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OZET

Ratlarda Deneysel Kirik Defekti Modelinde Grandus B-One Biyolojik Onarim
Implant1 Tedavisi

Amag: Bu calisma ile kemik defektlerini bosluksuz doldurabilen yiiksek
modelleme kapasitesine, iyi biyouyumluga, osteokondiiktif 6zelliklere ve en yiiksek
Ca/P oranina sahip olan kalsiyumfosfat bilesiklerden TTCP’yi ana bileseni olarak
kullanan Grandus B-One’in kemik kirik tespiti ve kirik kaynamasi iizerine etkisi
arastirilacaktir.

Materyal ve Metot: Srague-Dawley cinsi 44 adet rat randomize olarak NK,
PK, Grandus B-One ve TTCP grubu olarak 4 ayr1 gruba ayrildi. NK grubuna higbir
miidahale yapilmadi. Diger gruplarda genel anestezi altinda sag femur orta hattinda
acik osteotomi modeli olusturuldu. Kirik modeli olusturulan tiim gruplara
intramediiller K teli uygulandi. PK grubunda sadece osteotomi yapildi. Grandus B-
One grubunda kirik hattina Grandus B-One uygulamasi yapildi. TTCP grubunda kirik
hattina tetrakalsiyum fosfat uygulamasi yapildi. Cerrahi sonrast 7,14 ve 28. giinlerde
sag femurlara rontgen cekildi. Cerrahi sonrasi 28. giin tiim ratlar sakrifiye edildi.
Sakrifiye edilen femurlar histopatolojik incelemeye gonderildi. Ratlardan alinan
intrakardiyak kanlar biyokimya analizine gonderildi.

Bulgular: PK ile karsilastirildiginda, TTCP ve Grandus B-One gruplarinda 4.
haftada, kaynamanin radyolojik (p<0,05) ve histolojik (p<0,05) olarak arttig
saptanmistir. Ancak kallus dokusunun biyomekaniksel olarak tespit yapilabilecek
diizeye ulasamadigi goriilmistiir. 14 ve 28. giinlerin kaynama skorlarinda, Grandus B-
one ve TTCP grubu PK grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p=0,008). 28. giin yapilan TNF-a ELISA testi sonuglarinda NK
grubunun PK grubuna gore (p<0,05) ve TTCP grubunun pozitif kontrol grubuna gére
(p<0,05) anlamli oldugu gosterilmistir. IL-1B ELISA testi sonuglarinda NK grubunun
Pozitif kontrol grubuna gore (p<0,05) ve tedavi grubunun PK grubuna gore (p<0,05)
anlamli oldugu gosterilmistir. BMP-2 ELISA testi sonuglarinda NK grubunun diger
grublara gore (p<0,05) anlamli oldugu gosterilmistir. H&E ile yapilan boyamada
inflamatuar hiicre infiltrasyonu, 6dem, fibrosit/fibroblast aktivitesi agisindan PK,
Grandus B-One ve TTCP gruplar arasindaki farkliliklar istatistik incelemede anlamli
(p<0.05) bulunmustur. Yeni damar olusumu ve kondrosit/kondroblast aktivitesi
acisindan TTCP grubu, PK ve Grandus B-One grubuna gére anlamli farklilik (p<0.05)
gostermistir. Masson’s Trichrome ile yapilan boyamada fibr6z doku ile kikirdak doku
olusumu acisindan PK, Grandus B-One ve TTCP gruplar arasindaki farkliliklar
istatistik incelemede anlamli (p<0.05) bulunmustur.

Sonu¢: Calismamizda, ratlarin uzun kemik kiriklarinda, kirik hattina lokal
uygulanan TTCP ve TTCP’yi ana bileseni olarak kullanan Grandus B-One’in kirik
iyilesmesinde anlamli etkilerinin oldugu goriilmiistiir. Bu c¢alismanin kemik
yapistiricilar ve sentetik kemik greftleri konusunda ortopedi ve travmatoloji alaninda
yeni ufuklar gelistirebilecegi gorilisii onem kazanmistir.

Anahtar kelimeler: Kemik grefti, Kemik yapistiricisi, Kirik iyilesmesi,
Tetrakalsiyum fosfat (TTCP), Biyomalzeme, Biyomiihendislik



ABSTRACT

Grandus B-One Biological Repair Implant Treatment in the Experimental
Fracture Defect Model in Rats

Aim: In this study, the effect of Grandus B-One, which uses TTCP, one of the
calciumphosphate compounds that can fill bone defects without gaps, and has good
biocompatibility, osteoconductive properties and the highest Ca/P ratio as its main
component, on bone fracture fixation and fracture union will be investigated.

Material and Method: Forty-four Srague-Dawley rats were randomly divided
into 4 groups as NK, PK, Grandus B-One and TTCP groups. No intervention was made
in the NK group. In other groups, an open osteotomy model was created in the midline
of the right femur under general anesthesia. Intramedullary K wire was applied to all
groups with fracture models. Only osteotomy was performed in the PK group. In the
Grandus B-One group, Grandus B-One was applied to the fracture line. In the TTCP
group, tetracalcium phosphate was applied to the fracture line. X-rays were taken of
the right femur on the 7th, 14th and 28th days after surgery. All rats were sacrificed
on the 28th day after surgery. Sacrified femurs were sent for histopathological
examination. Intracardiac blood taken from rats was sent for biochemistry analysis.

Results: When compared with PK, union was found to increase radiologically
(p<0.05) and histologically (p<0.05) in the TTCP and Grandus B-One groups at week
4. However, it was observed that the callus tissue could not reach the level where it
could be detected biomechanically. On the fourteenth and twenty-eighth days, the
union scores of the Grandus B-one and TTCP groups were found to be statistically
significantly higher than the PK group (p=0.008). TNF-a ELISA test results performed
on the 28th day showed that the NK group was significant compared to the PK group
(p<0.05) and the TTCP group was significant compared to the positive control group
(p<0.05). IL-1B ELISA test results showed that the NK group was significant
compared to the Positive control group (p<0.05) and the treatment group was
significant compared to the PK group (p<0.05). BMP-2 ELISA test results showed that
the NK group was significant compared to the other groups (p<0.05). The differences
between PK, Grandus B-One and TTCP groups in terms of inflammatory cell
infiltration, edema, fibrocyte/fibroblast activity in H&E staining were statistically
significant (p<0.05). In terms of new vessel formation and chondrocyte/chondroblast
activity, TTCP group showed significant difference (p<0.05) compared to PK and
Grandus B-One groups. The differences between PK, Grandus B-One and TTCP
groups in terms of fibrous tissue and cartilage tissue formation in staining with
Masson's Trichrome were statistically significant (p<0.05).

Conclusion: In our study, it was observed that Grandus B-One, which uses
TTCP and TTCP locally applied to the fracture line as its main component, has
significant effects on fracture healing in long bone fractures of rats. The opinion that
this study can develop new horizons in the field of orthopedics and traumatology on
bone adhesives and synthetic bone grafts has gained importance.

Key Words: Bone graft, Bone adhesive, Fracture healing, Tetracalcium
phosphate (TTCP), Biomaterials, Bioengineering



1. GIRIS

Kemik; iskelet sisteminin en dnemli yapi tas1 olmakla birlikte, metabolik olarak
aktif, yapisal olarak da dinamik canli bir yapidir (1). Kemik doku metabolik, endokrin
ve hematolojik sistemlerde 6nemli rol oynayan, hayati 6nemi olan organlari koruyan
ve iskelet sistemine hareket kazandiran, minerallerden olusan bag dokudur (2,3).
Kemik doku iskeleti olusturur ve yumusak dokulara destek saglar. Iskelet sistemindeki
kaslarin kasilmasiyla olusan kuvvetleri, kaldira¢ sistemi olusturarak bedensel

hareketlere doniistiiriir (4).

Ic veya dis etmenlere bagh kemik biitiinliigiiniin ve devamliliginin
bozulmasina kirik denir. Kirik; kemikteki damarlarin, yapilarin, g¢evresindeki
dokularin hasar gordiigii bir yaralanmadir. Kirik sadece kemige 6zgii bir durum
olmayip kanama, emboli gibi sistemik komplikasyonlara da yol agabilen tiim viicudu

ilgilendiren genel travmatolojik bir olaydir (5).

Kirik iyilesmesi; kendine has yara onarimi ile iyilesen, karmasik ama iyi
organize edilen bir dizi hiicresel ve molekiiler olaylari igerir (6). Kemik fibroz skar
dokusu olusturmadan iyilesebilen birka¢ dokudan biridir. Kirik iyilesmesi direkt veya

dolayli yolla olusabilmektedir (7).

Kemik kiriklari, travmatik nedenlerle hastane yatiglariin en sik nedenidir
(5,8). Bu kiriklar; 6zellikle yiiksekten diismeler, trafik kazalar1 gibi yiiksek enerjili
travmalar nedeniyle olusur (8). Kirik oranini arttiran 6nemli faktorler de ileri yas ve
osteoporozdur. Bu faktorler ¢aligan ileri yas niifus da kemik kiriklarmin yaygin
olmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla bu gruptaki kirik tedavileri hem maliyet hem
de verimlilik kaybina sebebiyet vermektedir. Bu hastalarin kirik tedavilerinde
yiikselen maliyeti; kirik kaynama siiresi ve rehabilitasyon stiresi de dnemli miktarda

artirmaktadir (9).

Kalsiyum fosfatlar ortopedide potansiyel klinik uygulamalar1 olan yeni nesil
kemik greftleri arasindadir. Kalsiyum fosfatlar biyouyumluluklari, osseointegrasyon

ve osteokodiiktif 6zellikleri nedeniyle kemik onarimi i¢in ortopedi alaninda yaygin



kullanilan malzemelerdir. Kalsiyum fosfat ¢imentolar kemik defektlerini bosluksuz

doldurabilen yiiksek modelleme kapasitesine sahiptir (10-12).

Kalsiyum fosfatlar, osteogenez icin gerekli kalsiyum ve fosfor iyonlarini
serbest birakarak kemik iyilesmesinde gorev alacak proteinleri salgilayan hiicreleri
uyarir ve mineralize dokularin yenilenmesine yardimei olur (10). Hayvan ¢alismalari
kalsiyum fosfatin % 95’inin 26-86 haftada emildigini gostermistir. Emilebilir kemik
dolgusu olarak kullanilabilir (13).

Bu calisma ile kemik defektlerini bosluksuz doldurabilen yiiksek modelleme
kapasitesine, iyi biyouyumluga, osteokondiiktif 6zelliklere ve en yiiksek Ca/P oranina
sahip olan kalsiyumfosfat bilesiklerden Tetrakalsiyum Fosfat’t ana bileseni olarak
kullanan Grandus B-One’in kemik kirik tespiti ve kirik kaynamasi iizerine etkisi

arastirilacaktir.

Bu sayede ortaya ¢ikacak sonuclar ile ameliyat siirelerinin kisalmasi, kemik
kaynama siirelerinin kisalmasi, tekrar operasyonlarin azalmasi, hasta is giicii kaybinin
azalmas1 ve totalde hasta basi maliyetin azaltilmasi ile ekonomiye katki saglamak

amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deneysel Cerrahinin Tarihi Gelisimi

Insan, var oldugu zamandan baslayarak siirekli olarak dogay1 anlamaya, insani
anlamaya, insanin dogadaki yerini anlamaya c¢alismistir. Devam eden bu siireg
icerisinde hastaliklar ve hastaliklarin tedavileri anlamlandirilmaya ve gelistirilmeye
calisilmigtir. Bunun i¢in de gozlemsel ¢alismalar ve deneysel calismalara ihtiyag

duyulmustur. Bu deneysel ¢calismalarda deney hayvanlarinin ¢ok énemli yerleri vardir
(14).

Bilimsel kayitlarda deneysel hayvan kullaniminin tarihi MO. 400 yillarina
kadar dayanir ve ilk tip el kitab1 Corpus hippocraticum (Hipokrat’in Toplu Yapitlari)
kitabinda hayvanlarin deneysel amacghh kullanildigi belirtilmektedir. Corpus
hippocraticum anatomik yapiyr aydinlatmaya yonelik hayvanlar {izerinde yapilan
incelemeleri iceren kitaptir. Aristoteles (MO 384-322), hayvan davranislarmi
gozlemleyen tarihte bilinen ilk kisidir ve yine hayvanlarda bilimsel amagli diseksiyon

yaptig1 bilinmektedir (14,15).

Tarihte ilk olarak 1970 de Jackson ve arkadaslar tarafindan ratlar iizerinde
kapali kirtk olusturulmustur. 1984 yilinda Bonnarens ve Einborn, Jackson ve

arkadaslar1 tarafindan olusturulmus model iizerinden kirik modeli tanimlamislardir

(16,17).

Kirik 1iyilesmesini ve kirik iyilesme silirecini incelemek igin yapilan
calismalarin ¢ogunda rat ve fare modelleri kullanilmaktadir. Ratlarin kullanilmasinin
bir sebebi de ratlarda iyilesmenin daha ¢abuk olmasi ve kolay iiretilebilir olmasidir

(18,19).

