kollajen, kondroblastlar kollajen ve
glikozaminoglikan, osteoblastlar ise osteosite doniisiir. Bu donemde osteoid sekresyonu ve
mineralizasyonu olusur. Bu siire¢ yaklasik 4-6 hafta siirer ve bu siire¢ zarfinda kallusun
harekete kars1 direnci diisiiktiir. Bu nedenle bu dénemde tespitin onemi biiyiiktir. Kirik
iyilesmesinin ilk fazinda periosteal damarlar ile ileri donemlerde besleyici damarlar aktif
rol oynar. Zamanla kallus ossifiye olur ve kirik uclar1 arasinda orgiilii kemik olusur. Bu
dénemde uygun immobilizasyon ve tespit yapilmazsa kallusta uygun ossifikasyon olmaz
ve fibrdz instabil iyilesme olur (24,32,33,35).

Kemik iyilegsmesi en son donemi olan ve aylar yillar sliren yeniden yapilanma
evresi ile sonlanir. Bu evre gii¢lii ama diizensiz sert kallusun, normal ya da normale yakin
giicteki daha diizenli olan lameller kemige dontismesi ile gerceklesir.

1892 de Wolf iskelet sistemi yapisinin mekanik streslerine gore uyum gosterdigini
ve kendi adiyla anilan Wolf kanunu tanimlanmistir. Wolf kanununa gore kemik tagidigi
yiiklere gore kemik dokuda yapisal degisikliklere yol agmaktadir. Mekanik strese maruz
kalan kemigin konveks yiizli pozitif, konkav yiizii negatif elektrikle yiiklenir ve negatif
elektrikle yiiklenen konkav yiizde osteoblastik aktivite, pozitif yiikle yiiklenen konveks
tarafta ise osteoklastik aktivite hakimdir. Yani kingin konkav yliziinde kemiklesme

konveks yiiziinde ise kemik rezorbsiyonu olur (20,24,32).

2.5.1. Kirik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Uygun tedaviye ragmen bazi kiriklar yavas iyilesmekte bazen de iyilesememektedir. Kirik
tyilesmesinin siiresini tahmin etmek ve onceden ongdrmek oldukca giictiir. Beklenenden
daha yavas ilerleyen kirik iyilesmesine gecikmis kaynama, iyilesmenin durmasina da
kaynamama denir. Kaynamamanin radyolojik degerlendirmesinde kirik hattina kallus
dokusunun goriilmemesi durumunda atrofik kaynamama, cok miktarda kallus dokusu
olmasina ragmen kaynamanin olmamasi durumunda ise hipertrofik kaynamama olarak
adlandirilir. Baz1 kaynamama olgularinda kirik hatti seviyesinde kikirdak doku olusur ve
kirik hatt1 kavite olusturarak igine eklem sivisina benzer bir sivi ile dolar ve buna yalanci

eklem veya psodoartroz denir. Kirik hattinin fibroz veya fibrokartiloginoz doku ile
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dolmasina da fibréz kaynamama denir ve bu durumda kirik uclar1 birlesmistir fakat yeterli
derecede stabilizasyon saglanamaz.
Kaynamay1 etkileyen faktorleri hastaya bagli, travmaya bagli, dokuya bagh ve

tedaviye bagl faktorler olarak siiflanabilir.

Travmaya bagh faktorler;

Acik kirik; yumusak doku hasari, kirik deplasmani, enfeksiyon ve ileri derecede
kemik kaybi.

Eklem i¢i kirik; eklem hareketleri ve eklem yiik tasima kuvvetleri iyilesmede
gecikmeye neden olabilir.

Travma gsiddeti; kemik ve yumusak doku hasarimin siddeti iyilesmeyi
etkilemektedir. Segmenter kirik olmasi veya yumusak doku interpozisyonu da iyilesmeyi

geciktirmektedir.

Hastaya bagh faktorler:
Yas: Hasta yas1 kirik iyilesmesinde 6nemli bir etkendir. Cocuklarda kirik iyilesmesi

en hizli iken yas ve iskelet olgunlasmasi arttik¢a kirik iyilesmesi yavaslamaktadir (37).

Sistemik hormonlar: Ozellikle kortikosteroid kullanimi kirik iyilesmesinde
mezenkimal hiicre diizeyinde osteositlere farklilasmay:r inhibe ederek iyilesmeyi
engellemektedir. Kalsitonin, anabolik steroid ve insiilinin kirik iyilesmesi {izerine etkileri
gosterilmistir. Hipervitaminoz D, rikets ve diyabetinde kirik iyilesmesi {izerine negatif
etkileri oldugu gosterilmistir. Genel olarak yapilan ¢aligmalarda endokrinolojik
bozukluklar kirikta kaynamama yapmadigi fakat kaynamayr geciktirdigi gosterilmistir
(17,31).

Beslenme: Kirik iyilesmesinin tiim fazlarinda yiiksek enerji gereksinimi olmasi
nedeniyle hastanin metabolik durumunun kaynama iizerine etkisi vardir. Travma sonrasi
gerekli olan artmis beslenme ihtiyacinin karsilanamamasi durumunda enfeksiyon, cerrahi
komplikasyonlarda artig, gecikmis kemik iyilesmesi, kotii rehabilitasyon ve hatta mortalite
meydana gelebilmektedir. Kalca kirig1 gegiren 490 hasta lizerinde yapilan bir caligmada ise
hastalarin 87’sinde (%18) malnutrisyon tespit edilmis ve bu hastalarin hastanede yatis

stirelerinin daha uzun oldugu izlenmistir (34).
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Nikotin ve diger medikal ajanlar: Yapilan calismalarda sigara igenlerde kirik
iyilesmesinin geciktigi veya olmadigi gosterilmistir. Ayrica onkolojik ajanlarinda kirik

tyilesmesini olumsuz yonde etkiledigi bildirilmektedir (34).

Tedaviye bagh etmenler:

Yiiklenme ve mikro hareket: Kirik iyilesmesinde yliklenme ve mikro hareketin
onemli oldugu ve kaynamay: stimiile etti§i ve yiiklenmenin azaldigi durumlarda da
kaynamanin yavasladig1 gosterilmistir (34).

Kirik tespiti:

Kirik fragmanlarinin traksiyon, alci, eksternal veya internal fiksatorler ile tespit
edilmesi ile iyilesme dokusu dis etkenlerden izole edilir. Eger stabilizasyon uygun ve
yeterli olmazsa kirik hattinda olusabilecek asir1 hareket, tekrarlanan maniiplasyonlar ve geg
harekete baglanmasi nedeniyle gecikmis kaynama veya kaynamama goriilebilir.

Alg1 veya traksiyon ile yapilan tespite karsilik implantlar ile yapilan tespitlerde ¢cok
daha rijit bir tespit saglanmaktadir. Eger bir kirikta sert bir implant ile rijit tespit yapilsa
dahi rijit tespitin kirik kaynamasini hizlandirmak gibi bir etkisi yoktur. Bununla birlikte
eklem i¢i kiriklarda, radius ve ulna saft kiriklarinda ve bazi metafizodiafizer kiriklarda rijit
ve anatomik tespit gerekmektedir (24).

Kiriklarda rijit tespitin avantajlari yaninda bazi dezavantajlari da goriilmektedir.
Rijit tespit ile kemiklerde yeniden sekillenme ve kemik yogunlugu azalmaktadir sonrasinda
ve bu rijit implantlarin ¢ikarilmasi ile kemikte yeni kirik olma ihtimali olmaktadir.

Kirik uclarimin pozisyonu: Kirik ug¢larinin rediiksiyonunun saglanmasi ve aradaki
mesafenin azaltilmasi iyilesme iizerine olumlu etkilidir. Yumusak doku ve periostun
saglam kaldig1 kiriklarda iyilesme daha hizli olmaktadir.

Tedavinin iyilesmeye etkisi: Cogu kirikta 6zellikle ¢ocuk kiriklarinda optimal
tedavi olmadan da kaynama potansiyeli yiiksektir. Fakat cerrahi sirasinda yumusak
dokulara ve periosta hasar vermemek ve uygun olmayan implantlar ile uygun olmayan
veya yetersiz tespitler yapmak da kirik iyilesmesini geciktirmekte hatta kaynamamaya

neden olmaktadir.
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2.5.2. Defektif Kemigin Biyolojik Iyilesmesi

Kemik dokusu rejenerasyon oOzelligine sahiptir. Yaralanan kemik dokusu sekil ve
fonksiyonunu yeniden kazanabilmesine ragmen yaralanma boyutu biiyiik oldugu zaman
iyilesme smirli kalmaktadir. Kritik boyutta kemik defekti; organizmanin hayatt boyunca
kendiliginden tam olarak kemiksel iyilesme ile onaramadigi defekt olarak
tanimlanmaktadir (25). Kendiliginden kapanmasi miimkiin olmayan defektler i¢in altin
standart olarak otojen kemik grefti kullanilmasi 6nerilmektedir. Bu yontem de morbiditeye
yol agmasi ve stok yetersizligi nedeniyle her zaman kullanilamayabilir. Giiniimiizde
yapilan c¢aligmalarda kritik boyuttaki kemik defektinin tedavisi biiyiime ve farklilagma
faktorlerini iceren kemik yapici ajanlar kullanilmaya baglanmistir.

Ortopedik cerrahide konjenital ve kazanilmis defektlerin tedavisi ciddi bir sorun
olusturmaktadir. Travma, tiimor, osteomyelit veya implant yetmezligi sonrasi gelisebilecek
bliyiik kemik defektleri i¢in cerrahi tedaviler gerekmektedir (26-28). Defektlerin
tyilesmelerini hizlandirmak i¢in defektin % 30-90 arasinda veya daha fazlasin1 dolduracak
degisik osteoindiiksiyon yontemleri tanimlanmistir (29).

Rekonstriiksiyonlar icin otogreftler, allogreftler, kemik yerine kullanilan diger
biyomateryaller ve kallus distraksiyonu kullanilmaktadir. Hematopoetik kok hiicreler

iceren taze otolog kanselloz greftler icin bu is i¢in kullanilan en iyi materyaldir (30).

2.6. Kemik Greftleri

Travma, kemik enfeksiyonlari, konjenital anomaliler, kas iskelet sistemi tiimor cerrahisi,
revizyon artroplasti cerrahisi veya spinal cerrahi gibi rekonstriiktif iglemler sirasinda meydana
gelecek kemik defektlerini tedavi etmek amaciyla kemik greftleri veya kemik yerini alabilecek
materyaller kullanilmaktadir (38,39).

Otogreft, allogreft veya ksenogreftler haricinde greft yerine gececek seramikler (dogal
veya sentetik), demineralize kemik matriksi (DKM), BMP (KMP) (Kemik Morfolojik Protein),
otolog kemik iligi, biiyiime faktorleri ve kompozit greftler tercih edilebilir.

Kemik greftlerinin biyolojisini anlamak i¢in c¢esitli kavramlarin bilinmesi gerekir:
(40,41).

Osteointegrasyon: Greftin arada fibroz doku olusumuna yol agmayacak sekilde alici

kemik tizerinde biyolojik olarak tutunmasidir.
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Osteokondiiksiyon: Alict kemikten vaskiiler ve perivaskiiler yapilarin grefte ilerlemesi
icin greftin ¢at1 gorevi gorerek alict kemik iizerine biyolojik olarak tutunmasidir.

Osteoindiiksiyon: Cevre dokuda pluripotent kok hiicrelerin osteoblastik hiicrelere
dénmesinin uyarilmasidir.

Osteogenesis: Greft materyali i¢indeki hiicresel elemanlarin cerrahi iglem sonrasinda
canli olarak kalarak greft uygulanan alanda yeni kemik olusumuna neden olabilmesidir.

Greft materyali olarak kullanilan malzemelerin bu 06zelliklerden en az bir veya
birka¢ini bulundurmasi gerekmektedir. Yeni teknolojiler ve doku miihendisliginin gelismesi ile
bu 6zeliklerin kombine oldugu materyaller iiretilmekte ve bu sayede greftlemenin daha etkili
ve daha ucuz olmasi hedeflenmektedir.

Otolog kemik greftlerindeki donér alan morbiditesi, stok yetersizligi gibi cesitli
kisitlamalar nedeniyle gilintimiizde allogreft kullanim1 yayginlagmistir. Allogreft kullanimin
olumlu yanlar1 olmasina ragmen hastalik bulas riskleri, mekanik ve biyolojik 6zelliklerinin
islemler sirasinda kaybolmasi, maliyetleri, inang ve maddi sebeplerden dolayr her hastada
kullanilmamalar1 nedeniyle sakincalar1 vardir.

Ideal kemik greftleri su dzellikleri tastmalidir:

1: Yeni kemik yapiminin gergeklesecegi osteokondiiktif bir matriks veya iskeleye sahip olmali.
2. Osteoindiiktif faktorlere sahip olmali.
3. Kirik iyilesmesinin ¢esitli sathalarinda etkili olabilecek osteojenik hiicrelere sahip olmal.

4. Yapisal destek saglamali (43).
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Tablo 2: Kemik Greftlerinin Ozellikleri (42).

Kemik grefti Osteokondiiksiyon | Osteoindiiksiyon Yapisal Osteogenesis
dayamikhihk
Kortikal otogreft ++ ++ +++ ++
Kanselloz otogreft +++ +++ Yok +++
Kansell6z donmus allogreft ++ + Yok Yok
Kansell6z dondurulmusg ++ + Yok Yok

kurutulmus allogreft

Kortikal donmus allogreft + Yok +++ Yok

Kortikal dondurulmus Yok
kurutulmus allogreft

Seramikler +++ -- - -
Demineralize kemik + ++ - -
matriksi(DBM)

Osteoindiiktif biiytime faktorleri | - - - T+
Otojen kemik iligi - + - ++
Mezenkimal kok hiicreleri - - - 4+
Otolog trombosit konsantrasyonu | - ++ -

Gen tedavisi - 4+ B _

(Simsek A, Cakmak G, Cila E, Kemik Greftleri ve Kemik Greftlerinin Yerini Tutabilecek Maddeler,
TOTBID (Tiirk Ortopedi ve Travmatoloji Birligi Dernegi) Dergisi, 2004 « Cilt: 3 Say1: 3-4 ‘den alinmistir).

2.6.1. Otolog Kemik Greftleri

Biitiin greftler ile karsilastirildiginda osteoindiiktif, osteokondiiktif hem de osteogenesis
etkisi ile en Ustiin altin standart kemik greftidir. Spongioz, damarli ve damarli olmayan
kortikal ve kemik iligi greftleri tipleri vardir.

Otolog greftlerin osteogenesis 6zelligi vardir, alindig1 sirada hem osteoprogenitor
mezenkimal hiicreleri hem de osteoblastlar1 icerir. Osteokondiiktiftir yeni kemik olusumu
i¢cin uygun zemin hazirlar. Osteoindiiktiftir KMP gibi ajanlar1 barindirarak kemik yapimin
stimiile eder (4,39).