Tarih boyunca farkl: tiirdeki hayvanlar iizerinde birgok c¢alisma siiregelmistir.
Hayvanlar {izerinde yapilan deneysel ¢aligmalar bir takim kurallar1 da beraberinde

gerektirmistir. Hayvan deneylerinde etik kavraminin da ¢ok Onemli yeri vardir.



Deneysel hayvan galismalart i¢in diinya ¢apinda ve iilkemizde etik kurullar ve kurallar

mevcuttur (14).
2.2. Kemik Doku ve Yapisi

Kemik, iskelet sisteminin en 6nemli yap1 tas1 olmakla birlikte, metabolik olarak
aktif, yapisal olarak da dinamik canli bir yapidir (1). Kemik doku metabolik, endokrin
ve hematolojik sistemlerde 6nemli rol oynayan, hayati 6nemi olan organlar1 koruyan

ve iskelet sistemine hareket kazandiran, minerallerden olusan bag dokudur (2,3).

Kemik doku iskeleti olusturur ve yumusak dokulara destek saglar. iskelet
sistemindeki kaslarin kasilmasiyla olusan kuvvetleri, kaldirag sistemi olusturarak

bedensel hareketlere donistiirtir (4).

Kan hiicrelerinin {iretildigi kemik iligini barindirir ve kan hiicrelerinin
olusumuna aktif katilim saglar. Viicuttaki hemostazi (i¢ dengeyi) korur. Kalsiyum,
fosfat ve diger iyonlar gibi minerallerin depolanmasini saglar. Iyonlarin viicuttaki

diizeylerini sabit tutabilmek i¢in kontrollii salinmalarini saglar ve kan Ph’ i1 diizenler

(4).

Kemik doku mikroskobik olarak lameller (ikincil kemik dokusu) veya o6rgii
(woven, birincil kemik dokusu) kemik olarak 2 tipe ayrilir. Lameller kemik; kortikal
ve kanselldz olarak alt tiplere ayrilir. Orgii kemik ise immatiir veya patolojik kemik

olarak alt tiplere ayrilir (20).

Eriskin iskelet sisteminde kemik tipleri makroskobik olarak kortikal (kompakt)
ve trabekiiler (spongioz, siingerimsi, kansell6z) olarak ikiye ayrilir (1). Kortikal ve
trabekiiler kemik yapilar1 iskelet sisteminin temel mekanik islevlerini yerine
getirmesine olanak saglar (21). Kortikal kemik iskeletin %80’ini olusturur (22).
Kortikal kemik serttir, giicliidiir ve yapisi stres ¢izgileri boyunca olusur. Yiiksek
elastik young modiiliisiine (elastikiyet katsayisi) sahiptir yani zorlanmalara,
yiiklenmelere yavas tepki verir. Kanselloz kemige gore yavas hiicre dongiisii ile

karakterizedir (21). Havers veya volkman kanallar1 ile baglh arteriyoller, venler ve



lenfatiklerden olusan dolasim sistemleri vardir. Kortikal kemige 6rnek olarak femur

saft1 gosterilebilir (20).

Kanselloz kemik, siingerimsi kemik veya trabekiiler kemik olarak da bilinir.
Kansell6z kemik kortikal kemikten daha elastiktir. Kortikal kemige gore yiliksek kemik
dongiistine sahiptir. Kortikal kemige gore daha esnektir ve stres altindaki bolgede daha
fazla yeniden sekillenme (Wolff Kanunu) ile karakterizedir. Wolff Kanunu;
kemiklerin maruz kaldiklar1 yiiklenmelere, streslere, kuvvetlere gore degiserek daha
kuvvetli direngli olmasini saglayan adaptasyon mekanizmasidir. Kanselloz kemik
birim hacim bagina daha genis yiizey alanina sahiptir. Kanselloz kemige 6rnek olarak

femur distal metafizer bolge gosterilebilir (23,24).

Immatiir kemik stres odakli degildir. Ornek olarak embriyo iskeleti, kirtk
kallusu gosterilebilir (25). Patolojik kemik zayiftir. Patolojik kemigin organizasyonu
yani yapis1 gelisigiizeldir ve artmus hiicre dongiisiine sahiptir. Ornek olarak osteojenik

sarkom, fibroz displazi gosterilebilir (26).

2.3. Kemigin Hiicresel Biyolojisi

2.3.1. Osteoblastlar

Osteoblastlar, kemik doseyen hiicreler olarak tanimlanir. Osteoblastlar
farklilasmamis mezensimal kok hiicrelerden koken alan tek cekirdekli hiicrelerdir.
Osteblastlar iskelet mimarisini olusturmak ve siirdiirmekten sorumludur. Kemigin
yeniden sekillenmesi sirasinda kemik sentezi ve mineralizasyonundan da sorumludur.
Osteoklastik aktivite diizenlenmesi de osteoblastlarin baglica gorevleri arasindadir
(27). Aktif olarak sentez yapabilen ve matrix salgilayabilen osteoblastlar diger
hiicrelere kiyasla biiyiik golgi kompleksine, bol miktarda graniiler endoplazmik

retikuluma ve yiiksek mitokondriyal igerige sahiptirler (28).

Kemik morfojenik protein (BMP) mezensimal hiicreleri stimiile ederek
osteoprogenitor hiicrelere doniistiiriir. Osteoblast farklilagmasinda RUNX2, Wnt

sinyalleri, B-catenin, trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve insiilin benzeri



biiyiime faktorii (IGF) de rol oynar (29,30). Osteoblast farklilasmasi, viicuda gerekli

destegi ve yeterli kemik olusumunu saglamak icin fiziksel uyaranlarla da diizenlenir
(312).

Osteoblastlar; alkalen fosfataz (ALP), osteokalsin, tip 1 kollajen, kemik
sialoproteini, niikleer faktor (NF) kappa bligandinin resptor aktivatorii (RANKL) ve
osteoprotogerin (OPQG) diretirler. Osteoprotegerin, aktivitesini sinirlandirmak igin
RANKL’1 baglar (31,32).

Osteoblast aktivitesi, aralikli paratiroid hormona (PTH) maruziyet ile stimiile
olur. Osteoblast aktivitesi timor nekrozis faktor alfa (TNF-a) tarafindan inhibe edilir.
Osteoblastlara toksik bazi antiseptikler hidrojen peroksit, povidin-iyodin, basitrasindir
(20,31).

2.3.2. Osteositler

Osteositler, olgun kemikteki tiim kemik hiicrelerinin %90 ila %95’ini
olustururlar. Mineralize ortamlarda yasayabilen en uzun Omiirlii kemik hiicresidir.
Osteositler, osteoblast farklilasmasi sonucu mezenkimal kok hiicrelerden olusur.
Hiicre dis1 kalsiyum ve fosfat konsantrasyonunun kontroliinde 6nemli yeri vardir.

Kalsitonin tarafindan direkt olarak uyarilir, PTH tarafindan inhibe edilirler (33,34).

Osteositler, kemige yikim sinyalleri gondererek osteoklastlarin olusumunu ve
aktivasyonunu uyarir ve yeniden sekillenme bolgelerine osteoklastlar toplayabilirler
(33).

Osteositlerden salgilanan siklerostin, olgun osteositin bir belirtecidir.
Sklerostin, osteoblastlarin kemik depozisyonu iizerinden kemik olusumunun negatif
diizenlenmesini saglar. Mekanik yiiklenmeye bagli olarak farkli sekilde diizenlenir
(33).



2.3.3. Osteoklastlar

Osteoklastlar hematopoetik hiicrelerden kdken alirlar. Cok ¢ekirdekli diizensiz
dev hiicrelerdir. Makrofaj soyundaki hiicrelerden tiirerler. Osteoklast fonksiyonlari
arasinda kemik rezorbsiyonu, tartarata direngli asit fosfataz (TRAB) sentezi ve kemik
yiizeylerine hiicre baglayici proteinler ile baglanma vardir. Tartarata direncli asit
fosfataz osteoklastlarin belirteg enzimidir (35). Osteoklastlar, kemik rezorbsiyonu

sonrasi olusan ‘Howship Lakiinasi’ ad1 verilen ¢ukurlarda bulunurlar (36).

Osteoblastlar tarafindan RANKL salgilarlar. RANKL, osteoklastlar tizerindeki
reseptorlere baglanir ve olgun osteoklastlara farklilasmayi aktive eder. Olgun
osteoklastlar kemik rezorbsiyonunu arttirirlar. Kemik rezorbsiyonu RANKL’a
baglanan osteoprotegerin tarafindan inhibe edilir. Kemik kiitlesi kaybi, osteoklast

farklilasmasinin indiiksiyonu, aktivasyonu ve hayatta kalmasmin ana diizenleyici

sistemi olan RANK-RANKL-OPG sistemine baglidir (37).

2.3.4. Osteoprogenitor (kemik onciisii) Hiicreler

Mezensimal kok hiicrelerden koken alir. Diisiik gerilim ve artmis oksijen stresi
kosullarinda osteoblastlara doniisiirler. Yiiksek gerilim kosullarinda fibréz dokuya
dontgiirler. Haversiyan kanallari, endosteum ve periosteumda siralanirlar.

Farklilasmak i¢in uyar1 beklerler (38).

2.4. Kemik Matriks

Kemik matriksi organik ve inorganik bilesenlerden olusur.

Organik bilesen kemik kuru agirlhigmin %40’ m1 olusturur. Kollajen organik
bilesenin en bol bulunan bilesenidir. Tip I, III ve V kemik yapisinda bulunan kollajen
tipleridir. Tip 1 kollajen, kemik dokudaki toplam kollajenin %90’mn1 olusturur.
Kollajen kemik giiciinii belirlemede 6nemli rol oynar. Capraz baglanma kollajen

giiclinii arttirir. Organik bilesen igerisinde kollajen yapida olmayan proteinler de



bulunur. Proteoglikanlar glikozominoglikan (GAG) kalintilariyla karekterize edilir
(39).

Inorganik bilesen kemik kuru agirliginin %60’ini olusturur. Hidroksiapatit
(HA) kemigin ana inorganik bilesenidir. Kemik yapidaki inorganik bilesenlerden biri

de kalsiyum fosfattir (39).

2.5. Kemigin Yeniden Sekillenmesi (Remodelizasyon)

Kemik doku, hayat boyunca siirekli eski kemigin yeni doku ile degistigi
karmagik siireclere sahip metabolik aktif bir yapidir. Boylece kemik doku yiik ve
zorlanmalara uyum saglar. Kemik dokunun yeniden sekillenmesi, osteoklastlar
tarafindan kemigin ¢ikartilmas: ve ardindan osteoblastlar araciligiyla mineralize
kemik matriksinin olusmasi seklindedir. Yeniden sekillenme birbirini takip eden 3
asamadan olusur. Ik asama osteoklastlar tarafindan kemigin rezorbsiyonudur. Ikinci
asamada kemik yiizeyinde mononiikleer hiicreler goriilmesiyle yikimin tersine
donmeye baslar. Ugiincii ve son asamada ise osteoblastlar yikilan kemigi tamamen

yenileyene kadar kemik yapimi olur.

Wolff kanununa gore yeniden sekillenme mekanik strese cevap olarak
meydana gelir. Kemigin yeniden sekillenmesi ve diizenlenmesi hormonlar, mekanik

yiikler, zorlanmalar, sitokinler ve bir¢ok protein tarafindan diizenlenmektedir (40,41).

2.6. Kemik Kan Dolasimi

Kemik, kanlanma agisindan zengin bir bag dokudur. Kemik doku toplam kalp
debisinin yaklasik olarak %10’unu alir (42). Kemik i¢in vaskiiler beslenme g¢ok
onemlidir. Vaskiiler teminde azalma olmasi kemik kaybiyla iliskilidir (43,44). Uzun
kemikler kami ii¢ sistemden almaktadir. Bu sistemler besleyici arter sistemi,

metafizyel-epifizyal sistem, periosteal sistemlerdir (43,45).



I. Besleyici Arter Sistemi

Besleyici arter sistemi dogrudan ana sistemik arterlerden ayrilir. Daha sonra
uzun kemik besin kanalindan (nutrisyonel foramen) diafizel kortekse girerler.
Mediiller kanalin uzun eksenine paralel olarak inen ve ¢ikan dallara ayrilarak merkezi
arterleri olustururlar. Bu olusan merkezi arterler endosteal kortikal kemige ulasarak
arteriyolleri ve kilcal damarlar olustururlar. Bu arteriyollar sonrasinda merkezi vene
bosalmak i¢in medullada bulunan venoz siniislere baglanirlar. Ayrica kilcal damarlar
vendz siniislere bosalmadan 6nce haversiyan sistem yoluyla olgun diyafizyel kortikal
kemigin en az ticte ikilik i¢ bolimiinii beslerler. Besleyici arter sisteminin kan basinci
yiiksektir. Kortikal kemigin vaskiilarizasyonunun %60°’1 besleyici arterlerden olur
(20,46,47).

I1. Metafizyel-Epifizyal Sistem

Epifizyal ve metafizyel arterler sayisizdir ve epifizyel plagin her iki kenarindan
uzun kemiklere girerler. Esas olarak eklemi besleyen arterlerden yani genikulat
vaskiiler arterlerden koken alirlar. Biiyliime plagi, yetiskin ¢aga kadar sistemler

arasinda bariyer gorevi goriir. Ornek olarak genikulat arterler verilebilir (47).

I11. Periosteal Sistem

Periosteal sistem periostun derin tabakasinda dallanan kilcal damar agidir.
Periosteal sistemin patolojik durumlar i¢in kompansatuar sistem oldugu

diigiiniilmektedir. Bu sistem korteksin 1/3 dig kismin1 besledigi gosterilmistir (47).

Kemikte kan akimini saglayan itici kuvvetin ¢ogu kalp tarafindan saglanir
ancak kemik etrafindaki kaslarin kasilmasi ve kemik iizerindeki mekanik kuvvetin de

kan akiminda 6nemli islevi vardir (48).

Olgun kemikte kortikal kemigin beslenmesi besleyici arteryal sistemin baskin
olusundan dolayr akim merkezden perifere (sentrifugal) dogrudur. Yasl,

olgunlagmamis ve kiriga bagli besleyici arter sistemi hasari olan kemiklerde periosteal



sistem daha baskin oldugu icin akim periferden merkeze (sentipedal) dogrudur

(48,49).

Venoz akim olgun kemikte sentripedaldir. Kortikal kilcal damarlar 6zel venoz
sisteme drene olan vendz siniizoidlere bosalirlar. Kemigi terk eden damarlar genelde
kas dokular i¢inden gegerler. Bu kaslarin kasilip gevsemesi vendz akima destek olur

ve kan1 kemikten kalbe dogru uzaklastirarak intrameduller basinci azaltirlar (20,48).

2.7. Kemigi Cevreleyen Dokular

|. Periosteum

Periosteum, eklem yiizeyini kaplayan kikirdak, tendon, kaslarin yapisma
yerleri ve sesamoid kemikler hari¢c kemiklerin yilizeylerine yapisiktir. Kemigin
biliylime gelismesi sirasinda kemigin uzamasina ve sekillenmesine katkida bulunur.
Kemigin beslenmesi, biiylimesi ve onarimi i¢in periost onemlidir. Periosteum, iki

tabakadan olugmaktadir. Dig tabaka ve i¢ tabaka olarak adlandirilir (50).

Dis tabaka fibroz olarak adlandirilir. Hiicre bakimindan fakirdir. Yiiksek

diizeyde vaskiilarizedir. Kemik dolagimina hatta iskelet kasinin kan dolasimina

katkida bulunur (50).

I¢ tabaka kambiyum tabaka olarak adlandirilir. Oldukga hiicresel bir yapidir.
Mezenkimal progenitor hiicreler, farklilasmamis osteojenik progenitér hiicreler,
osteoblastlar ve fibroblastlardan olusur. Bu hiicreler biiyiime asamasinda kemigin
capin arttirir ve kirik iyilesmesinde periosteal kallus olustururlar. Kambiyum fetusta

en kalindir ve yas arttikca giderek incelir (50).

1. Endosteum

Kemik iligi boslugunun i¢ duvarini kaplayan zardir. Endosteum kemigin tiim
i¢ bosluklarini kaplar. Osteoprogenitdr hiicreler ve az miktarda bag dokusundan olusur
(51).
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I11. Kemik Tligi

Kemik iligi hematopoetik bir organdir ve lenfoid dokudur. Uzun kemiklerin
merkezlerindeki kemik bosluklarinda iki tiir kemik iligi bulunur. Bunlar kirmizi kemik
iligi ve sar1 kemik iligidir. Asil hematopoetik sistem kirmizi kemik iligindedir. Kirmizi
kemik iligi yavas bir sekilde sar1 kemik iligine doniisiir. Sar1 kemik iligi asil olarak

yag hiicrelerinden olusur (52).

2.8. Kemik Olusum Tipleri

Kemik iki yolla olusur. Bunlar intramembrandz kemiklesme ve enkondral

kemiklesmedir.

Her iki yolla da olusan kemik doku primer ya da olgunlagmamis kemik
dokusudur. Primer kemik dokusu geg¢icidir ve kisa siire sonra yerini sekonder (lamelli

kemik) kemik dokusu alir.
I. Enkondral Kemiklesme

Enkondral kemiklesme kikirdak model olusumu ile karakterizedir. Enkondral
kemiklesme fetal gelisim ve dogum sonrasi bilyiime sirasinda kikirdak modelin
kademeli olarak kemik ile yer degistirildigi bir siirectir. Kikirdak model kemik
olusumu icin stabil bir sablon goérevi goriir ve uzunlamasina kemik biiylimesine

katkida bulunur (53).

Enkondral kemiklesme sirasinda oncelikle kikirdak model olusur. Sonraki
asamada ¢ogalan kondrositler hipertrofiye olur ve dliirler. Olusan hiicre dis1 matriksi
ve genislemis lakiinalar kan damarlari, osteoprogenitor hiicreler, osteoklastlar ve
osteoblastlar tarafindan 1sgal edilir. Osteoklastlar kikirdag1 rezorbe ederler.
Osteoblastlar kemigi olusturur. Birincil kemiklesme merkezi kikirdak modelin
merkezinde olusur. Ikincil kemiklesme merkezleri de kikirdak modelin her iki ucunda
olusur. Bu kemiklesme merkezleri yavas yavas kalan kikirdag: isgal eder ve olgun

kemik tamamen kikirdagin yerini alir. Enkondral kemiklesme 6rnekleri arasinda uzun
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kemiklerin embriyonik olusumu, uzunlamasina biiyiime (fizis), kirik kallusu

sayilabilir (53,54).

II. intramembranéz Kemiklesme

Mezenkimal doku kikirdak model olmadan dogrudan kemige donisiir.
Mezensimal hiicreler osteoblastalara farklilasir. Osteoblastlar kiimeler halinde toplanir
ve kemiklesme merkezlerini olustururlar. Osteoblastlar kalsiyumu baglayabilen
osteoid matriks salgilarlar. Kalsiyum osteoidlere baglandik¢a matriks sertlesir ve
osteoblastlar sikisir osteosite doniisiir. Osteoblastlar osteoid tarafindan salgilanmaya
devam ettikce damarlar1 ¢evreleyerek kemik olusur. Bu damarlar daha sonra kirmizi

kemik iligine doniisiir (54). Bu tiir kemiklesme yass1 kafa kemiklerinde goriiliir.

2.9. Kemik Doku Mineralizasyon Mekanizmasi

Belli seviyede serum kalsiyum, serum inorganik fosfat seviyesi ve
mineralizasyon iskelesi kollajen agisindan zengin matriks, mineralizasyon i¢in olmasi
gereken bilesenlerdir. Aklalin fosfataz (ALP) inorganik fosfat oranimni arttirir ve
mineralizasyona yardimci olur. ALP, mineralizasyon inhibitérii olan hiicre dist
pirofosfat oranim1 da diisiirerek mineralizasyona yardim eder. Mineralizasyonun ilk
adimi1  kondrositlerin, osteoblastlarin ylizey zarindan tomurcuklanan matriks
vezikiillerinde hidroksiapatit kristallerini tiretimidir. Sonraki agsamada hidroksiapatit
hiicre dis1 matrikse yayilir ve kollajen fibrilleri arasinda birikir. Biriken kristaller yeni

kristaller i¢in ¢ekirdek gorevi goriir ve mineralizasyon devam eder (55,56).

2.10. Normal Kemik Metabolizmasi

I. Kalsiyum

Viicuttaki kalsiyumun ¢ok biiyiik kism1 kemiklerde depolanir. Kalsiyumun kas
kasilmasi, sinir iletimi, pihtilasma, hormon salgi aktivasyonu ve diger bir¢ok alanda
yasam i¢in kritik 6nemi vardir. Kemik organik matriksinin mekanik direncinde 6nemli

rolii olan hidroksiapatitin yapisinda bulunan iki bilesenden biridir. Kalsiyum ve
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fosfatin kemik yapan ve kemik yikan hiicreler {izerinde etkileri vardir. Emilimi 1.25
(OH)2-vitamin D3 ile diizenlenir. Kalsiyum dengesi hayatin ilk 30 yilinda genellikle

pozitiftir ve ortalama 40. yilindan sonra negatiftir (57).

I1. Fosfat

Viicudun fosfat depolarinin yaklasik %80’ kemikte bulunur. Kemik organik
matriksinin mekanik direncinde 6nemli rolii olan hidroksiapatitin yapisinda bulunan
iki bilesenden biridir. Kalsiyum ve fosfatin kemik yapan ve kemik yikan hiicreler

tizerinde etkileri vardir (58).

I11. Paratiroid Hormonu

PTH plazma kalsiyum seviyesinin en 6nemli diizenleyicisidir. Serum kalsiyum
seviyesinin normal degerin altina inmesi durumunda bagirsaklar, bobrekler ve
kemiklerde etki yapan PTH salinimi ve aktivitesi artar. PTH normal ve yiiksek dozda
kemikte yikima sebep olurken, diisilk dozda kemiklerde yapima neden olmaktadir.

PTH osteoblastlari direkt olarak aktive eder (59).

IV. D Vitamini

Dogal olarak olusan bir steroidtir. Serum kalsiyum ve fosfor seviyesini
yiikselten bir hormondur. PTH seviyesinin yiiksek olmasi ve serum kalsiyum
seviyesinin diisiik olmas1 D vitamini iiretimini uyarir. PTH seviyesinin azalmasi ve
serum kalsiyumunun yilikselmesi D vitamininin iiretimini inhibe eder. Kemiklerde
osteoklastik kemik yikimin etkili sekilde uyararak kemikten kalsiyum ¢oziiniimiinii

arttirir (60).

V. Kalsitonin

Tiroid bezinden salgilanan bir hormondur. Artmis serum kalsiyum degerleri

kalsitonin salgilanmasini uyarir. Osteoklastik kemik yikimini, osteoklast sayisini ve
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aktivitesini azaltarak dogrudan inhibe eder. Bobrekler tarafindan kalsiyumun atilimint

arttirarak kalsiyum dengesine katkida bulunur (61).

VI. Ostrojen

Ostrojen hem kadin hem erkekte kemik metabolizmasinin ana diizenleyicisidir.
Ostrojenin osteosit ve osteoblast iizerindeki etkileri apopitozisi ve oksidatif stresi
azaltmaktir. Osterojenin  osteoklast iizerine dogrudan veya dolayli etkisi

osteoklastlarin sayilarini ve aktivitelerini azaltmaktir (61).

VII. Kortikosteroidler

Glukokortikoidler osteoblast apopitozunu arttirirlar. Osteoblastlarin kemik
olusturma yeteneklerini azaltirlar. Osteoblastogenezis ve osteoklastogenezisi
baskilarlar. Ancak osteoklastlarin apopitozisini arttirmazlar ve osteoklast sagkalimini
uzatabilirler. Glukokortikoidler kemik yapiminda azalmaya, kemik yikiminda artisa

neden olurlar (62).

I1X. Tiroid Hormonlar:

Normal tiroid fonksiyonu iskelet gelisimi, yetiskin kemik kiitlesi, kuvvetin
korunmasi ve kemik saghgi i¢in gereklidir. Tiroid hormonu osteoklastik kemik
yikimini arttirarak kemik dongiisiinii uyarir. Ozellikle yetiskinlerde kemik yapimindan

cok kemik yikimini uyarir (63).

IX. Biiyiime Hormonu

Biiylime hormonu (GH) dogrudan veya IGF iizerinde dolayli olarak
osteoblastlart uyararak kemik yapimini arttirir. Osteoklastlar1 da uyararak kemik
yikimini uyarir. Kemigin yeniden sekillenmesinde ve kemik mineral yogunlugunda

artisa neden olur (64).
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X. Biiyiime Faktorleri

TGF, PDGF, BMP, FGF, IGF, VEGF, monokinler ve lenfokinler; kemik ve

kikirdak onariminda rol oynar (65).
2.11. Kirik Mekanizmasi

Ic veya dis etmenlere bagli kemik biitiinliigiiniin ve devamliliginin
bozulmasina kirik denir. Kirik; kemikteki damarlarin, yapilarin, c¢evresindeki
dokularin hasar gordiigii bir yaralanmadir. Kirik sadece kemige 6zgii bir durum
olmayip kanama, emboli gibi sistemik komplikasyonlara da yol agabilen tiim viicudu

ilgilendiren genel travmatolojik bir olaydir (5).