Avantajlar1 arasinda doku uyumlulugu, daha ucuz olmasi, yiiksek biyolojik

lyilesme potansiyeli ve enfeksiyon riskinin olmamasi sayilabilir. Dezavantajlar1 arasinda
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ise zaylf mekanik destek saglamasi (kanselloz greft i¢in), sinirli miktarda alinabilmesi ve

dondr saha morbiditesi sayilabilir (44).

Tablo 3: Otolog Kemik Greftleri Ozellikleri

Ozellik Spongioz Damarh kortikal | Damarh olmayan kortikal
Osteokondiikisyon | ++++ + +
Osteoindiiksiyon ++ +/- +/-
Ossteoprogenitor h. | +++ - ++
Erken kuvvet - +++ +++
6. ay kuvvet ++ ++ 4+
L.y1l kuvvet +++ +++ +++

2.6.2. Allogreftler

Poroz yapilari i¢inde progenitor hiicreler ve endotelyal hiicrelerin bir arada bulundugu ayni
zamanda osteoklastlar tarafinca rezorbe edildiklerinde serbest kalan kemik matrikslerinde
biiyiime faktorleri igerir. Igerisinde osteoindiiktif 6zelligi bulunan az miktarda morfojenik
protein igerir. Osteokondiiktif 6zellikleri vardir. Kortikal allogreftler ile mekanik destek
saglansa da bu kortikal otogreftlerle karsilastirildiginda daha zayiftir. Allogreftlerde ise
HIV, HBV, HCV gibi viral enfeksiyon bulas riski mevcuttur (48).

Allogreftlerin klinikte kullanim1 arasinda kemiksel flizyonlar(vertebra ve ekstremite
artrodezleri), akut kiriklar, kaynama gecikmesi ve kaynamama gibi durumlara kirik
stabilizasyonu icin ve kaviter, segmenter, osteokondral ve artroplasti ile ilgili kemiksel
defektler sayilabilir (49,50).

Allogreft uygulamalarinda konak kemikte erozyon, skleroz, fragmantasyon ile
birlikte greft ve konak kemik arasindaki radyoliisen goriinim kaynama yoklugunun
radyografik bulgularidir (51).

Kortikal allogreftler radyografi ve bilgisayarli tomografide ana kortikal kemige
benzer dansite gosterir. Ameliyat sonrasi erken donemde kortikal strut greftler korteks ve

mediiller kanal iginde tiibiiler bir yap1 olustururken cips ve morselize greftlerde bu
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goriinim olmaz ve bunlar defekt igcinde kitleye benzer opasiteler verir. Baglangic
doneminde greft ile kemik arasindaki sinirlar ayirt edilebilirken kaynama ile beraber bu
sinirlar kaybolur (51).

Allogreft inkorporasyonu ve yetmezligi durumlarinda manyetik rezonans
goriintiileme (MRG) faydalidir. Ameliyattan sonraki erken donemlerde allogreftler tiim
seanslarda hipotens sinyal verir iken inkorporasyonun ileri donemlerde kirmizi kemik iligi
sinyali verirler. T1 ve T2 agirlikl1 sinyal hipointensitisesinin devam etmesi mediiller fibroz
replasmani ve greft inkorporasyonundaki yetersizligi gosterir (51).

Allogreftlerin standart greftlere karsi avantajlar1 arasinda dondr alan morbiditesi
olmamasi, istenilen miktarda greft bulunabilmesi ve jel, toz, fiber, macun gibi degisik

formlarda kullanilabilir olmasi sayilabilir (4).

2.6.3. Demineralize Kemik Matriksi (DKM)

Osteokondiiktif ve farkli derecelerde osteoindiiktif 6zelliktedir, hizli bir sekilde vaskiilarize
olur ve ayn1 zamanda otolog greftler i¢cinde iyi bir ¢at1 gorevi goriir. Kemige asit (0.5 N
HCL) uygulanmasi ile inorganik komponenti uzaklastirillir ve geriye kollajen ve
nonkollajen proteinleri kalir, ayrica igerisinde osteoindiiktif olarak da BMP bulunur.
Biyolojik aktivitesi ekstraseliiler matriksinde bulunan proteinler ve biiyiime faktorleri ile
olur (52,53).

DKM, osteoindiiktiftir, osteokonduktiftir fakat mekanik o6zelligi yoktur.
Osteogenesis i¢in otojen kemik iligi ile kullanilabilir. Ayrica TZP ‘de emdirilerek
osteoindiiktif etkisi giiclendirilebilir. DKM’ nin osteoindiiktif 6zelligi kemigin iglenmesi,
sterilizayon ydntemi, saklanma ve dondre gore farklilik gdstermektedir. Uriiniin
dondurulmus, kurutulmus toz, ezilmis graniiller, macun veya jel seklinde ticari sekilleri
vardir. Gliserol, hyallironik asit, jelatin ve keratan siilfat ile karistirilmis formlari da
bulunmaktadir (43).

Bostrom ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligsmalarda gliserolle kombine edilmesi
sonrast asirt doz kullanilirsa nérotoksik ve nefrotoksik etkileri gosterilmistir. Bu nedenle
gliserolle kombine edilenlerde 2 cc/kg tizeri dozda kullanilmamali ve bobrek fonksiyon
bozuklugu olanlarda kullanilmamalidir (54,55).

DKM’ nin uzun kemik kaynamamalar1 veya travma sonucu olusan defektler icin
otolog greftlere yakin bir iyilesme etkisi oldugu gosterilmistir. Omurga ve diger

artrodezlerde de iyilesmeyi hizlandirmak i¢in basariyla kullanilmaktadir. En uygun karisim
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dengeli tespit ile beraber otolog kemik iligi ve DKM kombinasyonudur. Perkiitan
greftlemede de tek basina veya otogreftler ile kombine kullanilabilir. Acil osteoprogenitor
hiicre ihtiyact olan durumlarda DKM ve otolog kemik iligi ile birlikte osteokondiiktif ve
osteoindiiktif Ozelliklerde bir matriks karisimi ile kullanilmasi 6nerilmektedir ve bunlarin
basarili sonuglar ile ilgili ¢esitli yaymlar vardir fakat bu calismalar heniiz yetersizdir
(43,56,57).

Ayrica kemik defekti biiylik oldugu durumlarda otolog kemik greftleri ile DKM nin
kombine kullanilabilir. Ayrica otolog greft alinamayan, dondr alan morbiditesi istenmeyen
veya otogreft i¢in acik cerrahi yapilamayan hastalarda DKM kullanilabilir. DKM’ nin baz1
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Allojen olmasi nedeniyle insan immiin yetmezlik viriisii
(HIV) bulas riski olsa da dekalsifikasyon islemi sonrasinda bulas riskinin ortadan kalktig
goriilmektedir. Ayrica DKM hazirlanirken farkli dondrlerden hazirlandigr i¢in her greftin
kuvveti ve osteoindiiktif etkisi farklidir. Gen¢ dondrlerden alinan greftlerin osteoindiiktif
etkisi yaslilardan alinanlara gore daha fazladir. Osteoindiiktif etkisinin dondre gore
farklilik gostermesi ve gilivenlik nedeniyle Amerikan Doku Bankasi Birligi ve FDA bir
DKM paketinin tek bir dondrden alinan greftten {iretilmesi gerekliligini sartin1 kogmustur.
Bir¢ok aragtirmaci otolog spongioz kemik grefti ile benzer iyilesme sonuglarini gosteren
calisma yayinlasa da randomize, prospektif ve kontrollii ¢aligmalarin eksikligi nedeniyle

iki greft arasinda net bir karsilagtirma yapilamamaktadir (58).

2.6.3.1. Osteokondral ve Kortikal Allogreftler

Pelvis, kosta, femur, tibia ve fibuladan elde edilerek biiyiik kemik ve eklem defektlerinde
kullanilirlar. Ozellikle ekstremite koruyucu cerrahi sonrasinda rekonstriiksiyn igin ve
periprostetik kiriklarda sik kullanilmaktadir. Osteokondiiktif ozellikleri olan bu greftler
dondurularak veya dondurulup kurutularak saklanabilir. Kemik iyilesmesi ve kikirdak ve
kemikte kalict yikim olmadan 6nce revaskiilarizasyona izin verir (51). Derin dondurulmus
allogreftler ¢oziindiiriildiikten sonra hemen kullanilabilirler fakat ¢oziindiiriildiikten sonra
egilme ve torsiyon kuvvetlerine kars1 zayiftir.

Bu greftlerde de HIV bulas riski mevcuttur ve ABD de HIV tanimlandiktan sonra
yapilan yaklasik ti¢ milyon doku transplantasyonu sonrasinda 2 adet HIV bulasi rapor

edilmistir (43).
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Taze allogreftlerde belirgin immiin reaksiyon olusma riski vardir ve bu risk de
otogreftlerden daha az etkili olmasina neden olur. Taze allogreftler Gzellikle eklem

rekonstriiksiyonu i¢in kullanilmaktadir.

2.6.3.2. Morselize ve Kanselloz Allogreftler

Osteokondiiktif etkileri vardir ve kompresyona karsi1 mekanik destek saglarlar. Dondurulup
kurutularak ve vakumlu paketlerde saklanirlar. Periartikiiler metafiz kiriklarinda eklem
yiizeylerinin rediiksiyonu sonrasinda meydana gelebilecek bosluklara ve kist kiiretaj
sonrasinda gelisebilecek bosluklar i¢in kullanilabilir. Ayrica otojen greftler ile karistirilip

greft miktarinin arttirilmasi amaciyla da kullanilabilir.

2.6.4. Seramik Matriksler

Hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfat (TCP) gibi kalsiyum fosfat bilesikleri seramik
matriksler olarak adlandirilirlar. Kalsiyum siilfat tuzlar1 da bu gruba dahil edilebilir. Bu
materyaller 3 gruba ayrilirlar:

1: Hizli emilime ugrayanlar
2: Yavas emilime ugrayanlar

3: Enjekte edilebilen seramikler (4).

Hizh emilebilen seramikler ve kalsiyum tuzlari

Poroz TCP implantlari, TCP tozlarmin naftalin gibi tasiyicilar kullanilarak
sikistirllmasiyla elde edilir. Graniil formu kemik grefti olarak kullanishdir. Yiiksek
kalsiyum fosfat iyon konsantrasyonu igeren yiizeyler ve lokal mikro ¢evre TCP
rezorbsiyonunu etkiler. TCP’nin bulunmast ve kalsiyum fosfat kristallerinin lokal
depolanmasi osteoklastlar1 uyarir ve osteoklastik aktivitenin artmasi ile de osteoblastik
aktivite artacaktir (4,39).

Yavas Emilen Seramikler

Klasik yavas emilen seramik 6rnegi hidroksiapatitdir. Yiiksek derecede kristalize
hidroksiapatit (mercan kaynakli ) in vivo stabildir ve yilda %5-10 arasinda emilebilir.
Hayvan ve insanlarda yapilan uygulamalarda hidroksiapatit poroz implantlarin

fibrovaskiiler doku ile kaplandigi ve lameller kemige doniistiigii gdzlemlenmistir. Olusan
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yeni kemik otojen greftlere benzemektedir. Hidroksiapatitin yavas emilimi bir
dezavantajidir bu nedenle emilimi arttirmak i¢in kalsiyum karbonatin dis kabugunun
hidroksiapatite ~doniistiiriilmesi, hidroksiapatitten {iretilen bifazik kalsiyum fosfat
seramikler ve hidroksiapatit TCP karisimi materyaller sayilabilir (4,59).

Enjekte Edilebilir Seramikler

Seramik ¢imentolar, dibazik kalsiyum fosfat, aTCP ve tetrakalsiyum monofosfat
bilesiklerinden olusur. Maddeler sivi macun seklinde karistirilir ve ardindan belirgin 1s1
olmadan kristalize olarak sertlesir. Bir miktar hidroksiapatit olussa da sertlesen ¢imentonun
biiyiik kism1 saflagmamis kolay emilebilen kalsiyum fosfat seramik kristalleri igerir ve bu
sertlesen materyalin kompresif giiclere dayaniklilig1 kanselloz kemiklere esdegerdir.

Klinik olarak acik veya kapali kiriklarda ve kemik defekti olan bolgelerde
uygulanabilir. Radius distal u¢ kiriklarinda, humerus proksimal u¢ kiriklarinda ve vertebra

kompresyon kiriklarinda enjekte edilebilir formlar uygulanabilir (4).

2.6.5. Kollajen

Capraz bagli fibriler yapisi nedeniyle tip 1 kollajen kemik ekstraseliiler matriksi i¢inde en
fazla bulunan proteindir ve kemik olusumu ve mineral depolanmasinda 6nemli gorevleri
vardir. Yiizeyinde minerallerin depolandigir ve kollajen olmayan matriks proteinlerinin
baglandig1 alanlar mevcuttur.

Klinik pratikte saflagtirilmis sigir kaynakli tip 1 kollajen matriks yapilarimin (jel,
toz veya poroz slinger seklinde) kullanimi vardir (4). Allojenik veya ksenogreft kollajen
kullanilmasinin immiinite agisindan sakincalar yaratacagi konusunda tartigmalar olmasina
ragmen yapilan ¢aligmalarda sigir kollajeninin insana implantasyonu sonrasinda herhangi
bir immiinolojik yanit goriilmemistir.

Osteoblastik  progenitér hiicrelerin ve diger osteoprogenitdr materyallerin
uygulanmasinda tastyici rolii vardir (39). Kollajenin seramik graniiller, kemik morfojenik
proteinler ve osteoblastik progenitdr hiicrelerin taginmasinda etkili oldugu gosterilmistir.
Werntz ve arkadasglari fare femur diafiz defektlerinin iyilesmesi {izerine yaptiklar
caligmada tek basina kollajenin kirik kaynamasi iizerine etkisi olmazken kemik iligi ile
birlikte kullanildiginda otolog kanselloz greftlemeye gore daha {stiin olduklarimi
gostermislerdir (60). Kemik defekti modelinde Johnson ve arkadaglarinin yaptig1 ¢calismada
kollajen jel, bifazik seramik hidroksiapatit ve TCP den olusan karisimin tek bagina seramik

kullanimina gore kemik olusumunu belirgin olarak arttirdig1 gosterilmistir.
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Zerwekh ve arkadaslar spinal fiizyonda kollajen jel, bifazik seramik hidroksiapatit
ve TCP den olusan karisimin otogreft ile birlikte kullanilarak greft miktarinin
arttirabilecegini gostermislerdir (61). Bu g¢alismalara karsin kopeklerde posterior spinal
flizyon modeli ¢alisan Muschler ve arkadaslari otolog kemigin etkisinin, kollajen jel,
bifazik seramik hidroksiapatit ve TCP den olusan karisim ile beraber kullanildiginda

azaldigini gostermislerdir (62).