Kemik kiriklarinda cesitli yiiklenme mekanizmalart mevcuttur. Yiiklenme
mekanizmalar1 gerilme, kompresyon (sikisma), biikiilme, makaslama, dénme ve
kombine yiiklenme dénme-kompresyon olarak kirtk olus mekanigine gore
isimlendirilir. Kopma gerilme mekanizmasi ile olusan kirik, kemiklere yapisan tendon
ve baglarin gerilmesiyle olusur. Kompresyon mekanizmast ile olusan kiriklar zit yonde
gelen kuvvetlerle olusan kiriklardir. Kompresyon kiriklari metafizer bolgelerde daha
cok goriliir. Biikiilme mekanizmasinda kirig1 olusturan kuvvetler kemigin her iki
ucuna etki eder ve genelde transvers kirik paterni olusur. Makaslama mekanizmasinda
kuvvetler birbirine paralel ve karst yonde etki ederek kirik olusur. Dénme
mekanizmasi ile olusan kiriklar genelde spiral kirik paternine sahiptir. Kombine
mekanizmalar ile olusan kiriklar genellikle ¢ok parcali kirtk paternine sahiptir ve bu

paternde yumusak doku ¢ok etkilenir (66).
2.12. Kirik Tyilesmesi

Kirik iyilesmesi; kendine has yara onarimi ile iyilesen, karmasik ama iyi
organize edilen bir dizi hiicresel ve molekiiler olaylari igerir (6). Kemik fibroz skar
dokusu olusturmadan iyilesebilen birka¢ dokudan biridir. Kirik iyilesmesi direkt veya

dolayli yolla olusabilmektedir (7).
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2.12.1. Direkt Kirik Tyilesmesi

Dogrudan kemik iyilesmesi genellikle anatomik rediiksiyon ve tam stabil tespit
gerektirmektedir. Bunun ic¢in de genellikle agik rediiksiyon ve internal tespit
gerekmektedir. Bundan dolay1 en yaygin yol dolayli kemik iyilesmesidir. Dogrudan
kemik iyilesmesinde kallus dokusu olugmaz. Dogrudan kemik iyilesmesi; anatomik
lameller kemigin, havers sisteminin ve damarlarinin yeniden modellenme asamalari

olmadan yeniden olugmasini saglar (7).
2.12.2. Dolayh Kirik Tyilesmesi

Ikincil kemik iyilesmesi veya dolayli kemik iyilesmesi genel olarak daha sik
karsilasilan kemik iyilesmesidir. Hem enkodral hem de intramembrandéz kemik
lyilesmesinden olusur. Tam stabil tespit gerektirmez. Operatif olmayan kirik tedavisi,
intramediiller ¢ivi tedavisi, external fiksasyon gibi tedavilerde ve mikro harekete izin

veren operatif tedavilerde dolayli kirik iyilesmesi goriiliir (7).

Dolayli kirik iyilesmesi birbirinin igerisine gegmis temel olarak 3 ana fazdan
olusur (67).

I.  Kirik hematomu ve organizasyonu (inflamatuar) donemi
[l.  Onarim (kallus) donemi

I1l. Yeniden sekillenme (remodeling) donemi

I. Kirik hematomu ve Organizasyonu (inflamatuar) Dénemi:1-4 giin

Kemigin kirilmasi ile kemik dokusunun kendisinde ve c¢evredeki dokularda
damar hasar1 olusmaktadir. Bu hasar sonucu bolgede hematom olusur. Hematomdan
bagisiklik hiicreleri sizar ve akut inflamasyonu uyarir. Hematom igindeki koagiilasyon
sonucunda olusan fibrin ag; trombosit kaynakli faktorler, nekrotik hiicrelerden salinan
faktorler ve yerel doku makrofajlarindan salinan enflamatuar hiicreler i¢in matriks
gbrevi goriir. 11k 24 saat icinde bdlgeye ilk ulasan hiicreler notrofillerdir. Nétrofiller;

inflamatuar ve kemotaktik ajanlar salgilayarak hiicre infiltrasyonunun ikinci dalgasini
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yani monosit ve makrofajlar1 kirik bolgesine yonlendirir. Makrofajlar gegici fibrin
matriksini ve nekroze hiicreleri fagositoz yoluyla ortamdan uzaklastirir. Monosit
tiirevli osteoklastlar nekroze kemiklerin yikimini saglar. Makrofajlar hiicre ve hiicre
dis1 matriksi temizlemenin yaninda TNF-a, IL-1B, IL-6 ve CCL-2 gibi fibroblastlarin
toplanmasini baglatan inflamatuar ve kemotaktik ajanlar salgilar (67,68). Trombosit
ve makrofajlardan salgilanan enflamatuar aracilar ve biiylime faktorleri mezenkimal
kok hiicrelerin (MSC) ve osteoprogenitor hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve
matriks tretmesini destekler. Proinflamatuar sitokinler ve kemokinlere ek olarak,
doniistiiriicii biiyiime faktorii beta (TGF-B) ailesinin iiyeleri, kemik morfogenetik
proteinleri (BMP'ler), vaskiiler endotelyal biliylime faktorii (VEGF), trombosit
kaynakli biiytime faktorii (PDGF) ve fibroblast biiyiime faktorii-2 (FGF-2) siiregteki
anahtar aracilardir. Sonug olarak ilk kirik hematomu ve akut inflamatuar reaksiyon
kiriktan itibaren birka¢ giin i¢cinde temizlenir. Bunun yerine mezenkimal hiicrelerden
zengin graniilasyon dokusu ve organize olmayan hiicre disi kollajen matriksine

gbémiilii yeni olusan damar yapisi gelir (67).

I1. Onarim (Kallus) Donemi (4-40 giin)

Kirik boélgesindeki lokal kanlanmada bozulma ve arteriyollerin reaktif
kasilmasindan dolay1 kirik bolgesi akut donemde hipoksiktir. Diisiik oksijen gerilimi
makrofajlardan tiiretilen sinyallerle birlikte kirik hattinda kondrojenik yol boyunca
MSC’lerin farklilasmasina rehberlik eder. Kondrositler kiriktan birka¢ hafta sonra
kirik kemik uclar1 arasinda bosluk boyunca uzanan kikirdak {iretirler. Eslik eden
fibrotik dokularla birlikte yumusak kallus dokusu olarak bilinen kikirdak dokusu, kirik
i¢in ilk mekanik stabiliteyi saglar ve endokondral kemik olusumu igin iskele gérevini
goriir. Yumusak kallus dokusu olusurken, daha iyi beslemesi ve daha iyi mekanik
stabilitesi olan alanlarda, yeni kemik olusumu intramembrandz yoldan ilerler. Tipik
olarak bu intramembrandz kemik olusumu, yaralanma bélgesinden belirli bir mesafede
periostun i¢ tabakasinda baglar ve asamali olarak kirik araligina dogru ilerler. Nihai
olarak orgii (woven) kemik doku, ek mekanik stabilite saglayan ve fibrokartilaj
iskelesinin mineralizasyonundaki ilk asamalarini temsil eden fibrokartilajli kallusun
dis ylizeyini kaplar. Bir biiyiime plakasinin islevine benzeyen bu siiregte, yumusak

kallus dokusu icerisindeki kondrositler hipertrofiye ve apoptoza giderler. Kalsiyum
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¢okmesini ve vaskiiler biiylimeyi uyaran aracilari salgilarlar. Sonugta kismen kalsifiye
kikirdak hiicre dis1 matrisini olustururlar. Osteoprogenitdr hiicrelerin osteoblastlara
farklilasmasi, kikirdak iskele iizerine orgii kemik dokunun birikmesi ve kirik
bolgesinde kan akimi artis1 goriiliir. Kirik iyilesmesinin bu agamasi sert kallus olusumu
olarak bilinir. Kikirdak mineralizasyonu ilerledik¢e kirik bolgesinindeki mekanik
stabilite, kemigin fizyolojik yiikleri bagimsiz olarak tagimasi i¢in yeterli stabilite
saglanana kadar artar. Son olarak, hem olgunlasmamis orgli kemik hem de alttaki
kikirdak matriks osteoklastlar tarafindan uzaklastirilir ve kemige uygulanan mekanik
streslere dayali olarak tipik yeniden olusturulan osteon yapisini ve Havers sistemini en

sonunda yeniden sekillenme siirecini baglatir (67).

I11. Yeniden Sekillenme (Remodeling) Donemi

Kirik iyilesmesi siirecini tamamlayarak kemigin normal formunu ve
biitiinliglinii geri kazanmasi olarak tanimlanabilir. Yeniden sekillenme siireci birkag
ay veya birkac yil siirebilen en uzun donemdir. Orgii kemigin lamellar kemige
dontistiigii evredir. Bu doniisiim osteoblast ve osteoklast fonksiyonu arasindaki denge
ile saglanir. Osteoklastlarin etkisiyle sert kallus yikilirken, osteoblastlarin etkisiyle
yeni lamellar kemik olusur. Osteoblast, osteoklast arasindaki denge MSC’ler, TNF-a,
makrofajlar ve IL-17 gibi sitokinler tarafindan kontrol edilir. MSC’lerden osteoblast
olusumu TGF-B ailesi iiyeleri, BMP’ler ve IGF gibi cesitli bliylime faktorlerinden
etkilenir. MSC’lerin osteoprotegerin(OPG) iiretimi, monositlerin osteoklastlara
farklilagmasini engeller. Buna karsilik osteoblastlardan salgilanan RANKL ve M-CSF,
osteoklastlarin sagkalimini1 ve islevini arttirir. Makrofajlar, osteoblast aktivitesinin
artmasiyla ve osteoklastlarin progenitorleri olarak kemik olusturma/rezorpsiyon
dengesini korurlar. Genel olarak belirli hiicreler ve aracilar kemigin yeniden

sekillenmesini sik1 sekilde kontrol ederler (69).

Anatomik, biyomekanik ve biyokimyasal siireclerin iyi yonetilmesi kemikte
kaliteli iyilesme i¢in gereklidir. Yeterli kan temini ve yeterli mekanik stabilite kemik

yeniden sekillenmesinin basarili olmasi igin 6nemlidir (7).
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2.13. Kirik Iyilesmesinde Etkili Faktorler
I. Kirik Tyilesmesinde Biyokimyasal Faktorler (65)

BMP, TGF-B, FGF, PDGF, IGF, VEGF gibi biyokimyasal faktorler kirik

tyilesmesinde etkilidir.

BMP; mezenkimal kok hiicrelerin osteoblastlara farklilasmasinda, matriks

sentezinde, hiicre migrasyonunda ve kemik olusumu aktivasyonunda etkilidir.

TGF-B; osteoblast, kondrosit, fibroblastlar iizerinde etkilidir. Matriks
olusumunu, damarlanmay1, enkondral kemiklesmede kalsifikasyonu, kirik kallusunda

kikirdak ve kemik olusumunu kontrol eder.

FGF; mezenkimal kok hiicre cogalmasini, kikirdak olusumunu, damarlanmayz,

osteoblastik aktiviteyi etkiler.

PDGF; nétrofillerin, makrofajlarin ve oOnciil hiicrelerin kirik bolgesine

gelmesini saglar.

IGF; kikirdak matrikste tip 1 kollajen diretimini, damarlanmayu,

osteoprogenitdr hiicre cogalmasini uyarir.
VEGF; damarlanmayi, osteoblast ¢ogalmasini ve farklilasmasini uyarir.
Il. Kirik Tyilesmesinde Hormonal Faktorler

Kirik iyilesmesinde etkili hormonal faktorler; biiyiime hormonu, kalsitonin,

Ostrojen, kortikosteroidler, tiroid, paratiroid hormon ve D vitaminidir.
I11. Kirik Iyilesmesini Etkileyen Hasta ile Tlgili Faktorler

Hastanin yasi, sigara icimi, alkol tiiketimi, kontrolsiiz diabeti, yetersiz

beslenmesi, protein eksikligi, azalmis kas kiitlesi, osteoporozu, D vitamini, kalsiyumu,
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genetik polimorfizmi, menopoz sonrast kadin olmasi, ek hastalik durumu kirik

iyilesmesini etkiler(70).

IV. Kirik Iyilesmesini Etkileyen Kirik ile Tlgili Faktorler

Travmanin derecesi, yumusak doku yaralanmasi, yiiksek Gustilo-Anderson
dereceli agik kirik, biiyiik parcalar arasi bosluklar, kompleks veya parcali kiriklar,
biyomekanik kararsizlik, biliylk kirikk hematomu, enfeksiyon, uzun siireli
immobilizasyon, NSAID kullanimi, kirik bolgesinin dolasimi, kirik u¢larinin birbirine

gore durumu, eklem i¢i kiriklar kirik iyilesmesini etkileyen kirik ile ilgili faktorlerdir

(70).

V. Kirik iyilesmesini Olumlu Etkileyen Faktorler (65,71)

I. Elektrik akimi, Manyetik alan, Ultrasonografi

I1. Hiperbarik Oksijen Tedavisi

I11. Anabolik Steroidler

IV. D-Vitamini, Kalsitonin, PTH, Biiylime hormonu
V. Prostoglandinler, BMP, Biiyiime faktorleri

V1. Kemik Greftleri

VI. Kirik iyilesmesini Olumsuz Etkileyen Faktorler (65)

I. Yiiksek enerjili travmalar ve genis yumusak doku hasari

I1. Kirik uglarinin birbirinden ayrilmasi, araya yumusak doku girmesi

III. Besleyici damarlarin hasar gérmesi

IV. Asir1 disseksiyon

V. Agik kirik olmasi (hematomun bosalmasi, kontaminasyon, asir1 yumusak
doku hasar1 nedeniyle)

VI. Yetersiz tespit

VII. Enfeksiyon

IX. Ileri yas

X. Eklem i¢i kirik olmasi (sinovyal sivinin kirik iyilesmesini bozucu etkisi)

XI. Kemoterapi, Radyoterapi, Sigara (nikotin) bagimliligi, Kortikosteroid,
Alkolizm

20



XII. Kemikte 6nceden var olan patolojik durum varlig

XIII. Beslenme ve saglikli metabolizmayi etkileyen her tiirlii sistemik hastalik
( diabet, malignite, sistemik enfeksiyon, anemi...)

XIV. Ilaglar (NSAID, Biofosfonatlar, Aminoglikozidler, Florokinolonlar...)

2.14. Kirik Iyilesmesinin Biyomekanigi

Stabilite ve kirik iyilesmesi arasinda denge vardir. Stabilite gerinimi belirler.
Gerinim de iyilesme tipini belirler. iki tiirlii stabiliteden bahsedilebilir. Goreceli
stabilite; kirik bolgesinin kiigiik miktarda hareketine izin verir ve kallus dokusu ile
iyilesme saglanir. Mutlak stabilite de ise kirik bdlgesinin nerdeyse hi¢ hareketine izin
vermez ve kemigin dogrudan iyilesmesine olanak saglar, kallus olusmaz. %2’den az
gerinim varhiginda primer kemik iyilesmesi olur ve endosteal iyilesme ile kemik
kaynar. %2-%10 arasindaki geriniminde sekonder kemik iyilesmesi goriiniir ve
enkondral ossifikasyon ile kemik kaynar. %10’un iizerinde gerinim olmasi kemik
olusumuna engel olur. Gerinim, kirik araligi mesafesindeki degisimin kirik aralig
mesafesince bolilnmesi olarak ifade edilir. En yliksek kirik gerinimi, arada boslukla
beraber fikse edilmis basit kiriklarda goriiliir yani tam rediikte edilmemis tespitlerde

goriiliir (7,20,72).
2.15. Kirik Tyilesmesini Artirmak I¢cin Uygulanan Yéntemler (5,70)

I. Biyofiziksel stimulasyon
Elektromanyetik alan uyarimi (PEMFs)
Diisiik yogunluklu darbeli ultrason uyarimi (LIPUS)

Il. Yerel olarak uygulanan biyolojik iyilestirme faktorleri
. Osteojenik materyaller
Otolog kemik
Otolog kemik iligi
. Osteokondiiktif materyaller
Kalsiyum fosfatlar

Kalsiyum hidroksiapetitler
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Kalsiyum siilfatlar

Kalsiyum fosfat/kollajen kompozitleri
Allojenik kemik

Demineralize kemik matrisi

Doku onarim faktorleri

I11. Fibroblast biiytime faktorleri
IV. Trombosit kaynakl biiytime faktorleri
V. Osteoindiiktif ve morfogenetik faktorler
Kemik morfogenetik proteinleri
Whnt proteinleri

V1. Sistemik biyolojik iyilestirme faktorleri
Paratiroid hormonu
Anti-sklerostin antikorlar1

Anti-Dickkopfile ilgili protein 1 antikorlar1

2.16. Kemik Greftleri

Genel olarak kemik greftlerinin 6zellikleri osteokondiiktif, osteoindiiktif veya

osteojenik olarak siniflandirilir.

Osteokondiiktivite; materyalin, kemik olusumu igin iskele veya ¢erceve gorevi

gorebilmesidir.

Onteoindiiktivite; kemik olmayan dokuya implante edilen materyalin kemik
olusturabilmesi olarak da tanimlanabilir. Yeni kemik olusturabilme kapasitesine sahip

osteoprogenitdr hiicrelerin ¢ogalmasini destekler. Ornek olarak BMP gésterilebilir.

Osteojenik; kemik olusturabilen hiicrelerden yeni kemik tiretilmesi olarak

tanimlanir (13).
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Biyouyumluluk; kullanilan materyallerin viicutta kullanilmaya uygun

olmasidir.

Osteointegrasyon; kemige uygulanan implantin kemik ile biitiinlesmesi yani
kemigin implantt kabul etmesi olarak tanimlanabilir. Kemik ile implant arasi

arayliziinde kemik kaybinin ¢ok az olmasidir.

Kemik grefti materyalleri genel olarak otogreft, allogreft, ksenogreft, sentetik
materyal veya kombinasyonlar seklinde ayrilabilir. Otogreftler aynmi kisiden alinan,
ayni kisiye implante edilen greftlerdir. Allogreftler bir bireyden alinan ve ayni tiirden
baska bir bireye implante edilen greftlerdir. Ksenogreftler bir tiirden alinip baska bir
tiire implante edilen greftlerdir (70,73).

Greft iyilesmesi asamalart 5 asama olarak degerlendirebilir. Ik asama
inflamasyon asamasi kemotaksisin nekroz ile uyarildigi ve hematom olustugu evredir.
Ikinci asamada mezenkim hiicrelerin inflamasyonu, gocii, proliferasyonu ve greft
icinde, cevresinde fibrovaskiiler doku olusumudur. Ugiincii asamada greft icine
damarlanma olusur. Dordiincii asamada greft yiizeyinde lokal osteoklastik yikim
olusur. Besinci asamada ise greft ylizeylerinde intramembrandz ve endokondral kemik
olusumu gelisir. Yeniden sekillenme evresi son asamadir ve yillarca siirer. Kemik
grefti yeterli mekanik stabiliteye ulagsmassa revaskiilarizasyon ve hiicre farklilagmasi

etkilenir, greft birlesmesi engellenir (20,73).

2.17. Tetrakalsiyum Fosfat

Kalsiyum fosfatlar ortopedide potansiyel klinik uygulamalar1 olan yeni nesil
kemik greftleri arasindadir. Kalsiyum fosfatlar biyouyumluluklari, osseointegrasyon
ve osteokodiiktif 6zellikleri nedeniyle kemik onarimi i¢in ortopedi ve travmatoloji

alaninda yaygin kullanilan malzemelerdir (10-12).

Kalsiyum fosfatlar, osteogenez icin gerekli kalsiyum ve fosfor iyonlarimi
serbest birakarak kemik iyilesmesinde gorev alacak proteinleri salgilayan hiicreleri

uyarir ve mineralize dokularin yenilenmesine yardimci olur (10).
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Kalsiyum fosfat greftler osteokondiiktiftir. Hayvan ¢aligmalar1 Kkalsiyum
fosfatin % 95’inin 26-86 haftada emildigini gostermistir. Emilebilir kemik dolgusu
olarak kullanilabilir. Kirik hattinda sizarak ekleme, ¢evre dokulara zarar verebilirler

(13).

Tetrakalsiyum fosfat (Cas (PO 4)2 ilk olarak 1883 yilinda Hilgenstock
tarafindan tanimlanmistir (74). Tetrakalsiyum fosfat (TTCP), kalsiyum fosfatlar
arasinda en bazik olandir ve Ca/P oranmi hidroksiapatitten (HA) daha biiyiik olan tek
kalsiyum fosfattir (11).

Hidroksiapatit ve tetrakalsiyum fosfat (TTCP) gibi kalsiyum fosfat bilesikleri
seramik matriksler olarak adlandirilir. TTCP’ nin oldugu grup enjekte edilebilir
seramik c¢imentolardir. TTCP genellikle karisgimlarin icinde kullanilmistir. Bu
karigimlarla likid macun seklinde karistirilip enjekte edilebilir sementler olusturulur.
Ardindan belirgin 1s1 artis1 olmadan sertlesirler. Meydana gelen sertlesmis materyalin
kompresif giiglere dayanikliligi kanselloz kemiklere esdegerdir. Olusan sertlesmis
materyal kolay rezorbe olan kalsiyum fosfat kristalleri igerir ve osteoklastlar tarafindan
remodelize edilir. Klinik olarak ag¢ik ve kapali olarak kirik sahasina ve kemik kaybi

olan bolgelere uygulanabilirler (75).

Kemik grefti ogmentasyonu gerektiren uzun kemik kiriklarinin tedavisinde bir
kalsiyum fosfat-kollajen kompozit greftinin otojen iliak krest kemik grefti kadar etkili

oldugu sonucuna varilmigtir (Seviye-I kanit) (13,76).

2.18. TNF-a, NFK B, BMP-2 ve IL-1B’nin Kemik Kiriklarindaki Yeri

IL-1B ve TNF-a, kirik olustuktan sonra 21. giin ila 28. giin arasindaki aralikta
baslayan yeniden sekillenme doneminde yiikselir. TNF-a'nin niikleer faktor kappa-B
ligandinin (RANKL) reseptor aktivatoriinii salgilayan kondrositlerin sayisini ve
osteoklastlara farklilasabilen CD14+ monositlerin trans-endotelyal gogiini arttirdigi
gosterilmistir. Bu iki mekanizma, TNF-a'nin hem yerlesik osteoklastlarin kemik

rezorpsiyon kapasitesini artirmasina hem de kemigin yeniden sekillenme siirecini
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tesvik etmek ic¢in belirli bir alandaki toplam osteoklast sayisini potansiyel olarak

artirmasina izin verir (7,77-79).

Kemik morfogenetik proteinleri (BMP'ler), makrofajlar tarafindan salgilanan
cok islevli proteinlerdir ve kemik gelisimine ve kiriklarin onarimina yardimci olurlar.
BMP'ler, yeni osteositlerin (osteoindiiktif) olusumuna yardimci olan biiyiime
faktorleridir. Bu, spesifik membrana bagli reseptorlerin  aktivasyonu ile
gergeklestirilir. BMP-2, osteoindiiktif olarak tanimlanir, yani kemik biiylimesini ve
olusumunu indiikleme ve arttirma yetenegine sahiptir ve ayrica osteojenik yola dogru

hiicre kemotaksisini, proliferasyonunu ve farklilasmasini destekler (80,81).

TGF-B1 ve BMP-2 plazma seviyeleri kiriklar sonrast donemde artmaktadir.
Normal kaynama goriilen gruplarda TGF-f1 seviyeleri 2. haftada zirve degerine
ulagmaktadir. Normal kaynama goriilmeyen ya da kaynamama problemi olan
gruplarda TGF-B1 seviyeleri daha ge¢ donemde zirve degere ulasmaktadir. Plazma
BMP-2 seviyeleri normal kaynama goriilen gruplarda 1. haftada zirve degere
ulagirken, kaynamama goriilen gruplarda 2. haftada zirve degere ulagsmaktadir. Genel
olarak, plazma TGF-B1 veya BMP-2 seviyeleri, normal kaynama ve kaynamama

gruplari arasinda 6nemli 6lgiide farkli degildir (82,83).
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3. MATERYAL VE METOT

Calisma konusu belirlendikten sonra Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kuruluna (HADYEK) basvuruldu. Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulunun (HADYEK) 31.08.2021 tarihli ve 7 sayili1 oturumunda Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru Formu ve ekli belgeleri, gerek¢e, amag, yaklagim

ve yontemler dikkate alinarak incelenmistir.

Sonu¢ olarak 201 no’lu karar ile s0z konusu arastirma calismasinin

yiirlitiilmesinin etik kurallarina uygun olduguna, mevcut oy birligi ile karar verilmistir.

Bu ¢alisma deneysel bir calisma olup Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali tarafindan Morfoloji binasi Farmakoloji
Anabilim Dali ile birlikte Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi (ATADEM)’nde gergeklestirilmistir.

3.1. Denekler

Deneysel ¢alisma Erzurum Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 20.08.2021 tarihli ve E-42190979-000-2100217175 sayil1 izni ile yapildi.
Calismamizda 44 adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Calismada
kullanilan ratlar Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ATADEM)’nden temin edilmistir. Deneklerin saglikli, daha 6nce ilag¢ verilmemis ve

herhangi bir deneyde kullanilmamis olmalarina dikkat edildi.

Ortalama yaslar1 9 hafta (8-10) ve ortalama agirliklar1 375 gram (350-400) olan
normal aktiviteye sahip 44 adet rat kullanildi. Tiim ratlar islem 6ncesi 14 giin boyunca
20 +/- 1 derece oda 1s1s1 ve %50 +/- 5 rolatif hava nemi olan standart laboratuar
kosullarinda 6’sarli ve 5’erli sekilde ratlar i¢in 6zel standart kafeslerde tutularak
ortama aligmalar1 sagland1 ve saglik durumlar1 gézlemlendi. Laboratuuar ortaminda
12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisii korundu. Deney siiresi boyunca ratlarin standart

pelet yeme ve taze igme suyuna ulagsmasi (ad libitum) saglandi.
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44 adet rat deney Oncesi randomize olarak her grupta 11 adet rat olacak sekilde

4 ayr1 gruba ayrildi (Tablo 3.1).