2.6.6. Kemik Morfojenik Proteinleri (BMP)(KMP)

Kemik morfojenik proteinleri diisiik molekiil agirlikli, kollajen olmayan ve birgok biiyiime
ve farklilasma faktorii iceren bir grup olan TGF — (transforme edici biiyiime faktorii beta)
grubunun bir iiyesi olan glikoprotein yapisindadir. KMP olarak adlandirilan ve KMP-2’
den KMP 8‘e kadar yedi iiyesi olan osteojenik proteinler, kikirdak kaynakli morfojenik
proteinler ya da biiyiime ve farklilasma proteinleri gibi isimlerle anilan otuzdan fazla
molekiil bu aile i¢indedir ve hepsi TGF —f grubu i¢inde yer almaktadir. BMP 7 osteojenik
protein I, KMP 8 ise osteojenik protein II olarak bilinir.

Kemik morfojenik proteinleri agirlik olarak tiim kemik proteinlerinin % 0.1 ‘ini
olusturur. ileri derecede osteoindiiktif olan bu proteinler rekombinant yolla sinirsiz
tiretilebilmektedir. Rekombinant insan KMP-2 ve osteojenik protein -1 (OP1) ile deneysel
ve klinik ¢aligmalarda iyi sonuclar elde edilmis olsa da ¢ok yiiksek maliyeti, potansiyel doz
etkilesimleri ve antikor olusma ihtimali nedeniyle rutin kullanimda 6nemli bir engel
olmustur (63-66). Kemik morfojenik protein ekstrat ve rekombinant olarak iki sekilde
iiretilebilmektedir. Ekstratlar rekombinantlardan farkli olarak hem BMP, hem TGF, hem
tip I kollajen hem de diger biiylime faktorleri icerebilmektedir. Ayrica ekstrat preparatlar
kemik olusumu i¢in digerinden daha fazla fizyolojik miktarlarda bulunabilir. Ancak ekstrat
preparatlarda da i¢indeki KMP miktarin1 degisken olmasi, rekombinant preparatlara gore
daha az KMP igermesi ayrica kemikte normalde yer alan osteogenezi inhibe eden ajanlari
da icermesidir.

Rekombinant KMP’lerin etkilerinin doz bagimli oldugu c¢esitli caligmalarda
gosterilmistir. Rat femurunda olusturulan 5 mm’lik defektin sigir kaynakli protein ekstrati
yoluyla KMP uygulamasi ile iyilesmenin arastirildigi bir ¢aligmada 110 pg BMP ile hem
radyolojik, hem fizyolojik hem de biyomekanik olarak kaynamanin olustugu goézlenmis
fakat 1.4 ng KMP ile kaynamanin uyarilmis oldugu fakat yeterli olmadig1 gosterilmistir
(68).
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Insan kemiginden piirifiye edilerek elde edilen kemik morfojenik proteininin

kortikal greft tastyici ile kullanildigir bir ¢alismada 30 femur kaynamama veya yanlis

kaynama vakasinda %80 sorunsuz kaynama elde edilmistir (69).

2.6.7. Kemik Biiyiime Faktorleri

Kemikteki osteojenik aktiviteler bazi hormonal ve lokal olarak salinan peptidler ile

diizenlenmektedir. Kemik iizerine etki eden lokal biiyime faktorleri arasinda Kemik

morfojenik protein (KMP), doniistiiriicii biiyiime faktorii beta (TGF-), insiilin benzeri

biliylime faktorii (IGF-I-11), trombosit kaynakli biiyiime faktorleri (PDGF), asidik ve bazik

biliylime faktorleri sayilabilir. Biliylime faktorleri genellikle ekstraselliiler matriks icinde

depolanmakta ve travma sonrasinda hemen serbest kalmaktadir.

Tablo 4: Kemik Iyilesmesinde Biiyiime Hormonlarinin Ana Etkileri (69).

Biiyiime Kaynag Biyolojik etkisi Kemik iizerine etkisi
faktorii

BMP Osteoprogenitdr Kondro-osteogenesis Osteoprogenitdr hiicre migrasyonu,
hiicreler, ,osteoindiikiyon (BMP2) | proliferasyonun indiiksiyonu, matriks
osteoblastlar, sentezi ve farklilagmasi
kondrositler ve
endotelyal  hiicreler
(BMP2)

FGF Makrofaj, monosit, | Anjiogenez, kan | Kondrosit maturasyonu (FGF-
kondrositler, damarlarinin  diizkaslar1 | 1),0steeoblast ~ proliferasyonu  ve
osteoblastlar ve | ve fibroblast | farklilagmasi, immatiir osteoblastlarin
endotelyal hiicreler proliferasyonu apoptozisinin  inhibisyonu, = matiir

ostosist apoptozunun aktivasyonu,
kemik rezorbsiyonu (FGF2)

IGF Osteoblast, kondrosit, | Bilylime hormonu | Osteoblast proliferasyonu ve kemik
hepatosit ve endotel | etkilerinin regiilasyonu matriks sentezi, kemik rezorbsiyonu
hiicresi

PDGF Platelet, osteoblast, | Bag dokusu | Osteoprogenitdr migrasyon,
endotel hiicresi | proliferasyonu, monosit- | proliferasyon ve farklilagma
,monosit, makrofaj makrofaj ve diiz kas

hiicresi kemotaksisi

TGF- Platelet, osteoblast, | Immiinsupresyon, Farklilasmamis  mezengim  hiicre
kondrosit, endotel | anjiogenez, biliylime | proliferasyonu, osteoblast ve kondrosit
hiicresi,  fibroblast, | hormonu  regiilasyonu, | farklilagmasi(terminal farklilasmanin
makrofaj farklilagma inhibisyonu), kemik matriks iiretimi

VEBF Osteoblast, platelet Anjiogenez Kikirdakta kemiklesme, osteoblast

proliferasyonu ve farklilagsmasi

Devescovi V, Ciapetti G and Cenni E;Growth factor in bone repair, Chir Organi Mov (2008) 92:161-168’

den alinmustir).

22



http://www.springerlink.com/content/?Author=Valentina+Devescovi
http://www.springerlink.com/content/?Author=Gabriela+Ciapetti
http://www.springerlink.com/content/?Author=Elisabetta+Cenni

Fibroblast kaynakh bilyiime faktorii: Kikirdak ve fibroblastlar i¢cin mitojenik
aktivitesi vardir. Kikirdak olusumu asamasinda kallusu genisletir. Yiiksek dozlarda kemik
gerilimini arttiricr etkisi vardir. Kirik iyilesmesinin vaskiilarizasyon fazinda etkilidir.

Insiilin benzeri biiyiime faktorii: Fibroblast, kondrosit, osteoblast, keratinosit gibi
pek cok hiicrenin ¢ogalmasini saglayarak biiylimeyi uyarir. IGF 1 ve IGF II olmak iizere
iki farkli peptidden olusan bir ailedir. IGF I kemik hiicresinin farklilagmasi, proliferasyonu,
DNA sentezi, kollajen ve nonkollajen dokularin protein sentezini arttirir, epifiz plaginda
kondrositlerin ¢ogalma ve farklilagmasini hizlandirarak kemigin uzunlamasina
bliylimesinde etkilidir. Yapilan c¢alismalarda IGF‘ln in vivo inflizyonu ile kortikal
kemiklerde uzunlamasina biiyiime meydana geldigi gosterilmistir.

TGF- B: Kemik hiicrelerinin ¢ogalma ve farklilasmasi konusunda en ¢ok calisilan
biiylime faktorlerinden biridir. Enflamasyon ve doku tamirinden sorumludur. Tiim hiicreler
molekiiler formlarinin birinde TGF- B olustururlar ve tiim hiicrelerde reseptorleri
mevcuttur. En 6nemli kaynagi kemigin ekstraseliiler matriksi ve trombositlerdir. TGF- 3
osteoblastlar ve kondrositlerde sentezlenir ve enkondral ossifikasyon sirasinda hiicre dist
matrikste depolanir ve kemik iyilesmesi sathasinda trombositlerden salinir. Makrofajlardan
salan en giiclii kemotaktik ajan TGF- B’ dir. Hiicre dis1 matriks bilesenleri olan kollajen,
fibronektin ve proteoglikanlarin olusumunu arttirmak i¢in hiicrenin integrin reseptdrlerini
uyarir. Bag dokusu hasarina neden olan proteolitik enzimleri yikarak graniilasyon dokusu
olusumu saglar. Kemik iyilesmesinde kallus formasyonunu, hacmini ve matriks sentezini
arttirir.

VEGF: 1983’te ilk bulundugunda timd6r hiicrelerinden salinarak damar
gecirgenligini arttirdig1 diisiiniilmiis ve ‘vascular permeability factor ‘ olarak adlandirilmis
fakat daha sonra ’vascular endotelyal growth factor’ olarak adlandirilmistir. Bilinen en
giiclii anjiogenez uyaricidir (70,71). Kendi salinimi sonrasinda diger proteoglikan bagimli
salinimi olan biiylime faktorlerini de uyarir. Yara iyilesmesinde 6nemli olan fibroblast,
inflamatuar hiicreler ve endotelyal hiicrelerin ¢ogalmasi ve migrasyonunda gorevlidir,
ayrica vaskiiler gegirgenligi arttirir.

2002’de Petersen ve arkadaslar1 tarafinca yapilmig bir calismada tendon
anjiogenezinde ana uyarici oldugu gosterilmistir (71). Kirik iyilesmesinde de osteoblastlar,
osteoklastlar ve mezenkimal hiicrelerden salinarak angiogenezi arttirir ve kirik iyilesmesini

hizlandirir.
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Trombosit kaynakh biiyiime faktorii (PDGF): PDGF salinmasi ile iyilesmede
gorevli hiicrelerin ¢ogalmasina, kollajen, fibronektin, hyatinorik asit iiretilmesine, diger
bliylime faktorleri ve hiicrelerin fonksiyonlarinin artmasina neden olur (72-75). Bu sayede
fibroblastik ve osteoblastik aktivite artar, hiicreler farklilasir. PDGF insan mezenkimal
dokulart i¢in birincil mitojen biiylime faktoriidiir ve bu etki interferon-y sayesinde daha da
artar (76-78). Ayrica yara iyilesmesinin ileri sathalarinda kollajenaz aktivasyonu yaparak
yeniden sekillenme donemine de katkida bulunur (10,11,72,76,79-82). TGF-B ile
sinerjistik etki gosterir ve kemik, periodontin ve cilt iyilesmesini uyardigi ve yara
kuvvetini arttirdig1 gosterilmistir (80,83,84).

Kemik iyilesmesinde ise temel olarak osteoblastlar ve inflamatuar mediatdrlerin
kemotaksisi, osteosit proliferasyonu, kollajen sentezini ve dongiistinii hizlandirir, kemik

matriks ve sentezini arttirir.

2.6.8. Biyoaktif Camlar

Degisik sekillerde biyoaktif camlar, periyodontal cerrahide kullanilmak {izere
gelistirilmistir. Bu materyal; silikon dioksit (%45), kalsiyum oksit (%24,5), disodyum oksit
(%24,5) ve pirofosfattan (%6) olusur. Uygulandig1r zaman kollajen, biiyiime faktorleri ve
fibrine baglanarak osteojenik hiicrelerin ilerlemesini saglayan poroz matriks olusturur.
Graniil, blok ve ¢ubuk seklinde formlar1 mevcuttur. Emilebilen veya emilemeyen tipleri
vardir. Antibiyotikler ile ve kemik yapimini arttiran maddeler ile karisim halinde

kullanilamazlar ve hidroksiapatit implantlardan daha dayaniklidirlar (40).

2.6.9. Gen Tedavisi

Gen tedavisi ile niikleik asit materyalleri olan DNA ve RNA invivo ve invitro olarak hiicre
icine konulabilmektedir. Gelisen teknolojiler ile konjenital ve kazanilmis hastaliklarin
tedavisi de gen tedavileri ile yapilmaya calisilmaktadir. Eksojen kaynakli kemik
morfojenik proteinlerinin enjeksiyonu yerine gen tedavisi yapilmasi zamanlama ve
konsantrasyon olarak daha fizyolojiktir. TGF-B 1, BMP 2 gibi kemik 1yilesmesinde 6nemli
faktorler vektorler yardimiyla transfer edilebilmektedir (85). Yapilan c¢aligmalar
onlimiizdeki yillarda gen tedavisi ve doku miihendisligi ile beraber en uygun otojen

olmayan greftler tiretilecektir (86). Yapilan ¢aligmalar sonucunda gen tedavisinin lokal ve
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sistemik etkileri ile kirik iyilesmesi ve spinal fiizyonlarda kemik yapimi arttirilarak daha

basarili sonuglar alinabilecektir (87).

2.6.10. Fibrin Yapistirici

Cerrahide uygun yara iyilesmesi ve kapatilmasi agisindan siitiir materyalleri vazgecilmez
olmakla beraber bu materyallere bagl gelisen yabanci cisim reaksiyonlari, graniiloma-
fistiil olusumu gibi komplikasyonlar nedeniyle yeni arayiglar igine girilmistir.
Siyanoakrilatin klinik kullanima girmesi bu konuda timit vermis fakat yine yabanci cisim
reaksiyonlari, graniilasyon dokusu gibi komplikasyonlar nedeniyle calismalara devam
edilmistir (88). Zamanla fibrinin hemostatik etkisinin gosterilmesiyle, yara iyilesmesi ve
pihtilasmada fibrinin 6nemi anlasilmis ve dikkatler bunun iizerine yonelmistir (79,83,89).

Fibrinojen yara iyilesmesinin ilk evrelerinde faktor XIII, trombin ve faktdr XII ile
etkileserek hiicre icinde bir iskelet olusturur ve daha sonra bu yapiya kalsiyum ve trombin
eklenmesiyle igerdigi fibrinojen miktarina bagl olarak yaklasik olarak 5-30 saniye icinde
fibrin yapistirici diger adiyla trombositten fakir plazma olusur (70,83,88).

Fibrinojenin trombinle aktif hale gelmesinin bulunmasi sonrasinda 1940’larda
Tidrick deri grefti sabitlenmesinde kullanmis fakat yeterli dozda uygulamadigi igin
basarisiz olmustur (70,90). Daha sonra 1970’lerin basinda fibrinojen miktar1 arttirilan
fibrin yapistiricinin sinir anastomozlarinda kullanilmasi ve basar1 elde edilmesi nedeniyle
tekrar popliler hale gelmistir. Daha sonra da Kulber siganlarda latissumus dorsi flebinde
seroma ¢alismas1 yapmis ve fibrin yapistirict sonrasinda seroma miktarinin azalmis
oldugunu gostermistir (91).