Her grupta 11 adet rat olacak sekilde ratlar randomize ayrildiktan sonra ratlar
6’sarl1 ve 5’erli sekilde ratlar i¢cin 6zel standart kafeslere alindi. Kafes iistlerine grup
adlar1 yazilarak gruplarin karismasi engellendi. Iki ayr1 renk kina ile her kafesteki
ratlar kendi icinde ayirt edilebilinmesi igin farkli farkli boyandi. Ornek olarak 6’sarli
kafesteki ratlar kirmizi bas, kirmizi kuyruk, siyah bas, siyah kuyruk, ¢ift renk ve beyaz
rat olarak boyandi. Kafes i¢i isimlendirme yapilmis oldu (Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Deney Gruplarmin Tanitim

Gruplar Grup Isimleri islemler Grup Rat
Sayilar
I Negatif Kontrol (NK) Saglikli Ratlar 11
. Pozitif Kontrol (PK) Kemik defekti + K tel 11
1. Grandus B-One Tedavi Grubu Kemik defekti + K tel + 11
(GB) Grandus B-One yapistirici
\VA Tetrakalsiyum fosfat Tedavi Kemik defekti + K tel + 11

Grubu (Cas(POs)20) (TTCP)  TPC

Sekil 3.1. Gruplarm Kendi I¢lerinde Isimlendirilmesi
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3.2. Cerrahi Prosediir

Gerekli takipler ve hazirliklar yapildiktan sonra ratlar cerrahi islem amaci ile
miidahale odasina alindi. Deneklere oncelikle intraperitoneal Ketamin (60 mg/kg)
(Ketalar, Pfizer, Tiirkiye) ve Xylazine (10 mg/kg) (Rompun, Bayer, Almanya) ile
anestezi yapild1 (84).

Deney hayvanlarina anestezi islemi uygulandiktan 10 dk sonra, agrili uyaranla
anestezi islemi kontrol edildi. Daha sonra ratlarin sag femur bolgesi genisce tiras
edildi. Tiras edilen bolgeler povidon iyotla dezenfekte edildi. Daha sonra ratlar steril
ortiilerle Ortiilmiis ameliyat masasina alindi. Ratlar tizeri steril ortii ile Ortiilmiis
ayarlanabilir 1sitic1 pedlerin (Paketherm, Ispanya) iizerine alind1 (Sekil 3.2). Steril
malzemeler ve materyallerle cerrahi isleme baslanildi (Sekil 3.3). Cerrahi teknik olarak
Naegeu ve arkadaslari, Balkanli ve arkadaslar1 ve Claes ve arkadaslar tarafindan

tanimlanan femoral osteotomi modeli uygulandi (84-86).

Sekil 3.2. Ayarlanabilir Isitict Ped Kumandasi
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STERIL

ORTUNUN
ALTINDA
ISITICt
PED

Sekil 3.3. Steril Cerrahi Masa ve Steril Cerrahi Aletler

Ratlarin sag femur lateralinden 2 cm’lik insizyon ile cilt ve cilt alt1 gegildi.
Femur saftinin lizerindeki fasya dokusu ve kas dokusu kiint diseksiyon ile gecildi.
Femur saftinin orta bolgesine ulasildi. Periost elevatorii yardimi ile periosteum
kaldirildi (Sekil 3.4). Femur saftinin orta bolgesine, tasinabilir dis tinitesi sistemi
(Dynamic, Cin) ve 1.2 mm kalinliginda elmaz frezler (Diatech, ABD) kullanilarak ¢ift
korteks transvers osteotomi yapildi (Sekil 3.5). Bu sekilde kirik uygulamasi yapilan
tiim deneklerde tek tip 2 pargali kirik olusturuldu (Sekil 3.6). Kirik tespiti igin tek ucu
sivri 1.5 mm’lik 1 adet K-teli (Kirschner teli) (Aysan, Samsun, Tiirkiye), motor
yardimi ile 6nce retrograd yonde ilerletilerek ‘Trokhanter Major’ hizasindan korteksi
gecerek c¢ikartildi (Sekil 3.7). Daha sonra K-teli, motor yardimi ile tutularak geri
cekildi ve kirik hattinda rediiksiyonun saglanmasinin ardindan anterograd ilerletildi

(87). K teli diz ekleminden ¢ikarilmadan birakildi (Sekil 3.8).

I.  Grup olan negatif kontrol grubundaki ratlar higbir cerrahi uygulama

yapilmayan saglikli ratlardan olugsmaktadir.
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Il.  Grup pozitif kontrol grubundaki ratlara yukarida anlatildigr gibi kemik
kirig1 yapildiktan sonra retrograd K teli ile rediiksiyon saglandi ve fasya
dokusu 3,0 Vicryl (pegelak 3/0, Dogsan, Tirkiye) ile cilt 3,0 prolen
(propilen 3/0, Dogsan, Tiirkiye) ile siiture edildi.

I1l. Grup Grandus B-One tedavi grubundaki ratlara yukarida anlatildigi gibi
kemik kirig1 yapildiktan sonra retrograd K teli ile rediiksiyon sagland1 ve
kirik hatlar1 distrakte edilerek ana bileseni tetrakalsiyum fosfat (TTCP)
olan kompozit Grandus B-One (Permed Saglik Uriinleri, Canakkale,
Tiirkiye) uygulandiktan sonra kirik hatt1 tekrar komprese edildi. Grandus
B-One kirik olan 2 pargay1 yapistirdiktan ve dakikalar i¢cinde donduktan
sonra fasya dokusu 3,0 Vicryl ile cilt 2,0 prolen ile siiture edildi (Sekil 3.9.-
Sekil 3.10.-Sekil 3.11.-Sekil 3.12).

IV. Grup Tetrakalsiyum fosfat (TTCP) grubundaki ratlara yukarida anlatildig1
gibi kemik kirig1 yapildiktan sonra retrograd K teli ile rediiksiyon sagland1
ve kirik hatlar1 distrakte edilerek izole TTCP (Permed Saglik Uriinleri,
Canakkale, Tiirkiye) 2 cc TTCP toz 1 cc distile suyla sulandirilarak
intrameduller bolgeye uygulandiktan sonra kirik hatti tekrar komprese
edildi. Fasya dokusu 3,0 Vicryl ile cilt 2,0 prolen ile siiture edildi. TTCP
toz materyal distile su (2:1) ile karistirildi homojen ¢6zdiiriildii ve kirik

hattina uygulandi.

28. giiniin sonunda tiim ratlar sakrifiye edildi. Tiim ratlardan kardiyak kan
alind1 (Sekil 3.13). Kanlar biyokimya tiiplerine (sar1 kapakli jelli serum ayirma tiipii)
yavasca tlipiin kenarindan siiziilerek enjekte edildi. Daha sonra 6000 devirde 5 dakika
santrifiij edilerek serum kisminin ayrilmasi saglandi ve ELISA testi yapmak i¢in -80
derece dolaplarda saklandi. Sakrifizasyonun ardindan tiim ratlarin sag femurlari kalca

ve diz dezartikulasyonu ile ¢ikartildi ve histolojik incelemeye gonderildi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.4. Femur Saft Periost Kaldirilmis

Sekil 3.5. Tagmabilir Dis Unitesi Sistemi
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Sekil 3.6. Osteotomi Sonrasi Iki Parcali Kirik

Sekil 3.7. Retrograd K-teli Gonderimi
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Sekil 3.8. Kirik Rediikte Edilerek K-teli ile Tespit Edildi

Sekil 3.9. Grandus B-One Toz ve Sivi Karigtirma Sistemi
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Sekil 3.10. Grandus B-One’in Kirik Hattina Uygulanmasi

Sekil 3.11. Grandus B-One Kirtk Hattina Uygulandiktan Sonra
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Sekil 3.13. intrakardiyak Kan Alimi
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Sekil 3.14. Sakrifiye Edilmig Rat Femuru

3.3. Ameliyat Sonrasi Rat Yonetimi

Deneysel ¢alisma ekibi ortopedistler, farmakologlar ve bir adet veterinerden

olusmaktadir.

Cerrahi islem sonrasinda ratlar uyanana kadar 1siticit pedler {izerinde takip
edildi. Cerrahi islem Oncesi preoperatif donemde cerrahi uygulanan tiim ratlara
enfeksiyon proflaksisi amaciyla bir doz 50 mg/kg/giin 1. Kusak sefalosporin (sefazolin
sodyum, Eqizolin 1 gr, Tiim Ekip Ilag/ Istanbul) intraperitoneal olarak uygulandi (88).
Cerrahi islem sonrasi cerrahi uygulanan tiim ratlara viicut sivist hemostazi i¢in 8
mg/kg/glin intraperitoneal ringer laktat oda sicakligina isitilarak uygulandi (89).
Postop 24 saat cerrahi uygulama yapilan ratlarin kafeslerine pelet yem serpildi. Postop
1. giinde tiim ratlar 2 ayak iizerine kalkabiliyordu, ¢evreye ilgileri normaldi ve genel
durumlan iyiydi. Kendi bakimlarint ve beslenmelerini rahatlikla yapabiliyorlardi.
Postop ilk dakikalardan itibaren tiim ratlarin kafeslerinde atelsiz serbest dolagsmalarina

izin verildi.
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Tiim ratlar islem sonrasi 28 giin boyunca 20 +/- 1 derece oda 1s1s1 ve %50 +/-
5 rolatif hava nemi olan standart laboratuar kosullarinda 6’sarl1 ve 5’erli sekilde ratlar
icin 6zel standart kafeslerde tutularak saglik durumlari gozlemlendi. Laboratuuar
ortaminda 12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisii korundu. Deney siiresi boyunca

ratlarin standart pelet yeme ve taze igme suyuna ulagmasi (ad libitum) saglandi.

Ratlar cerrahi sonrasi temiz kafeslere alindi ve cerrahi sonrasi 3 giin boyunca
ratlarin kafesleri temizlendi daha sonra haftalik temizlik yapildi. Postop ilk 24 saatte
ratlarin yara yerlerine bakildi. Yara yerlerinde akint1 yoktu. 3 adet ratin (PK’dan 1 rat,
TCP’den 2 rat) yara yerinde sadece ciltte 1 mm lik agilma gortildii ve ratlar takip edildi
postop 3. giin tiim ratlarin yara yerleri kapandi ve yara yerinde akinti1 goriilen rat
olmadi. Cerrahi sonrast ilk 24 saat i¢inde ex goézlemlenmedi. Cerrahi sonrast 2.
Haftada grandus grubundan 1 ex, cerrahi sonrasi 3. haftada PK grubundan 2 ex, TTCP

grubundan 1 ex gozlendi.

Ratlarda postop donemde siddetli agrinin kaniti olabilecek durumlar (ses
cikarma, huzursuzluk, hareket eksikligi, timar yapamama, anormal durus, ¢evreye
normal ilgi gosterememe) gozlemlenmedi (90). Ratlarda kirik sonrasi donemde
spontan koruma, spontan irkilme, sol arka bacakta agirlik tagima gibi durumlar postop
1. glinden sonra goriilmedi (15,19). Tiim ratlarin agirliklar1 deney 6ncesinde, deney
sonrasi 7. giinde, deney sonrasi 14. giinde ve deney sonrasi 28. giinde tartilarak agirlik

takip cizelgesine islendi.

Deney sonlandirma kriterleri deney oOnesi donemde belirlendi ve deney

stiresince degerlendirme bu kriterlere gore yapildi.

Hayvanlarin Deney Protokoliinden Cikarilma Kriterleri

1- Veteriner hekimin uygun gérmesi (insani nedenler)
2- Viicut agirhiginin %15’inden fazla kilo kaybi

3- Diizgiin gida ve su almama

4- Uyaranlara belirgin derecede azalmis yanit verme

5- Yara yeri enfeksiyonunun olmasi
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3.4. Radyografik inceleme

Tim gruplardaki ratlara, cerrahiden sonra 7, 14 ve 28. giinde ketamin (30
mg/kg) (Ketalar, Pfizer, Tirkiye) (intraperitoneal), Xylazine (5 mg/kg) (Rompun,
Bayer, Almanya) ve rontgen esnasinda hareketlenen ratlara sevofluran (inhaler)
sedasyon anestezi ile radyografik goriintiileme yapildi. Radyografik inceleme Atatiirk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi acil servisinde yapilmustir.
Radyolojik degerlendirme yapilirken ratlar her defasinda ayni siraya gore dizilmistir
(Sekil 3.15). Rontgen igin kullanilan X-ray cihazi (meX-100 (vet-versiyon)) tiim
goriintliilemeler esnasinda 85 cm uzakliktan 1s1n gonderecek sekilde konumlandirildi
(Sekil 3.16). X-ray cihazi ayarlari doku kalinligina goére yapilmistir (Sekil 3.17).
Radyolojik degerlendirmede kirik iyilesmesini degerlendirmek i¢in Modifiye Lane ve
Sandhu siniflamasi kullanildi (Tablo 2). Radyografik goriintiiler caligmada yer
almayan (galisma gruplarina kor ortopedistler tarafindan) ortopedi uzmanlar1 (YSD,
AEO, MK) tarafindan degerlendirildi (91).

Sekil 3.15. Ratlarin Réntgen Kasedi Uzerine Dizilisi
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Sekil 3.16. Radyolojik Goriintilleme Mesafesi

Sekil 3.17. Rontgen Cihazinin Ratlara Gore Ayarlanmasi
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Tablo 3.2. Modifiye Lane ve Sandhu Skorlama Sistemi

Kirik hattinda olusan
kemik dokusu (kallus)

Kaynama (proksimal
ve distal ayr1 ayri)

Yeniden yapilanma

Kallus olusumu yok Kaynama yok 0 Yeniden yapilanma
kanit1 yok
Defektin  %25’ini dolduran Olast kaynama durumu 1 Meduller kanalin
kemik dokusu olusumu yeniden
sekillenmesi
Defektin %50’sini dolduran Radyolojik kaynama 2 Tam kortikal

kemik dokusu olusumu

yeniden sekillenme

Defektin  %75’ini dolduran
kemik dokusu olusumu

Defektin tamamim1 dolduran
kemik dokusu olusumu

Tablo 3.3. Modifiye Lane ve Sandhu Skorlama Sisteminin Puanlamasi

Parametre Kategori basina en yiiksek
puanlama
Kirik hattinda olusan kemik dokusu (kallus) 4
Proksimal kaynama 2
Distal kaynama 2
Yeniden yapilanma 2
Tablodan alinabilecek en yiiksek puan 10

3.5. Biyokimyasal Analizler

28. giinlin sonunda yiiksek doz iiretan anestezisi ile sakrifiye edilip ratlardan
intakardiyak yontemle 5 cc kan alindi (Sekil 3.18.), 6000 devirde 5 dakika santrifiij
edildi ve ELISA testleri yapilana kadar eksi 80°C” de saklandi. Ticari olarak temin
edilebilen bir enzim baglantili immiinosorbent deneyi (ELISA) kit (SinoGeneclon,
HangZhou, Cin) kullanilarak BMP-2, TNF-a, IL-1B ve Nuclear Factor Kappa B

(NFkB) parametreleri ticari kit protokoliine uygun sekilde incelendi.
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Sekil 3.18. intrakardiyak Kan Alimi

ELISA kiti, protokoliine gére once kutucuklara standartlar eklendi, seyreltilme
islemi protokole uygun olarak yapildi ve yapiskan band1 yapistirdiktan sonra 30 dakika
inkiibe edildi. Sonrasinda yapigskan bant ¢ikarilip slipernatant bosaltildi, wash buffer
ile 5 kez yikama yapildi. Her kuyucuga 50 pm HRP eklendikten sonra tekrar yapigkan
bant ile 30 dakika inkiibe edildi. Yapiskan bant acilarak siipernatant bosaltildiktan
sonra tekrar wash buffer ile 5 kez yikama yapildi. Sonrasinda kuyucuklara (standartin
son kuyucugu hari¢) 50’ser um Chromogene A ve Cromogene B eklendikten sonra
1siktan koruyacak sekilde paketlere koyularak 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi1 her kuyucuga 50 um Stop soliisyonu eklendi rengin maviden sartya dondiigii

goriildii. 15 dakika bekledikten sonra 450 nm’de kitler okutuldu.

3.6. Histopatolojik Analizler

28. gliniin sonunda yiiksek doz tiretan anestezisi ile sakrifiye edilen ratlardan
alinan sag femur kemiklerinin K-telleri ¢ikartildiktan sonra histopatolojik incelemeye
gonderildi. Ratlardan aliman kemik doku ornekleri, %10’luk nétral formalin
sollisyonunda tespit edildi. Daha sonra 6rnekler %10’luk Nitrik asit sollisyonunda 2
giin siireyle dekalsifiye edilerek rutin alkol ksilol serilerinden gecirildi. Parafin

bloklardaki 6rneklerden 5 um’lik kesitler alinarak Hematoksilen-Eosin ve Masson’s
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Trichrome Stain (MST) ile boyandi. Degerlendirmede inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
O0dem, yeni damar olusumu, fibrosit/fibroblast aktivitesi, kondrosit/kondroblast
aktivitesi, fibroz doku ve kikirdak doku olusumu gibi histopatolojik bulgular
semikantitatif yok (0), hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olacak sekilde degerlendirildi
(92,93).

3.7. istatiksel Analizler

[statistiksel analiz, SPSS Statistics 20.0 kullanilarak yapilacaktir. Gruplar
arasindaki farkliliklar, Gabriel'in ikili testi kullanilarak post-hoc test ile tek yonlii
ANOVA kullanilarak analiz edilecektir. p<0.05, ortalamalar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olarak kabul edilecektir (94).
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4. BULGULAR
4.1. Rat Agirhik Takiplerine Ait Bulgular

Calismamizda bulunan 44 adet rat’in cerrahi oncesi ve cerrahi sonras1 7, 14,

28. giinlere ait kilo izlemleri yapilmustir (Sekil 4.1, Sekil 4.2.-Sekil 4.3.-Sekil 4.4).

Pozitif Kontrol Grubu Kilo izlemi

395
390
385
380
375
370
365
360
355

350
345

PREOP PK POSTOP 7- PK POSTOP 14-PK POSTOP 28-PK

Sekil 4.1. Pozitif Kontrol Grubu Kilo Izlemi

Grandus B-One Grubu Kilo izlemi
390

380
370
360
350
340

330
PREOP GRANDUS  POSTOP 7- GRANDUS POSTOP 14-GRANDUS POSTOP 28-GRANDUS

Sekil 4.2. Grandus B-One Grubu Kilo Izlemi
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420
410
400
390
380
370
360
350
340
330
320

395

390

385

380

375

370

365

360

355

350

Negatif Kontrol Grubu Kilo izlemi

PEROP NK

POSTOP 7- NK POSTOP 14- NK

Sekil 4.3. Negatif Kontrol Grubu Kilo izlemi

TTCP Grubu Kilo izlemi

PREOP TTCP

POSTOP 7-TTCP POSTOP 14-TTCP

Sekil 4.4. TTCP Grubu Kilo izlemi
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Cerrahi islem uygulanmayan gruptaki ratlar 28 giin boyunca kilo alim1 devam
etmis. Sadece acik kirik modeli uygulanip intramediiller tel atilan gruptaki ratlarda
cerrahi sonrasit 7. giine kadar agirlik kayb1 devam etmis, cerrahi sonrasi 7 ila 14. giin
arasinda agirliklart artmamis ve cerrahi sonrasi 14. giinden sonra agirliklar artmaya
baslamistir. Ag¢ik kirik modeli uygulanip kirik hatina lokal olarak Grandus B-One
uygulanan gruptaki ratlarda cerrahi sonrasi 7. giine kadar agirlik kayb1 goriilmiis ancak
7. giinden sonra agirlik kazanmaya devam etmisler. A¢ik kirtk modeli uygulanip kirik
hattina lokal olarak TTCP uygulanan gruptaki ratlarda kilo kayb1 gdriilmemis, cerrahi
sonrast 7. giine kadar minimal diizeyde kilo artiglar1 olmus, 14. giinden itibaren agirlik

kazanmaya devam etmigler.

4.2. Radyolojik Bulgular

Calismamizda bulunan tiim ratlara cerrahi sonrasi 7,14 ve 28. giinlerde anestezi
altinda rontgen kasetlerine yerlestirilerek lateral pozisyonda tek yonlii radyolojik

goriintiilemeler yapildi (Sekil 4.5.-Sekil 4.6.- Sekil 4.7.-Sekil 4.8).

Sekil 4.5. Negatif kontrol grubundan elde edilen radyolojik direkt grafi goriintiileri.
A: postop 7. Gilin, B: postop 14. Giin, C: postop 28. Giin
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Sekil 4.6. Pozitif kontrol grubundan elde edilen radyolojik direkt grafi goriintiileri.
A: postop 7. Giin, B: postop 14. Giin, C: postop 28. Giin

Al

Sekil 4.7. Grandus B-One grubundan elde edilen radyolojik direkt grafi goriintiileri.
A postop 7. Giin, B: postop 14. Giin, C: postop 28. Giin

Sekil 4.8. TTCP grubundan elde edilen radyolojik direkt grafi goriintiileri. A: postop
7. Giin, B: postop 14. Giin, C: postop 28. Giin
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7. ginde yapilan radyolojik goriintiilemede pozitif kontrol grubu direkt
grafilerinde kallus dokusu hi¢ gozlemlenmedi. Pozitif kontrol grubunda 1 ratta
intrameduller tespit geri gelmis olarak goriildii. Grandus B-One grubu direkt
grafilerinde 7. giinde uygulanan materyale ait goriintiiler mevcuttu, kallus dokusuyla
benzer goriiniim mevcuttu. TTCP grubu direkt grafilerinde 7. glinde minimal kallus

dokusu goriintimleri mevcuttu.

14. giinde yapilan radyolojik goriintiilemede pozitif kontrol grubu direkt
grafilerinde 6zellikle femur distal bolgelerinde olmak {izere kallus dokusu goriildii.
Grandus B-One grubu direkt grafilerinde 14. giinde femur distal bolgelerde daha
yogun olmak ftizere kallus dokular1 ve uygulanan materyal ile uyumlu goriintii
mevcuttu. TTCP grubu direkt grafilerinde 14. giinde femur distal, proksimal ve kirik

bolgesinde kallus dokular1 goriildii.

28. giinde yapilan radyolojik goriintiilemde pozitif kontrol grubu direkt
grafilerinde defekti dolduran ama remodele olmayan, defekti tam dolduramayan ancak
yogun kallus dokusu olan ve defekt alanini dolduramayan minimal kallusa sahip
goriiniimler mevcuttu. Grandus B-One grubu direkt grafilerinde 28. giinde defekt
alaninin biiyiikk kismimi dolduran ancak tam olarak remodele olmayan goriiniim
mevcuttu. Grandus B-One grubunda 28. giinde bir ratta K telinin geri gelmis oldugu
goriildii. TTCP grubu direkt graflerinde 28. giinde defekt alanin biiyiik kismini hatta

tamamini dolduran ancak tamamen remodele olmamis gériiniim mevcuttu.

Negatif kontrol grubu direkt grafilerinde 7,14 ve 28. giinde degisiklik

goriilmedi. Goriintiiler saglikli kemik dokusu ile uyumluydu.

Bu galismada 44 adet rat her biri 11 ser adet olmak iizere 4 ayr1 gruba
ayrilmustir. Sag femurlarina deneysel agik kirtk modeli olusturulan her grupta 11 rat
olan toplamda 33 adet rat bulunmaktadir. Tiim deneysel kirik olusturulan ratlar 7. 14.
ve 28. giinlin sonunda kaynama diizeyleri Modifiye Lane ve Sandhu siniflamasi

araciligi ile skorlanarak incelenmistir (Tablo 4.1.-Sekil 4.9.-Sekil 4.10).
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Tablo 4.1. Deneysel gruplar i¢i tekrarh 6l¢iimlerinin karsilagtirilmasi

Grandus B-one (n=11) TTCP (n=11) Pozitif Kontrol (n=11)

M[min maks] M[min maks] M[min maks]
7. giin 0[01] 0[01] 0[01]
14. giin 3[24] 3[23] 2[13]
28. giin 71[49] 9 1[4 10] 6[38]
p! <0,001 <0,001 <0,001
7.giin-14.giin p? 0,025 0,020 0,059
7. giin-28.giin p? <0,001 <0,001 0,025
14.giin-28.giin p? 0,030 0,040 0,020
10
8
8§ =
=1
D
=
4
grup
2 === Grandus B-One
= TTCP

w—— Pozitif Kontrol

7.gun

14. gun 28. gun

Sekil 4.9. Gruplarda 6l¢ek skorlarinin zamana degisim ¢izgi grafigi
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Sekil 4.10. Radyolojik bulgularin gruplarda dagilimlari

4.3. Biyokimyasal Bulgular

28. giiniin sonunda yiiksek doz iiretan anestezisi ile sakrifiye edilip ratlardan
intakardiyak yontemle 5 cc kan alindi. Alinan kanlar santrifiij edilerek eksi 80
derecede saklandi. Kanlar ticari olarak temin edilebilen bir enzim baglantili
immiinosorbent deneyi (ELISA) kit (SinoGeneclon, HangZhou, Cin) kullanilarak
analiz edildi (Sekil 4.11-Sekil 4.12-Sekil 4.13.-Sekil 4.14).