Fibrin yapistirict klinik olarak sinir anastomozlarinda, yumusak doku defektlerinde,
deri grefti tespitlerinde, kanselloz kemik grefti ile birlikte, kanama egilimi olanlarda dis
¢ekimi sonrasi olusan kaviteye, spontan pndmothoraks olgularinda hava kagagini énlemek
i¢in, vaskiiler anastomozlarda, peptik iilserlerde kanama durdurulmasi i¢in, yiiz ve boyun
germe, meme biyiiltme-kiigiiltme gibi estetik operasyonlar sonrasinda sislik, morluk
olusumunu azaltmak ve dren siiresini kisaltmak amaciyla kullanilmaktadir
(12,70,79,83,90,92-94). Allojenik fibrin yapistirict 1970’11 yillarda tarif edilmis ve
fibrinojenin kalsiyum ve trombin ile polimerizasyonu sonucu olustugu gosterilmistir (89).
1990 ‘da Gibbel ve Ness hemostatik ve adeziv 6zellikleri olan bir biyomateryal olarak
fibrin jel (fibrin yapistiriciyr) tarif etmislerdir (95). Trombositlerin eklenmesiyle biyoaktif

faktorlerce zengin hale gelmesi ise daha sonra tarif edilmistir (96,97).
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Ticari olarak hazirlanan fibrin yapistiricilarda enfeksiyon bulagma riski olmasi,
otolog fibrin yapistiricilarda ise hastadan cerrahi oncesi kan alinmasi, iiretiminin pahali
olmas1 kullanimini kisitlamaktadir. Klinikte daha ¢ok frontal siniis gibi yiik tagimayan
alanlarda ve kapama sirasinda periost ile kemik arasinda yapistirma i¢in kullanilmaktadar.
Ayrica fibrin yapistiricinin osteoindiiktif etkisi aragtirilmig, bazi ¢alismalarda osteoindiiktif
etkisi olmadigi gosterilmis olmasina ragmen diger calismalarda ise osteoindiiktif etkisi
oldugu gosterilmistir. Bu 0Ozelliginden yararlanmak amaciyla da kemik greftleri veya

benzeri diger tiriinler ile birlikte kullanilmas1 dnerilmektedir (98-103).

2.6.11. Trombosit Zengin Plazma (TZP)

Trombositler kemik iliginde megakaryositler i¢inde iiretilen 2-4 pm ¢apinda mitokondri ve
mRNA igermesine ragmen cekirdek igermeyen sitoplazma pargalaridir. Istirahat halinde
disk seklinde olmalarina ragmen aktive olduklarinda 5 um’ye kadar ulasabilen caplara
ulasabilmektedir. Istirahat halinde viicutta dalakta depo edilen trombositler periferik
dolasima salindiklarinda 8-10 giin siireyle canli kalmaktadirlar. Periferik yaymada yapilan
incelemelerde kiimeler halinde goriilen trombositler tek tek incelendiginde agik mavi
boyanan periferal ‘hyalomer’, mor graniiller ve mitokondriden olusan santral ‘graniilomer’

kisimlarindan olusur.

3

Hiicre 6rfl

(Junqueira L. C. ve Carneiro J. Basic Histology, 10th ed., McGraw-Hill, New York, Chapter eight, page:
145-6 , 2003’den alinmustistir).

Sekil 5: insan Trombosit Elektron Mikroskobik Fotografi (16).
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Trombositten zengin plazma giliniimiizde kas ve iskelet sistemi hastaliklarinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaya baslamis hastanin kendisinden hazirlanan bir kan
triintidiir. Trombositler yogunluk ve igeriklerine gore alfa, delta ve lambda graniilleri
icermektedir ve bu icerikleri sayesinde alternatif bir tedavi yontemi olarak kullanilmaya
itilmistir (104). Trombositler kollajen veya trombin ve kalsiyuma maruz kaldiklarinda
graniilleri i¢indeki bu biiylime faktorlerini salgilarlar. Bu tedavi ile ilgili arasgtirmalar son

birkag yil i¢inde katlanarak ilerlemektedir.

Tablo 5: Trombosit Graniil icerikleri (104).

Alfa Graniil Delta Graniil (yogun cisim) | Lambda graniil (lizozomlar)
Glikoproteinler Niikleotidler Asit Proteazlar

* Fibronektin, vWF, « ATP,ADP « Katepsin D, E
Trombospondin,vb. * GTP,GDP » Karboksipeptidazlar
Hemostaz Faktorleri Aminler * Kollajenaz

* Fibrinojen, Faktor V, VII, | ¢ Serotonin * Asit Fosfataz

XI, XIII, Protein S, * Histamin * Arisiilfataz

Plazminojen,vb.
Hiicresel Mitojenler

* PDGF, TGF-8, EGF,
VEGF, FGF-II, vb.
Proteoglikanlar

* PF4, HRGP, PBP, vb.
Proteaz Inhibitorleri

Albumin-

immiinglobulinler

Cift degerlikli Katyonlar
 Kalsiyum

* Magnezyum

Glikohidrolazlar
* Heparinaz

* Digerleri

Rendu F, Brohard-Bohn B: The platelet release reaction: granules constituents, secretion and functions.

Platelets 12(5): 261-273, 2001° den alinmustir.).
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Trombositler icerdikleri bu biiyiime faktorleri sayesinde kemik iyilesmesinde
onemli etkileri bulunurken, diger yandan salinan ADP ve Tromboksan A2 gibi molekiiller
ile adezyon saglayarak pihtilasma mekanizmasinda rol almaktadir (105,108).

Alfa Graniiller: 200-400 nm capinda tek kat membranli biiyiik organeller olup,
sayisal olarak da trombositlerin major graniilleridir. Alfa graniillerin hemostaz,
enflamasyon, kemik ve yara iyilesmesinde gorevli pek ¢ok protein ve biliylime faktoriinii
igermesi; trombositlerin yogunlastirilarak klinikte yara, kemik iyilesmesi gibi alanlarda
kullaniminin giindeme gelmesine neden olmustur.

Delta Graniiller (Yogun Cisimler): 250-300 nm ¢apinda kalsiyum, pirofosfat,
ADP, ATP gibi molekiilleri igerir, serotonin deposu olarak gérev yapar.

Lambda Graniiller (Lizozomlar): 175-250 nm c¢apinda olup iginde asit
hidrolazlar gibi lizozomal enzimleri ve ayrica bakterisidal etkisi olan glikozidaz, proteaz
gibi proteinleri de igerirler.

1990’ lardan beri anlagilmistir ki yara, yaumusak doku ve kemik iyilesmesindeki
normal siliregte artan veya sentezi uyarilarin kan komponentlerinin biiylik etkisi vardir. (
fibrin, fibronektin, trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF), transforme edici biiylime
faktorii B (TGF PB) gibi) Bu proteinler kemotaksi, ¢ogalma ve farklilasma, debrislerin
temizlenmesi ve anjiogenez gibi doku iyilesmesinin ¢esitli asamalarinda gérev almaktadir.

Iyilesme siireci bir dizi hiicre-hiicre ve hiicre-makromolekiil arasi etkilesimleri
gerektirir. Normal bir yara iyilesmesinde pek ¢ok biiylime faktorii bolgedeki ve komsu
bolgelerdeki hiicrelerin aktivasyonlarinin diizenlenmesinde rol oynar (106). Cerrahi
sonrasinda trombositler aktive olurlar ve yara bolgesinde stabil bir pihtt meydana getirirler
(107,108). Bunu takiben trombositler degraniilasyona ugrayarak iyilesme ve formasyon
stirecini hizlandirmak i¢in ortama bir takim biliylime faktorleri salgilarlar (109).
Osteoblastlarin ve osteoklastlarin gelisimleri ve farklilagmalarinin, hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks etkilesimlerini dengeleyen adhezyon molekiilleri ile oldugu kadar, biiylime
faktorleri ve sitokinler tarafindan da diizenlendigi bilinmektedir.

Trombositten zengin plazmada trombositlerin aktive olmasiyla salinan Platelet
Derived Growth Factor (PDGF), Transforming Growth Factor (TGF), Vascular Endotelial
Growth Factor (VEGF), Insulin Like Growth Factor (IGF) ve Epidermal Growth Factor
(EGF) olarak adlandirilan biiyiime faktorleri bulunmaktadir. Bu proteinlerin hepsi de ayri
ayr1 histopromotif proteinlerdir. Bunlar hiicresel kemotaksi, ¢ogalma, farklilagma,
debrislerin uzaklastirilmasi, anjiogenez ve ekstraseliiler matriks olusumu gibi hiicre

tyilesmesinin bircok basamaginda gérev almaktadirlar (96, 110).

28



Yapilan calismalara TZP’nin o6zellikle PDGF ve TGF-f’dan zengin oldugu
gosterilmistir (109). PDGF’ in en 6nemli aktiviteleri arasinda mitogenez, anjiyogenez ve
makrofaj aktivasyonu oldugu bildirilmistir (109). Osteoblast Onciilerinin kemotaksi ve
mitogenez stimiilasyonu, osteoblastlardan kollajen matrix saliniminin stimiilasyonu, kemik
rezorbsiyonu ve osteoklastik formasyonun inhibisyonu ise TGF-B’ larmn en Onemli
fonksiyonlar1 olarak bildirilmistir (109). TGF-$ ve PDGF kadar olmasa da, IGF ve FGF’ler
gibi biiylime faktorlerinin de osteoblast proliferasyonunu uyardiklar1 bilinmektedir
(76,109,111). Ayrica yapilan ¢alismalarda PDGF, TGF ve IGF gibi biiylime faktorlerinin
kombine uygulamalarda sinerjistik etkileserek tek tek uygulamalarina kiyasla daha olumlu
sonuclara yol agtiklar1 goriilmistir (112,113). Kiiltiire edilmis yetigkin insan
osteoblastlarinda maksimum proliferasyonun ise PDGF, IGF-1, TGF-B ve EGF’in
kombinasyonlarinda goriildiigi bildirilmistir (114).

Trombositten zengin plazma bazal seviyenin istiinde trombosit igeren,
l6kositlerden arindirilmis otolog kan plazma bdliimii olarak tanimlanabilir. (76,128)
Trombositten zengin plazma yiiksek miktarda trombosit igermesinin yani sira sekretuar
proteinler ve tiim piht1 faktorlerini de igerir. Normal trombosit sayist 150,000/ul ve
350,000/ul arasindadir, ortalama da 200,000/ pl’dir. Bazi arastirmacilar taban seviyeye
gore iic ila bes katlik bir orandan bahsetmektedir (115). Kemik ve yumusak doku
tyilesmesinde 1,000,000 trombosit/ ul’yi iceren Sml voliimiindeki plazmadan olusan TZP
kullanildiginda gelisme bilimsel olarak kanitlanmistir (116,121). TZP uygulamas: ile
mezenkim hiicrelerin gocli ve ¢ogalmast saglanirken, yliksek dozda uygulama ile
hiicrelerde smirli farklilasmalara da sebep olabildigi iddia edilmistir (117). Tsay ve
arkadaglari, TZP  igerisindeki  biiylime  faktorlerini ELISA  yontemi ile
degerlendirdiklerinde, PDGF oraninda 30 kat, TGF-f’da ise 7 kat artis bulduklarim
bildirmislerdir (118).

TZP’nin biiylime faktorii igerigi ile vendz kandaki ya da TZP igerigindeki trombosit
sayimi arasinda iyi bir korelasyon bulunamadigir bildirilmistir (119). Weibrich ve
arkadaglar1 2003 yilinda yaymnladiklar1 caligmalarinda, 21-62 yaglar1 arasindaki 115
sistemik saglikli vericilerden elde edilen periferal vendz kan 6rneklerini ve bu drneklerden
2 farkli yontem ile elde edilen TZP preparasyonlarini trombosit, 16kosit ve biiyiime
faktorleri agisindan degerlendirmislerdir (119). Arastirmacilar, ne vendz kan 6rnegindeki,
ne de hazirlanan TZP’deki trombosit sayimlarinin herhangi bir TZP preparasyonu
icerisindeki final biliylime faktdrii miktarin1  tahmin etmede kullanilamayacagin

bildirmiglerdir (120). Kan verenlerin yas1 ya da cinsiyeti ile trombosit sayimlar1 ya da
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biliylime faktorli miktarlar1 arasinda da bir iliski saptanamamistir (119). Trombositler ve
TZP igerigindeki biiylime faktorii i¢eriginin heniiz tanimlanamamis baska faktorlere bagh
olabilecegi ileri siirtilmiistir.

Trombositten zengin plazma hazirlamak i¢in farkli santrifiij hizlar1 tanimlanmistir
ki burada amac¢ 16kosit birakmamaktir. Yavas santrifiij sonrasinda en altta kirmizi kan
hiicreleri ve onun {istliinde 16kositlerin oldugu tabaka onunda iistiinde ise “’buffy coat™
denen ve trombositten zengin plazma elde edilen tabaka bulunur (76). Smart PReP
(Harvest Technologies, Norwell MA), Plasma Seal (Plasma Seal, San Francisco, CA),
Platelet Concentrator (Implant Innovations, Inc. 3i, West Palm Beach, FL) ticari olarak
kullanima sunulmus, santrifiij teknolojisini kullanarak TZP hazirlayabilen cihazlardir.

Biiyiime faktorlerinin kullanimi 1990°1h yillarda plastik cerrahide 6zellikle
maksillofasyal cerrahide kullanima girmistir (121). Ortopedik cerrahide kullanimi ise son
on yil i¢cinde ozellikle kemik greftleri ile yapilan spinal fiizyon cerrahilerinde ve kirik
iyilesmesi iizerine olan calismalarla baslanmigtir (122). Kirik iyilesmesini hizlandirmasi
konusundaki potansiyel faydalari {izerine tartismalar halen devam etse de (123), kas ve
tendon yaralanmalar1 ve dejenerasyonlarinin tedavilerinde TZP enjeksiyonu kullanimi giin
gectikge artan klinik ve laboratuvar kanitlari ile desteklenmektedir (122).

Operasyon Oncesinde hastadan alinacak kan miktar1 uygulamanin yapilacagi kemik
defekti bolgesinin genisligine gore ve TZP hazirlanmasinda kullanilacak yonteme gore
farkliliklar gosterebilir (120). TZP hazirlanis siiresi de kullanilan yonteme bagli olarak
degismekle birlikte ortalama 20-30 dakika alan bir islemdir.

TZP’nin PDGF ve TGF-f igeriginin uzun saklama periyodlarinda azaldigi ve kan
alim1 sonrasinda 4 saat ile 3 giin arasinda hiicre biiylimesini uyarict etkilerinin kademeli
olarak azaldigr bildirilmistir (124). Trombositlerin agregasyon cevaplarinda da
saklandiklar stire¢ i¢inde belirgin bir diisiis saptandig1 rapor edilmistir (125). Kisinin kendi
kanindan hazirlanan TZP materyalinin, hazirlandiktan sonra en kisa zaman icinde
kullanilmast  gerektigi, ozellikle ilk 6 saat igerisinde kullaniminin materyal
kontaminasyonu ve hastalik tasiyicilign risklerini diisiik tutmada Onemli oldugu
bildirilmistir (126).

TZP’nin etki siiresini kesin olarak bildiren bir yayin literatiir bilgilerimiz dahilinde
mevcut degildir. Trombositlerin degraniilasyonu ve biiylime faktorlerinin saliiminin ilk 3-
5 giinde oldugu ve biiylime faktorlerinin aktivitesinin de bu yiizden 7-10 giin oldugu ileri
stirlilmiistiir (127). Trombositlerin ve dolayistyla trombosit degraniilasyonu sirasinda agiga

cikan biiyiime faktorlerinin direkt etkilerinin ortalama olarak ilk 5-6 giinden sonra yavas
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yavas kaybolacagi, ancak aktif osteoblastlarin dmriiniin yaklasik 3 ay oldugu (111) goz
Online alindiginda, kemik tamirinin fizyolojik mekanizmasimin kemik rejenerasyonu
yoniinde hizlanmis bir sekilde devam edecegi 6ne siiriilmiistiir.

TZP’nin daha 6nce nasil hazirlandigi 2007’ de Nagae tarafindan anlatilmistir. 12
haftalik 3 adet rat TZP hazirlanmak iizere sakrifiye edildi. Her bir ratdan 2.0 ml
koagiilasyonu engelleyici asit sitrat dekstroz igeren enjektorlere yirmi mililitre taze kan
alindi. Toplam 60 mL tam kan 1500rpm (250g)’de 10 dakika santrifiij edildi. Takibinde
plazma kismi toplandi ve 3000 rpm(1000g)’de 10 dakika daha santrifiij edilerek
trombositler ¢okertildi.  Santriflij tlpliniin dibinde ¢6kelmis olan trombositler 300
mikrolitre supernatant (trombositten fakir plazma) ile TZP elde etmek icin toplandi.
Trombosit sayisi tam kanda, TZP’de ve trombositten fakir plazma(PPP)da ol¢iildii(tim
Ol¢iimler FALCO’da yapildi, Japon). Elde edilen TZP, tendondaki yarali bdlgede
kullanilacagi zamana kadar -80 santigrat derecede saklandi. TZP’deki biiylime
faktorlerinin  konsantrasyonunu  dogrulamak i¢in ayrica TGF-f1 ve PDGF
konsantrasyonlari periferik kan, TZP ve PPP’de ELISA yontemi ile dl¢iildii.

Bir bagka yontemde Per Aspenberg ve Olena Virchenko’nun 2004 yilinda ratlar
lizerinde yaptig1 caligmada tanimlanmistir. Tiim kanlar disi Sprague-Dawley sicanlardan
(200gr) kalplerinden toplandi. Alinan kanlar hizlica antikoagiilana eklendi, Daha sonra kan
220g de 20 dakika santrifiij edilir. Siipernatan, trombositten zengin plazmanin oldugu
kisim, 480 g’de 20 dakika daha santrifiij edildi. Bu ikinci santrifiijiin ¢oken kismi toplandi
ve trombosit konsantrasyonu Biirkner ¢emberinde litrede 1.5x10'* olana kadar siipernatan
kisim ile diliie edildi. Trombosit konsantrasyonu 20 U /L (200 {iinite /mL) trombin
eklenerek aktive edildi. Graft versus host reaksiyonunu engellemek ig¢in, trombosit
konsantrasyonuna uluslararasi kan toplama standartlarina gore beyaz kiireleri inaktive edici
25 Gy ile irradyasyon uygulandi. Cerrahi uygulanana kadar maksimum 24 saat +4 °C’de
saklandi. Cerrahiden 6 saat sonra 50 pL trombosit konsantrasyonu enjekte edildi. 2007°de
Nisper H. O.’ niin makalesinde de TZP hazirlanmasma deginilmistir. Koagiilasyonu
onlemek i¢in antikoagiilan citrate dextrose phosphate (ACDA) veya Na sitrat ihtiva eden
enjektore hastanin kam ilave edilerek diisiik devirde 10-15 dakika santriifiije edilir.
Boylece trombosit iceren plazma alyuvarlardan ayrilir. Elde edilen plazmaya antikoagiilan
(ACDA veya Na sitrat) eklenir ve yiiksek devirde 10-15 dakika santriifiije edilerek
trombositler ayrilarak iistte kalan plazma uzaklastirilird: ve béylece TZP hazir hale geldi.

Hangi antikoagiilan kullanilacagin1 ise s$Oyle aciklanabilmektedir: klinikte

kullanilan birgok antikoagiilan mevcut olmasina ragmen sadece ikisi trombositlerin
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metabolik ihtiyaglarint karsilar ve hasar gormeden yagamini devam ettirmesini destekler.
Trombositlerin yasamasini destekleyici en iyi antikoagiilan sitrat dekstrozdur (128). Sitrat
kalsiyumu baglayarak antikoagiilasyon saglar. Dekstroz, tamponlar ve diger iceriklerde
trombosit metabolizmasim1 destekler. Sitrat dekstroz-A, kan bankalarinda trombosit
transfiizyonlarinda trombositi canli tutmak adma tercih edilen antikoagiilandir. Sitrat
Fosfat Dekstroz da TZP elde etmede oldukc¢a kullanighdir (128). Sitrat dekstroz-A’ya
benzer ancak destekleyici igerik daha azdir bu nedenle trombosit yasamini korumada %10
daha az etkilidir (128).

Doku rejenerasyonu agisindan TZP kullanimi klinisyenler ve aragtirmacilar igin
gelismekte olan bir alandir ve ¢esitli cerrahi uygulamalarda da kullanilmaya baslamistir.
Her ne kadar i¢indeki biiyiime faktorleri ve mekanizmalari tam olarak anlasilmamis olsa da
klinik uygulamalarda kolay kullanimi ve iyi sonuglar elde edilmesi, kanama kontrolii
saglamasi, doku iyilesmesini ve kemik rejenerasyonunu hizlandirmasi TZP i¢in {imit verici
yonleridir (12). TZP’ nin 6nemli bir 6zelligi de hastanin kendi kanindan hazirlantyor
olmasi nedeniyle immiinojenik olmamasi ve enfeksiyon bulas riski olmamasidir.
Trombositten zengin plazmanin ortopedik cerrahiler, spor hekimligi, spinal cerrahiler,
kraniofasyal ve periodental cerrahiler gibi genis bir alanlarda kullanimiyla ilgili ¢aligmalar
yapitlmistir. Bu c¢alismalarin bircogunda klinik kullanimi destekleyen giiclii kanitlar
bulunmus olmasina ragmen bir bdliimiindeki sonuglar yalniz anekdot olarak kalmis
bazilarinda ise sadece birka¢ kontrol grubu ile ¢alisilmis zayif calismalardir.

TZP’nin rejeneratif potansiyeli ve dental implantlarin osteointegrasyonu tlizerindeki
etkilerinin incelendigi hayvan calismalarinda otojen kemik ve TZP kullaniminda anlaml
miktarda kemik yogunlugu gozledigini (129) ve dental implantlarin osteointegrasyonunun
artabilecegi bildirilmektedir (130).

TZP’nin ksenojenik kemikle kullaniminda kemik mineral yogunlugunda anlaml1 bir
farkliligin izlenmedigi, demineralize kurutulmus kemik matriksi ile kullaniminda ise
implant kemik yiizeyindeki temasin arttigi (130) bildirilmektedir. Zechner ve ark.
domuzlarda TZP’nin implant kemik temasinin 3, 6 ve 12. haftalardaki etkinligini inceledigi
caligmasinda; 3. ve 6. haftalarda implant kemik temasinin arttifi ve TZP’nin iyilesmenin
erken donemlerinden itibaren etkili oldugunu gozlemlemistir (131). Yapilan baska bir
calismada ise Aghaloo ve Butterfield ise kemik greftleriyle yaptiklar1 deneysel hayvan
calismalarinda TZP nin iistiinligiini gosterememislerdir (129,132). Marx tek basina kemik

grefti uygulamasi ile kemik grefti + TZP uygulamasini karsilagtirdiginda, ikili uygulamada
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kemik dansitesinde, kemik bi¢cimlenmesinin hiz ve derecesinde artis saptamis ve bunun
PDGF ve TGF-f sayesinde oldugunu belirtmistir (109,128,133).

Thor ve arkadaslar1 otojen kemik grefti ve TZP kullandig1 ¢alismasinda, TZP’li
grupta 3. ayda anlamli miktarda yeni kemik olusumu goézlenirken 6. ayda ise herhangi bir
farkliligin bulunmadigini rapor etmektedir (134).

Kemik ve yara iyilesmesine katkilar1 nedeniyle lumbar spinal flizyon hastalarinda
otogreft ve hidroksiapatitle birlikte kullanilmis ve basarili sonuglar yaninda olumsuz
sonuglar da yayilanmistir (76).

Siebrecht ve Aspenberg yaptiklar1 ¢aligmalarda TZP’nin por6z hidroksiapatit igine
kemik ilerlemesini ve kemik olusumunu arttirdigin1 gosteren, sigcan asil tendonunda yaptigi
calismada da TZP uygulanan tendon defektinin tendon kopma kuvvetinde ve tendon
kallusunda artis saptamistir. Ligamanlar {lizerinde de benzer etkileri saptanmis ve
artroskopik cerrahide kullanimi 6nerilmistir (136).

Oftalmolojik cerrahide makiiler deliklerin kapatilmasinda basarili sonuglar
bildirilmis (137) fakat TZP’nin makiiler deliklerin tamirinde kullanildigi baska bir
arastirmada, Paques, uzun donemde iyilesmis olan deliklerin tekrar acildigini rapor etmistir
(138), tavsanlarda retinal yaralanmalarda hiicresel cevabi arttirdigi gosterilmistir (76).

Plastik cerrahide meme kiiciiltme, karin ve yiiz germe gibi islemlerde kullanilmis
ve postoperatif donemde hematom, ekimoz, seroma olusumu, dren siiresinde kisalma gibi
olumlu sonuglar1 rapor edilmistir (12,139). Son dénemde yapilan yayinlarda TZP’nin
igerdigi bir¢ok bliylime faktorii sayesinde in vivo tendon ve ligament iyilesmesi lizerine
olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (140). TGF-B° nin tendon kilifi {izerindeki
fibroblastlarda tip I kollajen yapimin arttirdig1 gosterilmistir (141).

Insanlar iizerinde yapilan in vivo galigmalarda cerrahi yapilmaksizin tedavi edilen
kronik dirsek tendinosisli hastalarda TZP’nin cerrahiye alternatif bir tedavi oldugu
gosterilmistir. Mishra’nin serilerinde on bes inatci lateral epikondilit hastasinda yapilan tek
doz TZP enjeksiyonu ile komplikasyon olmaksizin iyilesme oldugu gosterilmistir (142).
Yapilan baska bir calismada ise alt1 aylik kortizon ve TZP’ nin karsilagtirmali sonuglarinda
Mishra’nin sonuglariyla tutarli olarak kronik tenisci dirseginde TZP ile iyi sonuglar
raporlanmistir (142). Kon ve arkadaglarinin kronik patellar tendiniti olan yirmi erkek atlet
tizerinde 15 giinde yapilan {i¢ ayr1 TZP enjeksiyonu sonrasinda olumlu sonuglar alinmistir (
143). Sanches ve arkadaslarinin yaptig1 bir prospektif bir calismada ise 20 profesyonel
atletin yirmi iki kas yaralanmasina ultrason esliginde yapilan TZP enjeksiyonu sonucu

fibrosis gelismeden iyilesme oldugu bildirilmistir (144).
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Cerrahi iglemler sirasinda da TZP kullanimi ile ilgili calismalar yapilmistir.
Sanches ve arkadaglarmin on iki akut asil tendon tamiri yapilan hastadan altisinda TZP
injeksiyonu yapilmis ve enjeksiyon yapilan hastalarda erken fonksiyonel restorasyon erken
ROM doniisii ve erken donemde yiiriiyilise basladig1 ve kontrol grubuna gore daha az skar
dokusu gelistigi bildirilmistir (145).

Randelli ve arkadaglar1 TZP’nin giivenlik ve sonuglart iizerine TZP ile augmente
edilmis artroskopik rotator kaf tamiri sonuglarini yayinlamislar, komplikasyon gelismemis
ve iki y1lin sonunda hastalarda istatiksel olarak olumlu sonuglar bulmuslardir (146).

Everts ve arkadaglarinin yaptigt randomize kontrolli bir c¢aligmada agik
subakromial dekompresyon ve TZP enjeksiyonu yapilan caligmalarini yaymlamislar ve
sonug olarak da TZP ile tedavi edilen hastalarda istatiksel olarak daha hizli iyilesme, daha
az medikal tedavi gereksinimi, daha fazla ROM ve daha hizli giinliik aktivitelere doniis
gorismistiir (147).

Sanchez ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada da 2 cm den biiyilik artikiiler
kikirdak aviilsiyonu olan hastalara K teli ile tespit ve TZP enjeksiyonu yapilmis ve
hastalarda miikemmel sonuclar elde edilmistir. 18 ay sonunda yapilan MR

goriintiilemelerinde de kikirdagin tamamen iyilestigi gosterilmistir (145).

2.7. Deneysel Hayvan Modelleri

Gilintimiizde ortopedi ve travmatolojide kullanilan tedavi yontemlerinin bir kismi, ampirik
bulgularm birikmesi ile olusan tecriibelerden ibarettir. Ornegin artroplasti cerrahilerinde
bugiinkii teknolojiye, yillar boyu insanlar iizerinde yapilan ve etik olmayan yanlis
denemeler sayesinde ulasilmistir. Ayrica osteoporoz, romatoid artrit, osteoartrit vb gibi
klinik tablolarin halen ideal ¢oziimleri yoktur. Coziim bekleyen medikal problemleri
arastirmak icin yapilan klinik ¢caligmalarin genel sorunlar1 olarak; (149)

1. Etik unsurlar (Hastalardan aydinlatilmis onam alinmasi yetmez. Mutlaka etik kurul izni
alinmalidir),

2. Uygun ve homojen kontrol grubu olusturamamak,

3. Hasta popiilasyonunun homojen olmamasi, ¢ok sayida degiskenin varligi,

4. Belli hastaliklarda hasta sayisinin istatistiksel anlam olusturmayacak kadar az olmasi,

5. Randomize, ¢ift kor ¢alisma yapmakta karsilagilan sikintilar (6rnegin farkli cerrahi

girisimlerin sonuglarini karsilagtiracaginiz bir ¢alismada cerrahin kor birakilmamasi gibi)
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Sonu¢ olarak arasgtirma ¢alismalarinda uygun model arayislari, ortopedistleri
deneysel hayvan modellerine yonlendirmistir.

Kemigin temel biyolojisi ve kirik iyilesmesi ile ilgili temel bilgiler deney
hayvanlar1 le yapilan deneylere dayanmaktadir. Fare, rat gibi kemirgenlerin iskelet
sistemlerinde haversiyan sistemleri olmamasi ve anatomik olarak da daha kiiciik olmalari
onlar ile yapilan deneyler i¢in bir dezavantajdir. Tavsan, kedi gibi daha st filo genetik
siniflara yiikseldik¢e haversiyan sistemi ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica her tiir i¢in kullanilan
ilaglar ve dozlarda farkhidir. Ornegin; kopeklerde gastrointestinal sistem yan etkileri
nedeniyle antiinflamatuar ilaclar diisiik dozlarda kullanilmalidir. Kedilerde glukoronil
transferaz enzim eksikligi nedeniyle aspirin gibi ilaglar kullanilamaz. Ayrica aspirin ve
indometazinin ratlarda kirik iyilesmesini uzattigi gosterilmistir. Kemoterapi, radyoterapi
gibi tedaviler kirik iyilesmesini olumsuz etkileyecektir. Ratlar le yapilan deneylerde
internal fiksasyon sansit zordur, ayrica kemiklerin dayanirhk ve sertligini de
degerlendirmek in vivo olarak zordur. Kemiklerin kiiciik olmasi nedeniyle ayni kemikten
biyoloji, histoloji ve mekanik degerlendirme gibi farkli calismalar i¢in 6rnek almak her
zaman miimkiin olmayabilir. Bu nedenle deneye baslamadan 6nce pilot ¢alisma yapilmali

ve buna gore de deney hayvan sayisi belirlenmelidir (150,151).

2.7.1. Kemik Modelleri

Fare, si¢an, tavsan, kopek ve koyunda tibia, femur, radius ve mandibula kemikleri icin
kullanilmaktadir.

Kirik Iyilesmesi Modelleri: En ¢ok kullamlan denekler rat, tavsan ve kopektir.
Sprague- Dawley tipi ratlarin femurlarinin, insan femurlarina gore farkli morfolojik
ozellikleri vardir (yiiksek bas boyun ve anteversiyon agisi, ince korteks ve ince medulla
cap1). Wistar tipi ratlarin femurlar1 ise insaninkine daha yakin morfolojiye sahiptir(152).
Bu yiizden kirik iyilesmesi calismalarinda Wistar tipi ratlar tercih edilmelidir. Fakat
bilinmelidir ki kemirgenlerin iskelet sisteminde haversiyan kanallar1 yoktur ve bu yiizden
kirik hattinda remodelasyon islemi farklidir. Haversiyan sistem remodelasyonunu
arastirmak icin tavsan ve kopekler daha uygun hayvanlardir (151).

Ge¢ Kaynama ve Kaynamama: Ge¢ kaynama modeli olarak ratlarda Lu C ve
arkadaglarinin tanimladig1 femoral arter rezeksiyonu ile olusturulan iskemi zemininde tibia
kirigr modeli kullanilabilir (153). Deney hayvanlarinda kaynamama saglamak zordur.

Genelde kirik hattindan rezeksiyon yapilarak modeller olusturularak bonvaks ile kirik
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uclarinin kapatilmasi kaynamama modeli olarak sunulmustur (154). Kemik rezeksiyonu
sonrasi internal-eksternal tespit de uygulanabilir (155). Kirik hattindan proksimal ve distale
dogru periostu 2 mm koterize etmek veya siyirmak da  “kaynamama” olusturan
modellerdir.

Eklem Modelleri: Rat, tavsan, koyun, kdpek ve kegiler 6zellikle diz eklemleri ile

kullanilmaktadir.

2.7.2. Kikirdak Iyilesmesi Modelleri

Kikirdak iyilesmesini arastirmak i¢in yillardir kullanilan modeller, genellikle hayvanlarin
femur medial kondil ya da tibia plato kikirdaginda tam kat (1-5 mm c¢apli) defekt yapmak
seklindedir (156,157). Bu defektler artrotomi ile ya da artroskopik olarak biyopsi punclar
yardimiyla yapilabilir. Bu modellerin en biiyilik sikintist kaybin derinligini ayarlamak igin
standart cihazlar olusturamamaktir. Ciinki kikirdak iyilesmesini etkileyen faktorler hem
kaybin biiyiikliigli hem de derinligidir. Olusturulan defektin (biiyilikligii genellikle 2x2
mm) derinligi tavsanlarda 0.5 mm den az, kdpeklerde ise 1 mm kadar olabilmektedir (158).
Ayrica hayvanlarin diz biyomekanigi insan dizinden ¢ok farklidir. Fakat yine de bu
deneylerden elde edilen sonuglar insan eklem kikirdagi tamiri i¢in yol gosterici olmustur.
Tam kat olmayan parsiyel kikirdak kaybi olan calismalar i¢in Lu Y ve arkadaslarinin
koyunlarda olusturduklar1 artroskopik, parsiyel (200 microm) defekt ( 1.5X1.5CI1’12) modeli
kullanilabilir (159). Kikirdakta kiint travma olusturmak icin Milentijevic D ve
arkadaslarinin kullandigi Rabbit Impact Test System (RITS) ideal bir modeldir. Bu
modelde tavsan bir frame i¢inde sabitlenerek femoral kondil cerrahi olarak ekspoze edilir

ve impaktor bu noktaya hedeflenerek travma gerceklestirilir (160).

2.7.3. Tendon Modelleri

Rat (Asil ve kuyruk tendonu) ,tavsan (Asil tendonu), kdpek (Asil, peroneal ve ayak derin
fleksorleri) ve tavuk (Asil, Ayak fleksor tendonlar ) kullanilmaktadir.

A) Tendon Iyilesmesi Modeleri: Tendon iyilesmesini ve yapisiklik gelisip
gelismedigini inceleyen caligsmalar i¢in komplet ya da parsiyel tenotomi, greft alinmasi,
defekt yaratilmas: gibi modeller tanimlanmistir (161,162). Cerrahi girisim sonrasi
deneklerin ekstremitelerini al¢1 vb. metotlar ile tespit etme gereksinim yoktur. En sik

kullanilan model tavsan asil tendonu modelidir. Tavsan asil tendonu ile insan asil tendonu
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benzerligini USG, MRG ile arastiran bir ¢alismada tavsanda soleus kasi olmadigi ve
tavsandaki flexor digitorum superficialis tendonunun asil tendonu kadar genis oldugu
ortaya konmustur. Deney sonucglart  genellikle makroskopik, histolojik ve
biyomekanik(yiiklenme-deformasyon; siklik yliklenme-deformasyon testleri) olarak
degerlendirilir (163).

B) Tendinozis modelleri: Ekstrinsik basi (impingement) ile olusturulan tendinozis
modeli olarak ratlarda rotator kaf tendinozis modeli tanimlanmistir. Akromiyona fasya-tendon
allogrefti sararak subakromial mesafeyi daraltmak seklinde uygulanir (164). Asir1 kullanima
bagl olusan tendinozis arastirmalari i¢in ratlarmn 1 saat/giin, 5 giin/hafta siklikta 6zel kosu
bantlarinda kosturulmas1 modeli tanimlanmistir (165). Bu tekniklerden farkli olarak tendinozis
olusturmak i¢in tendon igine kollajen liflerinde hasar yapan maddeler (Steroid , kollajenaz)

enjekte edilebilir (166,167).

2.7.4. Enfeksiyon Modelleri

Rat, fare, tavsan ve kopekler bu modeller i¢in kullanilmaktadir.

Klinik olgularda, enfeksiyonun ne zaman bagladigimi bilmek ve degiskenlere
(bagisiklik sistemi, bakteri viriilanst vb.) miidahale edebilmek sansi olmadigi i¢in kontrollii
caligmalar yapmak olast degildir. Bu durumda hayvan deneyleri, enfeksiyon patogenezi ve
tedavi seceneklerinin incelenebildigi en giivenilir yontemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Sonuglar histolojik, elektron mikroskobik ve mikrobiyolojik (kantitatif kiiltiirler) olarak
degerlendirilir. Kemik ve eklem enfeksiyonu modellerini ayr1 incelemek daha dogru olacaktir.

A) Osteomiyelit Modelleri: Deney hayvanlarinda osteomyelit olusturmak icin lokal
kemik hasar1 yapmak sarttir (168). Bu amagcla kemik igine sklerozan madde enjekte etmek,
yiiksek devirli burr gibi yontemler kullanilabilir. Kemik hasari sonrasinda bakterinin sistemik
veilmesi, lokal uygulanmasi veya onceden kolonize edilmis implant - yabanci cisim gibi
yontemlerle ve genellikle staf. aureus kullanilarak osteomyelit modeli olusturulur.

B) Septik Artit Modeli: Bu model icin en sik fareler kullanilir. Klinikte genelde
sistemik bulag nedeniyle enfeksiyon gelismesi nedeniyle farelerde kuyruk veninden Staf.

Aerus susu verilerek model olusturulur (169).
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2.7.5. Osteoporoz Modelleri

Bu model i¢in en ¢ok rat, koyun ve kopek kullanilmaktadir. Ratlarin kemik kitlesi, viicut
kitlelerine oranla zaten ¢ok azdir. Ayrica kansellz/kortikal oran1 insandakinden ¢ok daha az
olmasi nedeniyle senil osteoporoz deneyleri igin ideal degildirler. Kopek ve koyunlarin

haversian kanallar1 ise insaninkine benzer yapida oldugu i¢in daha uygun hayvanlardir (170).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Biilent Ecevit Univeristesi Rektorliigii Deney Hayvanlari Etik Kurulu
Bagkanligi’nin 27.05.2011 tarih ve 1564-2599 sayili izni ile Zonguldak Karaelmas
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezin’nde gerceklestirildi.

Calismada iskelet sistemi gelisimini tamamlamis Wistar albino tipi ratlar
kullanilmistir. Denekler arasi genetik farkliliklar1 azaltmak icin ratlarin tamami ayni
hayvan laboratuvarindan temin edilmistir.

Calismada 350-400 gr olan 52 adet Wistar tip erkek rat kullanildi. Deney
grubundaki tiim hayvanlar standart laboratuvar yemi ve musluk suyu ile beslendi. Ratlar
uygun kafeslerde 22+-2 derece sicaklikta ve 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ortamin
saglandig1 kosullarda barindirildi. Cerrahi sonrasinda tiim hayvanlara kendilerine ayrilmig
olan odaya alinip, ikili gruplar halinde kafeslere konularak uzman veteriner kontroliinde
izlenmistir. Calismanin ilk haftasinda kontrol grubundan 1 adet rat 6lmesi nedeniyle

deneyden ¢ikartild1.

Sekil 6: Kullandigimiz Ratlar.

Cerrahi islemler, anestezi altinda (rat basina 75 mg/kg intraperitoneal %10’luk

ketamin enjeksiyonu), ayni cerrah tarafinca uygulandi.
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Trombositten Zengin Plazma (TZP) hazirlamak i¢in gereken kan 75 mg/kg
intraperitoneal %10 ketamin (Ketalar - Pfizer) ile anestezi uygulanmis dort adet rattan

alinan intrakardiak alinan toplam 30 cc kadar kandan elde edildi.

3.1. Trombositten Zengin Plazma Hazirlanmasi

Trombositten Zengin Plazma hazirlamak i¢in gereken kan 75 mg/kg intraperitoneal %10
ketamin uygulanmasi sonrasinda ratlardan sternotomi sonrasinda intrakardiak toplam 30 cc
kadar kan alindi. Kanlar pihtilagmasini 6nlemek i¢in % 3.2’lik sodyum citrath tiipe alindu.
Alinan kanlar 6nce 3000 devirde 7 dakika santrifiij edilerek eritrositler tlipiin alt kisminda
toplanip plazma, trombositler vb. kan elemanlarinmn ayrildig1 goriildii. Ustte toplanan agik
sar1 renkli plazma ile alt tabakada kalan eritrositler arasinda kalmis olan trombositler ve
beyaz kiireler tarafinca olusturulmus ‘buffy coat  izlendi. Uzerindeki plazma ile beraber
bu tabakada pipetler yardimiyla alindi ve bagka tiiplere konuldu. Ardindan bu sefer 4000
devirde 7 dakikalik ikinci santriflij yapildi. Bu islem sonunda Onceki santrifiij sayesinde
ayristirilan  trombosit ve plazmaya karisan eritrositlerin dibe ¢oktiigii, trombositlerin
eritrositlerin {izerinde yine beyaz ince bir tabaka olusturdugu goriildii. Olusan trombositten

zengin plazma konsantresi ve trombosit fakir plazma ayristirilip farkl tiiplere alindi.

Sekil 7: Ratlardan Elde Edilen ve TZP icin Kullandigimiz %3.2’lik Sodyum Citrath
Tiipteki Kanlar.
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Sekil 8: Santifiij Aleti.

. k\I”- : -l“.l‘ﬂ?“ 1’

Sekil 9: ilk Santrifiij Sonras1 Kanlar.
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3 hr

IO 2200

Sekil 10: Ratlardan Elde Edilen TZP.

3.2. Deney Modeli ve Cerrahi islemler

Caligmamizda ratlara 75 mg/kg ketamin intraperitoneal infiizyonu sonrasinda uygun
anestezi derinligi sonrasinda ratlarin sag onkollar1 tiiylerden arindirildi, batikon ile cilt
temizligi yapildiktan sonra temiz ortii ile Ortiildii ve Onkol dorsalinden uzunlamasina
insizyon ile girildi. Cilt cilt alti, fasya ve kas tabakas1 gegcilerek radiusa ulasildi. Radius
kemik capinin iki kat1 kadar uzunlukta (5 mm kadar) segment ¢ikarildi ve cerrahi islemler
sonrasinda cilt primer kapatilarak ratlar serbest birakildi. Interosseoz membran ve ulna
saglam birakildig1 i¢in herhangi bir tespit yontemi kullanilmasi gerekmemistir. Boylece
hem cerrahi islem basitlestirilmis hem de cerrahi islemler sonrasinda ratlarin bakim ve
beslenme ihtiyaglart azalmistir (171-175). On haftalik bekleme - iyilesme siireci sonunda
yiiksek doz ketamin ile yapilan anestezi sonrasinda intrakardiak yoldan kanlar1 alinarak
ratlar sakrifiye edildi ve ardindan 6nkollar1 diseke edilerek dirsek ve el bilegi eklemleri
dezartikiile edildi ve radius periostuna zarar vermeden ulna ile beraber eksize edildi.
Eksize edilen 6n kollar %10 luk formole konularak bekletildi ve ardindan dekalsifikasyon

islemi sonrasinda histolojik ve histomorfometrik inceleme yapildi.

Calismamizda deney gruplar su sekilde hazirlanmigtir;
1. Grup: Ratlarin 6nkolunda radiuslarindan segment ¢ikarilmis ve defektif alan bos
birakilmigtir.(Kontrol grubu)
2. Grup: Ratlarin 6nkolunda radiuslarindan segment cikarilmis ve defektif alana
allojenik kandan hazirlanan Trombositten Zengin Plazma ile greftlenmistir.(TZP

grubu)
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3. Grup: Ratlarin 6nkolunda radiuslarindan segment c¢ikarilmis ve defektif alan
Trombositten Zengin Plazma ve Demineralize Bone Matriks(DKM) (Ultra DBM-
Tissuenet-USA) ile greftlenmistir. (TZP-DKM kombinasyon grubu)

4. Grup: Ratlarin 6nkolunda Radiuslarindan segment c¢ikarilmis ve defektif alan

Demineralize Bone Matriks (DKM) ile greftlenmistir. (DKM grubu)
Her grup on iki adet rattan olugmustur. On haftalik iyilesme periyodu beklenmis ve
bu periyot sonunda ratlar yiiksek doz ketamin anestezisi altindan intrakardiyak yoldan

kanlar1 alinarak sakrifiye edilmistir (176).

Tablo 6: Deney Gruplari.

GRUP DEFEKT
1 Kontrol (Bos)
2 TZP
3 TZP+ DKM (DBM)
4 DKM (DBM)

Sekil 11: DBM (DKM).
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Sekil 12: Anestezi Sonras1 Ratin Cerrahiye Hazirlanmasi.

Sekil 13: Onkolun Tiiylerden Arindirilmis Cerrahi i¢cin Hazir Hali.
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Sekil 15: Onkola Dorsal Insizyon.
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Sekil 17: Insizyon Sonrasi Radiusun Diseksionu.
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Sekil 18: Radiusun Ortaya Konmasi.

Sekil 19: Radiusta Yapilan Defekt.
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Sekil 20: Defekte TZP Uygulanmasi.

Sekil 21: Defektin DKM ile Greftlenmesi.
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Sekil 23: Cerrahi islem Sonras: Rat.
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Sekil 24: Cerrahi islemler Sonrasi Ratlarin Barindirilmasi.

Sekil 25: Kemik Defekti Yapmak i¢in Kullandigimiz Kostatom.

3.3. Radyolojik Degerlendirme

On haftalik iyilesme periyodu sonrasinda feda edilen deneklerin her iki dirsekleri
dezartikiile edildikten sonra ait olduklar1 gruplara gore ayrilmistir ve her grubun
karsilastirmali anteroposterior ve lateral grafileri ¢cekilmistir.

Radyolojik degerlendirme; daha 6nce Cook (171) ve arkadaslari tarafinca anlatilmig
olan radyolojik degerlendirme tablosu kullanilarak yapilmistir (Tablo 7). Bu degerlendirme

tekniginin, daha once yapilan ¢alismalarda, deneyimli gézlemcilerin sonuglari ile uyumlu
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oldugu gosterilmis oldugundan, radyodansite 6l¢iimii icin 6zel bir ara¢ kullanilmamistir

(5,172,177,178).

Tablo 7: Radyolojik Degerlendirme Cetveli (179).

Radyoloji derecelendirme Puam
Defekt igerisinde radyodens degisiklik izleri yok 0
Defekt igerisinde radyodens degisiklik izleri 1
Yer yer kalsifikasyon gosteriyor, defektte kopriilesme yok 2
En az bir noktada kopriilesme var 3
Uniform kalsifikasyon ile medial ve lateral kenarda koprii var 4
3. derece ile ayni, ancak en az bir korteksde yeni kemik var 5
Defekt diizgiin kemik ile kaynamis, defekt goriilmiiyor 6

Salkeld S.L, Patron L.P, Barrack R.L, Cook S.D, The Effect of Osteogenic Protein-1 on the Healing of
Segmental Bone Defects Treated with Autograft or Allograft Bone, The Journal Of Bone & Joint Surgery
Jbjs.Org Volume 83-A - Number 6 - June 2001’ den alinmustir.

3.4. Histopatolojik Inceleme

Histopatolojik degerlendirme Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Laboratuvarinda yapilmistir. Degerlendirmeyi yapan patologa 6rneklerin ait oldugu gruplar
hakkinda bilgi verilmemistir. Materyaller {i¢ giin %10 luk formaldehit soliisyonunda fikse
edildikten sonra % 10 formik asit iceren dekalsifikasyon soliisyonunda 10 giin siire ile
bekletilmistir. Yeterli dekalsifikasyonun saglandigi goriildiikten sonra ornekler parafin
bloklara gomiilerek Sum kalinhiginda kesitler alinmis ve hematoksilen-eozin ile
boyanmistir. Salkeld ve arkadaslari tarafindan kullanilan histopatolojik degerlendirme
kriterleri kullanilarak deney hayvanlarinda olusturulan kemik defekti hatlarinda gelisen

tyilesme yanit1 degerlendirilmistir (179) (Tablo 8).
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Tablo 8: Histolojik Degerlendirme Cetveli (179).

Hic kaynama belirtisi yok 0
Fibroz kaynama 1
Kaynama kalitesi
Fibrokartilaj veya kartilaj kaynama 2
Mineralize kikirdak ve kemik kaynamasi 3
Tam kemik kaynamasi 4
Korteks olugumu yok 0
Korteks Geligimi -
orteks Gelisimi Dis kenarlarda yeni korteks yogunlasmasi 1
ve

Remodelling Belirgin dis korteks ve medulla olusumu 2
Korteks olusmus ancak kopriilesme yok 3
Defektin tam kopriilesmesi ve korteks olusumu 4
Yeni kemik olusumu yok Yeni kemik yok 0
Az miktarda yeni kemik ile inkorperasyon var 1
Orta miktarda yeni kemik ve inkorperasyon var 2

Yeni Kemik
olusumu Artmig yeni kemik olusu Yeni kemik var, erken remodelizasyon var 3
Belirgin yeni kemik 4
Iyi kemik inkorperasyonu ve yeni, kemik 5

. . Miikemmel kemik inkorperasyonu, ileri
Y kemik 6
ayetn yent kemt derecede remodelling

(Salkeld S.L, Patron L.P, Barrack R.L, Cook S.D, The Effect of Osteogenic Protein-1 on the Healing of
Segmental Bone Defects Treated with Autograft or Allograft Bone, The Journal Of Bone & Joint Surgery
Jbjs.Org Volume 83-A - Number 6 - June 2001’ den alinmustir. Salkeld ¢alismasinda oto ve allogreftler
kullanmis ve histopatolojik degerlendirme kriterleri arasinda greft inkorporasyonu da eklemistir fakat
calismamizda greft kullanmadigimiz i¢in Salkeld’1n kriterlerini modifiye ederek kullanilmistir.)

3.5. Istatistiksel Degerlendirme
[statistiksel degerlendirme bilgisayar ortaminda ve SPSS 18.0 (Customer number: 114094,

2012, SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) programi kullanilarak B.E.U Tip Fakiiltesi

Biyoistatistik A.D’ da yapildi. Degiskenler icin tanimlayici istatistikler ortanca (min-max)
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olarak ifade edildi. Radyolojik ve patolojik sonuglar bakimindan gruplarin
karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskal-Wallis varyans
analizi sonucunda gruplarin ikiserli karsilastirilmas1 Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon testi
ile yapildi. Sonuglar % 95 giiven araliginda degerlendirilmis ve p<0.05 degeri anlamh

kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tez calismamizda toplam 52 adet rat kullanilmis olup bunlardan dort tanesi deney yapim
asamasinda sakrifiye edilerek intrakardiak kanlari alinarak TZP hazirlanmistir. Kalan 48
adet denegimize tek Onkollarinda radiusta kemik defekti olusturulmus ve deney
gerceklestirilmistir. Sag onkolda interosse6z membranin intakt olmasi ve ulnanin saglam
olmasi nedeniyle herhangi bir tespite gerek duyulmamis olup diger Onkollar1 saglam
oldugu i¢in de ratlarda beslenme gibi konularda bir kisitlanma olmamustir. Deney siiresince
kontrol grubumuzdan 1 adet rat O6lmiis olup diger gruplarda herhangi bir kaybimiz
olmamistir ve ratlarda yara yeri enfeksiyonu veya baska bir komplikasyon gelismemistir.
Onuncu haftanin sonunda ratlar yiiksek doz anestezik verilerek sakrifiye edilmis ve

onkollar1 diseke edilerek patolojik incelemeye geclmistir.

4.1. Radyolojik Degerlendirme Bulgulari

Iyilesmenin radyolojik olarak degerlendirilmesinde kontrol grubu ile TZP grubu ve TZP
grubu ile TZP-DKM kombine grubu arasinda TZP lehine anlamli derecede fark
bulunmustur (p=0.007). Kontrol grubu ile TZP-DKM kombinasyon grubu arasinda anlamli
derecede fark bulunamamistir. Kontrol grubu ile DKM grubu arasinda anlamli derecede
fark bulunamamaistir. DKM grubu ile TZP-DKM kombinasyonu olan grup arasinda anlaml
derecede fark bulunamamistir. Radyolojik inceleme sonrasinda TZP grubunun en iyi

skorlara sahip oldugu gosterilmistir.
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Sekil 26: Kontrol grubu, 6nkol AP grafi

Sekil 27: TZP grubu, énkol AP grafi
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Sekil 28: TZP+DKM grubu, onkol AP grafi

Sekil 29: DKM, onkol AP grafi

Tablo 9: Calisma Gruplarinda Radyolojik Degerlendirme Skorlamasi Sonuclari.

degeriendirme | Kontrol TZP | TZPsDKM | DKM
bulgulari (n:11) (n:12) (n:12) (n:12)
Min 0 2 D) 3
Max 5 6 3 6
Median 2 4 3 3
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Sekil 30: Radyolojik Degerlendirme Sonuclarinin Grafiksel Dokiimii.

4.2. Histopatolojik Degerlendirme Bulgular:

Isik mikroskobu ile yapilan histopatolojik inceleme sonucunda elde edilen veriler istatiksel
olarak degerlendirilmistir. Histopatolojik degerlendirme 1-Kaynama kalitesi, 2-Korteks
gelisimi ve remodeling (yeniden sekillenme) 3-Yeni kemik olusumu parametrelerine gore
yapilmugtir.

Kaynama kalitesi agisindan gruplar arasinda anlamli derecede fark bulunmustur
(p<0.001). Kaynama kalitesi agisindan kontrol grubu ile TZP grubu arasinda anlamli
derecede fark bulunmustur. Kontrol grubu ile TZP- DKM kombine grubu arasinda anlamli
derecede fark bulunmugtur. TZP grubu ile DKM grubu arasinda anlamli derecede fark
bulunmustur. Kontrol grubu ile DKM grubu arasinda anlamli derecede fark
bulunamamistir. TZP grubu ile TZP-DKM grubu arasinda anlamli derecede fark
bulunamamistir. TZP —-DKM kombine grubu ile DKM grubu arasinda anlamli derecede

fark bulunamamustir.

Tablo 10: Salkeld Siniflamasina Gore Kaynama Kalitesi Skorlarinin Degerlendirme

Sonuglari.
Kaynama Kontrol TZP TZP +DKM DKM
kalitesi (n:11) (n:12) (n:12) (n:12)
Min 1 2 2 2
Max 3 4 3 3
Median 2 3 3 2
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Sekil 31: Salkeld Siniflamasina Gore Kaynama Kalitesi Skorlarimin Grafiksel

Dokiimii.

Korteks gelisimi ve remodeling (yeniden sekillenme) agisindan degerlendirildiginde
TZP grubu ile TZP-DKM kombine grubu arasinda anlamli derecede fark bulunmustur.
TZP-DKM kombine grubu ile DKM grubu arasinda sonuglar istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0.010). Kontrol grubu ile TZP grubu arasinda anlamli derecede fark
bulunamamaistir. Kontrol grubu ile TZP-DKM kombine grubu arasinda anlamli derecede
fark bulunamamistir. Kontrol grubu ile DKM grubu arasinda anlamli derecede fark
bulunamamistir. TZP grubu ile DKM grubu arasinda korteks gelisimi ve remodeling

agisindan anlamli derecede fark bulunamamustir.

Tablo 11: Salkeld Simiflamasina Gore Korteks Gelisimi ve Yeniden Sekillenme

Skorlarinin Degerlendirme Sonuglari.

ggl(;ﬁ(ie Kontrol TZP TZP+DKM DKM

remodeling (n:11) (n:12) (n:12) (n:12)
Min 0 1 0 0
Max 3 4 2 4
Median 1 D) 1 2.50
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Sekil 32: Salkeld Simiflamasina Gore Korteks Gelisimi ve Yeniden Sekillenme

Skorlarinin Degerlendirme Sonuglari.

Yeni kemik olusumu bakimindan kontrol grubu TZP grubu, TZP-DKM kombine

grubu ve DKM grubuna goére anlamli derecede diisiik bulunmus olup diger gruplar arasinda

anlami derecede fark bulunamamistir (p=0.003).

Tablo 12: Salkeld Smiflamasina Goére Yeni

Degerlendirme Sonuclari.

Kemik Olusumu Skorlarinin

Yeni kemik Kontrol TZP TZP+DKM DKM
olusumu (n:11) (n:12) (n:12) (n:12)
Min 0 1 1 1
Max 2 3 3 3
Median 1 2 2 2
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Sekil 33: Salkeld Smiflamasina Gore Yeni Kemik Olusumu

Degerlendirme Sonuc¢lariin Grafiksel Dokiimii.

Skorlariin

Sekil 34: Kontrol Grubuna Ait Ornekte Defekt Bolgesi Fibroz Doku (ok) ile

Dolmustur, Korteks Olusumu Yoktur.
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B) Korteks olusumu (ok) goriilmektedir.

Sekil 35: TZP Grubuna Ait Ornekler.
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Sekil 37: DKM Grubuna Ait Orneklerde Defekt Bolgesi Kartilajinoz Doku (ok) ile

Dolmus, Cevresinde Minimal Yeni Kemik Olusumu Gelismistir, Korteks

Olusumu Yoktur.
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5. TARTISMA

Ortopedi ve travmatoloji pratiginde segmenter kemik defektleri halen en biiyiik sorun
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Giiniimiizde bu soruna yonelikhalen evrensel olarak kabul
gormiis bir tedavi standarti da bulunmamaktadir. Bu duruma yonelik olarak uygulanan
giinceltedaviler hem morbidite hemde maliyet/yarar oran1 bakimindan tartismaya agiktir ve
yeni yaklasimlara ihtiya¢ duyuldugu asikardir. Bizde bu ¢alismamizda segmenter kemik
defekti tedavisinde yeni bir yaklagim oldugunu diisiindiigtimiiz TZP nin segmenter kemik
defekti iyilesmesi lizerine olan etkilerini inceledik.

Tez ¢alismamizin sonucunda radyolojik ve histopatolojik olarak segmenter kemik
defektinin iyilestirilmesinde kontrol grubuna gére TZP nin DKM kadar etkili oldugu fakat
birlikte kullaniminda ayni etkinin gézlemlenemedigi goriilmiistiir.

Kemik dokusu ile ilgilenen aragtirmacilar uzun yillardir kirik iyilesmesini
hizlandiracak, defektif kemik dokusunun hizlica kendiliginden kapanmasini saglayacak
veya daha biiyiikk defektlerde rekonstriikisyon ic¢in kullanilmak iizere kemik grefti veya
greft yerine kullanilabilecek ve daha hizli ve daha az komplikasyon ile kaynamaya ve
defektin dolmasina yardimci olacak yontemler iizerinde ¢alismaktadirlar. Bu ¢alismalar ile
basarili sonuglar elde edilmesine ragmen bu yontemlerin hala pratikte klinik kullanimlar
yaygin degildir.

Kemik metabolizmasinin bazi kimyasal ve metabolik etkenler yoluyla diizenlendigi
ve kirik kaynamasi silirecinde trombosit, makrofaj ve fibroblastlardan bazi peptidlerin
(bliyiime faktorleri) salgilandigi belirlenmistir. Bu proteinlerin de kirik iyilesmesi sirasinda
meydana gelen proliferasyon, diferansiasyon, migrasyon ve rezorbsiyon gibi hassas
dengeleri yonettigi bilinmektedir. Son yillarda gelisen rekombinant teknoloji ile birlikte bu
bliylime faktorlerinin {iretimi ve bunlar {izerine yapilan calismalarda artmistir. Bu
calismalarda en ¢ok TGF (Transforming Growth Factor) ailesinden olan BMP’ler (KMP-
Kemik Morfojenik Protein) lizerine yogunlasmis olmakla birlikte TGF-$, PDGF, VEGF,
FGF ve IGF kemik iyilesmesi lizerine olumlu etkileri oldugu gosterilmistir. Bunlarin
deneysel olarak kirk iyilesmesi tizerine olumlu etkileri gosterilmis fakat heniiz rutin klinik
kullanima girmemistir ki bunda da en biiyiik sebeplerden biri rekombinant teknolojinin
oldukca pahal1 olmasidir (6-8).

Dolagimdaki trombositlerin graniillerinde PDGF, VEGF, TGF Bl - 2, FGF gibi
birgok biiylime faktorii depolanmis olup ¢esitli uyaranlar vasitasiyla bunlar salinip aktive

olmaktadir. Elimizdeki bu bilgilerin 15181inda rekombinant teknoloji ile iiretilmesi oldukca
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maliyetli olan ve bu yiizden klinik kullanima girememis olan biiylime faktorlerinin kiginin
kendi ven6z kanindan alinip santrifiij edilerek ayristirilmasi ve kullanilmasi ile maliyetin
diisiiriilmesi amaclanmistir. Vendz kandan santrifiij yontemi ile elde edilen ve fibrinojende
iceren az miktarda plazma igerisinde siispansiyon halindeki trombositten zenginlestirilmis
plazma ile bir¢ok biiylime faktoriinii lokal olarak kirik bolgesine uygulanmasi ve bu sayede
bir¢ok biiylime faktoriiniin ayni1 anda etki gostermesi hedeflenmistir. Teorik olarak birgok
bliylime faktorii iceren TZP Smart PReP (Harvest Technologies, Norwell MA), Plasma
Seal (Plasma Seal, San Francisco, CA), Platelet Concentrator (Implant Innovations, Inc. 3i,
West Palm Beach, FL) gibi bir¢ok firmanin iirettigi ticari cihazlar vasitasiyla iiretilmesi de
kolaylasmistir. Bu hizli gelisme, beklentilerin yiiksek olmasi, otolog iiretilmesi ve
dolayisiyla otolog olmayan {irlinlerden meydana gelebilecek komplikasyonlarin
yasanmamast ve uygulama kolayligi nedeniyle klinik uygulamalara girmesi kolay
olmustur.

Yeterli deneysel ¢alisma yapilmadan 6nce TZP’ nin klinik kullanima girmesi ve
genelde kontrol gruplarmmin olmamasi veya yetersiz olmasi nedeniyle TZP ile ilgili
deneysel ¢aligmalara ihtiyac1 s6z konusudur. Yapilan sinirli ¢alismalarda Marx tek basina
otolog kemik grefti ve otolog kemik grefti + TZP uygulamasini karsilagtirmig ve kombine
kullanimda kemik dansitesinde ve bigimlenmesinde hiz ve kalite olarak daha ¢ok artis
saptamis ve bunu PDGF ve TGF-f ya baglamistir (88,109,119,128). Anitua dis ¢ekimi
sonrasi1 olusan bosluga TZP enjekte etmis hem epitelizasyonda hem de kemik dansitesinde
artis gordiigiinii raporlamistir. Aghaloo ve Butterfield gibi arastirmacilar kemik greftleri ile
TZP kullaninmim1 ¢alismiglar fakat TZP’ nin istlinliigiinii gésterememislerdir (129,132),
fakat dis hekimliginde osteointegrasyon icin kullanilan greftler ile beraber kullanildiginda
kemik doku ilerlemesini hizlandirdigini gosteren calismalar mevcuttur ve maksiller
artroplastide kemik greftleri ile birlikte kullanildiginda basarili sonuglar gosterilmistir.
Baska caligmalarda lumbar spinal flizyon yapilan hastalarda otogreft ve hidroksiapatit ile
birlikte kullanilmis ve basarili sonuglarin yaninda basarisiz sonuglarda bildirilmistir (76,
135). Aspenberg ve Siebrecht yaptiklar1 ¢calismalarda TZP’ nin poroz hidroksiapatit i¢inde
kemik ilerlemesi ve kemiklesmeyi arttirdigini gostermisler sonrasinda da sigan asil
tendonlarinda TZP uygulanan tendonun kopma kuvvetinde ve kallusunda artis
gostermislerdir (180). Trombositten Zengin Plazmanin ligamanlar iizerindeki olumlu

etkilerinin gosterilmesi iizerine artroskopik cerrahide de kullanimi 6énerilmistir (136).
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Markopoulou C. E ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada agresif periodontiti olan
hastalara cerrahi sonras1 TZP enjeksiyonu yapilmis ve TZP uygulanan hastalarda istatiksel
olarak anlamli sekilde hiicre cogalmasinin oldugu gosterilmistir (181). Nagata ve
arkadaslarinin tavsanlarda calvariumda yaptiklar1 kritik boyutta kemik defekti sonrasinda
otogreft ile otogreft-TZP kombinasyonlarini karsilagtirmiglar ve dordiincii haftada otogreft-
TZP uygulanan grupta istatiksel olarak anlamli olacak sekilde kemiklesme goriilmiis fakat
on ikinci haftada sonuglarin birbirine yakin oldugunu gostermislerdir (182). Cheng ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada TZP, otogreft ve TZP- kemik iligi kaynakli stromal
hiicre karigiminin kritik boyuttaki tavsan kalvarial defektinde sonuglarini incelemigler ve
tek basina TZP grubunda tamirin en alt seviyede olmasina ragmen kemik iligi stromal
hiicre — TZP karistiminda anlamli derecede yeni kemik olustugunu gostermislerdir (183).
Gumieiro ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢caligmada da 1sinlanmis rat tibialari iizerinde
yapilan monokortikal defektte TZP ve kontrol grubunu c¢alismislar ve kemiklesmede
istatiksel olarak anlamli sonuglar elde etmislerdir (183).

Ranly M.D ve arkadaglarinin immiinitesi baskilanmis ratlarda yaptiklar1 bir
calismada ratlarin baldir kaslarinin icine DKM ve farkli dozlarda TZP ile hazirlanmis
implantlar yerlestirmis ve 14-28 ve 56 giinlerde dokular1 diseke ederek TZP nin kas igine
implante edilmg DKM nin osteoindiiksiyonunda modiilatér olup oladigim
degerendirmisler, osteoindiiksiyon, kikirdak ve yeni kemik olusumuna bakmislar.
Yaptiklar1 caligmada 14. Giindeki incelemelerinde TZP dozu arttikga olusan kikirdak
miktarinin azaldigin1 géstermisler, ayrica 28 ve 56. Giinlerdeki yaptiklar1 diseksionlarda da
TZP ‘nin doz bagimli olarak yeni kemik olusumu ve greftin emilimini geciktirdigi
gosterilmisler. Bizim ¢alismamizda da TZP ve DKM nin ayr1 ayr1 kirik iyilesmesinde etkil
oldugu fakat birlikte kullanilmasinin izole kullanima gore ek bir katkisinin olmadigin
gordiik. Bu c¢alismada kas dokusu icinde yeni kemik olusumu incelenmis olup kirik
hattinda yeni kemik olusumu ve iyilesmeye bakilmamistir ve TZP kullanilan her modelde
farklilik gostermektedir ve kirik hattina uygulanacak eksojen TZP diger osteojenik
proteinler ile birlikte kirik iyilesmesini hizlandirabilir. Bu ¢aligmada uygulanan TZP
yumusak doku i¢inde osteoindiiksiyonun erken inflamatuar fazinda implantlardan salinmig
olup kirik bolgesinde ise uygulanan TZP ile osteoblastlar parakrin bir faktérmiis gibi TZP
iiretmeye devam ederler. Calismamizda teknik sebeplerden dolayr TZP doz ayarlanmasina
gidilmemis olup hazirladigimiz TZP’ ler defekt icerisine uygulanmis ve segmenter defekt

iyilesmesine verilen cevap degerlendirilmistir (184).
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Ranly DM ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada da immiinitesi baskilanmis
farelerin gastrokinemius kaslar1 i¢ine insanlardan elde edilmis TZP ile iki farkli DKM
ornegi implante edilerek osteoindiiksiyon ve yeni kemik olusumu agisindan incelenmistir.
Ellialtinc1 giinlin sonunda denekler sakrifiye edilerek histopatolojik inceleme yapilmis ve
TZP’nin kas doku iginde osteoindiiksiyon ve yeni kemik olusumu i¢in DKM'‘yi
indiiklemedigi hatta bir miktar inhibe ettigi gosterilmistir. Bizim tez ¢calismamizda da buna
benzer sonuglar alinmis ve TZP ve DKM’nin ayr1 ayr1 kullanildiginda kirik iyilesmesinde
etkili oldugu fakat kombine kullannminda ek fayda goriilmedigini gordiik. Bu ¢alismada
bir gruba kas i¢ine sadece TZP verilmis ve osteoindiiksiyon ve yeni kemik olusuna
bakilmig fakat deney sonunda bu grupta osteoindiiksiyon ve yeni kemik olusu
gozlemlenmemistir. Literatiire bakildiginda TZP’nin osteoindiiktif bir ajan degil icerdigi
biliylime faktorleri ile osteoindiiksiyon yaptigin1 ve ektopik alanlarda osteoindiiksiyona
neden olmadigin1 gérmekteyiz ve bu da bize tek basina TZP verilen grupta kas i¢ginde yeni
kemik olusumu goriilmemesini agiklamaktadir. Bu ¢alismada kas icine DKM ile kombine
verilerek yeni kemik olusumu incelenmis olup tez ¢alismamizda TZP’yi kemik doku i¢ine
uygulayip yeterli progenitdr maddeler varliginda TZP nin segmenter defekt iyilesmesinde
etkili otolog bir ajan oldugunu sdyleyebiliriz (185).

Han ve arkadaslarinin atimik ratlar iizerinde yaptiklart bir calismada da
gastrokinemius kaslar1 i¢ine demineralize kemik matriksini trombin ile aktive edilmis ve
edilmemis iki farkli trombositten zengin plazma ile kombine etmis ve daha sonra ondort,
yirmisekiz ~ve elliatinct  glinlerde  yaptiklar1  diseksionlar1  invitro  olarak
degerlendirmislerdir. TZP ve DKM komnbinasyonunun ondordiincii giinde kondrogenez
tizerinde tek basina DKM’ nin etkisine gdre Onemli bir degisiklik gbérememisler fakat
yirmisekiz ve ellialtinci giinlerde ise osteogenesi indiikledigini ve daha fazla kemik adacigi
ve yeni kemik olusumu oldugunu gdstermisler. Bununla beraber trombin ile aktive edilen
TZP’nin DKM iizerinde inhibitor etkili oldugunu ve kondrogenez ve osteogenezi inhibe
ettigini gostermislerdir. Bizim calismamizda ise TZP hazirlandiktan sonra sitrath tiipler
icinde muhafaza edilerek sitrat ile aktive edilmistir. Han ve arkadaslarinin yaptigi
calismada yine kas dokusu i¢ine DKM ile TZP kombinasyonu uygulanarak yapilmis ve
bag dokuda ektopik kemik dokusu gelisimi yoniinden incelenmis olup TZP’nin her dokuda
verdigi cevap farkli olmakta ve calismamizda kemik doku i¢cinde TZP’nin tek basina ve

DKM ile kombine kullanilarak kirik iyilesmesi lizerine verdigi cevap arastirilmistir (186).
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Tez calismamizin zayif yonlerinden biri TZP ve DKM’ nin dozlarmin
standartizasyonu teknik nedenler ile yapilamamig olmasi ve standart doz
kullanilamamasidir. Tez ¢alismamizda baslangi¢ ve sonug olarak iki donem ele alinmis ve
ara donemler incelenememistir. Ayrica kirik iyilesmesinin degerlendirilmesinde altin
standart ¢aligma olarak kabul edilen biyomekanik calismalar ratlarda yapilmasi uygun
olmadigr i¢in yapilamamistir. Tez ¢alismamizda her ratdan intrakardiak kan alip ondan
otolog TZP hazirlamamiz mimkiin olamayacagi i¢in calisma baslangicinda dort adet
ratdan intrakardiak alinan kandan TZP hazirlanmig ve dolayisiyla allojenik TZP
kullanilmistir. Literatiire bakildiginda da ratlarda bilinen kan gruplari olmamasina ragmen
farkli subgruplar vardir fakat bu subgruplarin birbirlerine karsi immiinojeniteleri olmamasi

nedeniyle dikkate alinmamistir (187-189).
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6. SONUC

Tez calismamizda radyolojik olarak TZP veya DKM’nin kaynama i¢in benzer sonuglar
alinmistir, her ikisinin kombine kullanilmasi ile ek fayda goriilmemistir. TZP’nin otolog
bir iirlin olmasinin avantajlart olan enfeksiyon gecis riski olmamasi, alerjik reaksiyonlara
neden olmamasi, ameliyathane sartlarinda hazirlanabilmesi ve ayrica ekstra bir masrafi
olmamasi ile ticari bir iirtin olan DKM ‘ye {istiinliikleri olarak sayilabilir.

Calismamiz sadece bir hayvan deneyi olup literatiirii taradigimizda TZP ve DKM
kombinasyonu kullanilarak kemik doku {izerinde yapilmis ilk calismadir. Kas-tendon
yaralanmalarinda giinlik hayatta kullanilmakta olan TZP’nin segmenter kemik defekti
iyilesmesini hizlandirmak i¢in de kullanilabilecegi yoniinde benzer caligmalara yol
gosterici olabilir.

Gelecek: Calismamizda TZP’ nin da segmenter kirik defekti tedavisinde DKM
kadar etkili oldugu gosterilmis olup gelecekte invivo testler ve biyomekanik ¢aligsmalar ile
de benzer sonuclarin bulunmasi durumunda TZP’nin segmenter kemik defektlerinin

tyilesmesi icin klinik kullanima girmesi diisiiniilebilir.
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