TNF-a Testi
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Sekil 4.11. TNF-a ELISA testi analizlerinin gruplarda dagilimi
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28. giin sakrifiye edilen ratlardan alinan kanlarda yapilan TNF-a ELISA testi
sonuglarina gore pozitif kontrol grubu ve Grandus B-One grubu TNF-a degerleri
negatif kontrol grubu ve TTCP grubuna gore daha yiiksek olarak bulunmustur. NK ve
TTCP grubu sonuglari birbirine yakin degerler olarak bulundu. PK ve Grandus B-One

grubu sonuglar1 birbirine yakin degerler olarak bulunmustur.

Nuclear Kappa Testi
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Sekil 4.12. Niikleer Kappa Elisa testi analizlerinin gruplarda dagilimi

28. giin sakrifiye edilen ratlardan alinan kanlarda Niikleer Kappa B testi Elisa
sonuglarine gore en yiiksek deger Grandus B-One grubunda goriilmiistiir. Grandus B-
One’ a en yakin deger TTCP grubunda goriildii. En diisiik degerler negatif kontrol
grubunda goriildii. Pozitif kontrol grubu degerleri negatif kontrol grubundan ytiksek
TTCP grubundan diisiik olarak bulunmustur.
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IL- 1B Testi
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Sekil 4.13. IL-1B Elisa testi analizlerinin gruplarda dagilimi

28. giin sakrifiye edilen ratlardan alinan kanlarda IL-1B sonuclarina gore en
yiiksek deger Grandus B-One grubunda goriildii. Grandus B-One’dan sonra yiiksek
deger pozitif kontrol grubunda goriildii. Negatif kontrol grubu sonuglar1 en diisiik
degerlere sahip olarak goriildii. TTCP grubu degerleri negatif kontrol grubundan
yiiksek pozitif kontrol grubundan diisiik olarak gortildii.

BMP-2 Testi
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Sekil 4.14. BMP-2 Elisa testi analizlerinin gruplarda dagilimi

28. giin sakrifiye edilen ratlardan alinan kanlarda BMP-2 souglarina goére en
yiiksek degerler Grandus B-One grubunda olmasina ragmen pozitif kontrol ve TTCP

grubu degerleri de negtif kontrol grubuna gore yliksek olarak goriildii.
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4.4. Histopatolojik Bulgular

Ratlardan alinan kemik doku oOrnekleri Parafin bloklardaki orneklerden 5
um’lik kesitler alinarak Hematoksilen-Eosin ve Masson’s Trichrome Stain (MST) ile
boyandi. Degerlendirmede inflamatuar hiicre infiltrasyonu, 6dem, yeni damar
olusumu, fibrosit/fibroblast aktivitesi, kondrosit/kondroblast aktivitesi, fibr6z doku ve
kikirdak doku olusumu gibi histopatolojik bulgular semikantitatif olarak yok (0), hafif
(1), orta (2) ve siddetli (3) olarak degerlendirildi (Tablo 4.2-Tablo 4.3).

Tablo 4.2. Hematoksilen-Eozin ile Yapilan Boyamada Gruplara Gore Histopatolojik Bulgular

Gruplar Inflamatuar Odem Yeni damar  Fibrosit/fibroblast Kondrosit/
hiicre olusumu aktivitesi kondroblast
infiltrasyonu aktivitesi
PK 2,83+0,40  2,66+0,51  1,00+0,00 1,16+0,40 0,33+0,51
Grandus  2,00+0,00  1,83+0,40  0,83%0,00 1,83+0,40 0,33+0,51
B-One
TTCP 1,16£0,40  1,00+0,00  2,66+0,51 2,83+0,40 2,66+0,51

Negatif kontrol grubu ratlarin kemik dokular1 normal histolojik goriinimdeydi.
Genel olarak histopatolojik bulgular PK grubunda en siddetli durumda gozlenirken,
Grandus B-One grubunda orta, TTCP grubunda ise hafif olarak belirlendi.

Inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve dem PK grubunda siddetli, Grandus B-One
grubunda orta, TTCP grubunda ise hafif olarak belirlendi. Yeni damar olusumu da PK
ve Grandus B-One grubunda hafif, TTCP grubunda siddetliydi. Fibrosit/fibroblast
aktivitesi ise PK grubunda hafif, Grandus B-One grubunda orta olarak belirlenirken,
kondrosit/kondroblast aktivitesinin bu iki grupta heniiz 6nemli diizeyde sekillenmedigi
tespit edildi. Diger iki gruptan farkli olarak TTCP grubunda fibrosit/fibroblast ile
kondrosit/kondroblast aktivitesi siddetli diizeydeydi (Sekil 4.15-4.16).
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Sekil 4.15. Hematoksilen-Eozin ile Yapilan Boyamada Gruplara Gére Histopatolojik Gortiniimler
A- NK grubu. Normal histolojik goriiniim. B- PK grubu. Siddetli diizeyde 6dem (ok) ve inflamatuar
hiicre infiltrasyonu (o), C- Grandus B-One grubu. Orta diizeyde 6dem (ok) ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (o0), D- TTCP grubu. Hafif diizeyde 6dem (ok) ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu (o). H-
E.
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Sekil 4.16. Hematoksilen-Eozin ile Yapilan Boyamada Gruplara Gére Histopatolojik Gortiniimler
A- NK grubu. Normal histolojik goriiniim. B- PK grubu. Hafif diizeyde yeni damar olusumlari
(okbas1) ve fibroblast/fibrosit aktivitesi (ok), C- Grandus B-One grubu. Hafif diizeyde yeni damar
olusumlari (okbasi) ve orta diizeyde fibroblast/fibrosit aktivitesi (ok), D- TTCP grubu. Siddetli
diizeyde yeni damar olusumlar1 (okbas1) ve kondrosit’kondroblast aktivitesi (ince ok), H-E.

Tablo 4.3. Masson’s Trichrome ile Yapilan Boyamada Gruplara Goére Histopatolojik
Bulgular

Gruplar Fibr6z doku olusumu Kikirdak doku olusumu
PK 1,16+0,40 0,33+0,51
Grandus B-One 2,00+0,00 0,16+0,40
TTCP 2,83+0,40 1,83+0,40

Negatif kontrol grubundaki ratlarin kemik ornekleri normal histolojik
yapidaydi. Tespit edilen bulgulardan olan fibroz doku olusumu uygulama
gruplarindan; PK grubunda hafif, Grandus B-One grubunda orta, TTCP grubunda ise
siddetliydi. Kikirdak doku olusumunun ise PK ve Grandus B-One grubunda heniiz
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onemli diizeyde sekillenmedigi belirlenirken, TTCP grubunda ise orta diizeyde
sekillendigi belirlendi (Sekil 4.17-4.18).

Sekil 4.17. Masson’s Trichrome ile Yapilan Boyamada Gruplara Gore Histopatolojik
Goriliniimler
A- NK grubu. Normal histolojik goriiniim. B- PK grubu. Hafif diizeyde fibr6z doku olusumu (o), C-
Grandus B-One grubu. Orta diizeyde fibréz doku olusumu (o), D- TTCP grubu. Siddetli diizeyde
fibréz doku olusumu (o), MST.

55



Sekil 4.18. Masson’s Trichrome ile Yapilan Boyamada Gruplara Gore Histopatolojik
Goriintimler
A- NK grubu. Normal histolojik goriiniim. B- PK grubu. Hafif diizeyde fibréz doku olusumu (ok), C-
Grandus B-One grubu. Orta diizeyde fibréz doku olusumu (ok), D- TTCP grubu. Orta diizeyde
kikirdak doku olusumu (okbasi), MST.

4.5, Tstatiksel Bulgular
4.5.1. Radyolojik istatiksel Bulgular
Istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro wilk testi ile incelendi. Normal
dagilmayan skor degerlerinin gruplar arasinda karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi
ve Dunn ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. Grup i¢i tekrarli Ol¢limlerin
karsilastirilmasi ise Fridman testi ve All pairwise post hoc testi ile incelendi.
Tanimlayici istatistik olarak sayisal degiskenler igin medyan, min-maks, kategorik

degiskenler igin ise say1 degerleri verilmistir. Istatistiksel analizler i¢in SPSS Windows
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version 23.0 paket programi kullanilmis ve P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.

Tablo 4.4. Deneysel Gruplar ici Tekrarli Olgiimlerinin Karsilastiriimasi

Grandus B-one (n=11) TTCP (n=11) Pozitif Kontrol (n=11)

M[min maks] M[min maks] M[min maks]
7. giin 0[01] 0[01] 0[01]
14. giin 3[24] 3[23] 2[13]
28. giin 7[49] 9[410] 6[3 8]
p! <0,001 <0,001 <0,001
7.giin-14.giin p? 0,025 0,020 0,059
7. giin-28.giin p? <0,001 <0,001 0,025
14.giin-28.giin p? 0,030 0,040 0,020

Tekrarli 6l¢iimlerde kaynama skorlarinin deney gruplari i¢inde karsilagtirilmig
sonuglar Tablo 4.4.”de sunulmustur. Grandus B-one; 7.giin, 14. giin ve 28.glin skor
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.001).
Anlamliligin  hangi donemden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilastirmalar sonucunda; 7.giin skor diizeylerine gore, 14 ve 28. giin skor
diizeylerinde goriilen artislarin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir.
(p<0.05). 14. giin skor diizeylerine gore, 28. giin skor diizeylerinde artiginda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu tespit edilmistir (p=0.030).

TTCP; 7.glin, 14. Giin ve 28.giin skor diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklihk bulunmaktadir (p<0.001). Anlamliligin  hangi donemden
kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; TTCP grubunda
7.giin skor diizeylerine gore, 14 ve 28. giin skor diizeylerinde goriilen artislarin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlenmistir. (p<<0.05). 14. giin skor diizeylerine
gore, 28. giin skor diizeylerinde artisinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu

tespit edilmistir (p=0.040).

57



Pozitif kontrol; 7.gilin, 14. Giin ve 28.giin skor diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.001). Anlamliligin hangi dénemden
kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Pozitif kontrol
grubunda 7.giin skor diizeylerine gore, 14. Giin skor diizeyindeki artisin anlamh
diizeyde olmadigi (p=0.059) fakat 28. giin skor diizeylerinde goriilen artiglarin anlamli
diizeyde oldugu gozlenmistir. (p=0.025). 14. giin skor diizeylerine gore, 28. giin skor
diizeylerinde artisinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu tespit edilmistir
(p=0.020).

Tablo 4.5. Deneysel gruplar arasinda dl¢iimlerinin karsilastirilmasi

7. giin 14. giin 28. giin
M[min maks] M[min maks] M[min maks]

Grandus B-one 0[01] 3[2 4] 71[49]
TTCP 0[01] 3[23] 9[410]
Pozitif Kontrol 0[01] 2[13] 6 [3 8]
pt 0,569 0,008 0,027
Grandus-TTCPp2 - 0,001 0,097
Grandus-Poz. Kontrol p> - 0,082 0,008
Poz. Kontrol-TTCP p2 - 0,403 0,302

Deney gruplart arasinda tekrarli Olgiimlerde kaynama skorlarinin
karsilagtiritlmis sonuglar Tablo 4.5.’de sunulmustur. Gruplar arasinda. 7. giin kirik

kaynama skorlarinda anlaml diizeyde farkliliklar gézlenmemistir (p=0,549).

14. giin kaynama skorlarinda, Grandus B-one grubundaki kaynama skoru 3 [2
4], TTCP grubundaki kaynama skoruna 3 [2 3] kiyasla istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,001). Diger gruplarda anlamli diizeyde farklar

gozlenmemistir.

28. giin kaynama skorlarinda, Grandus B-one grubundaki kaynama skoru 7 [4
9], Pozitif kontrol grubundaki kaynama skoruna 6 [3 8] kiyasla istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,008). Diger gruplarda anlamli diizeyde

farklar g6zlenmemistir.
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4.5.2. Biyokimyasal Istatistiksel Bulgular

One way Anova Post-Hoc Tukey testine gore 0,05 anlamlilik var.
# igareti, Negatif kontroliin Pozitif kontrole gore p<0,05 anlamligin1 gosterir.
## isareti, Negatif kontroliin Pozitif kontrole gére p<0,001 anlamliligin1 gosterir.

** isareti, tedavi grubunun pozitif kontrole gére p<0,05 anlamliligin1 gdsterir.

Sekil 4.19. ELISA tastine gore gruplar arasi anlamlilik isaretleri
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Sekil 4.20. TNF-a ELISA testi analizlerinin gruplarda dagilimi

One way Anova Post-Hoc Tukey testine gore 28. giin tiim ratlardan alinan
kanlarda yapilan TNF-a ELISA testi sonuglarinda Negatif kontrol grubu sonuglarinin
Pozitif kontrol grubu sonuglarina goére p<0,05 anlaml oldugu ve tedavi grubu olan

TTCP’nin pozitif kontrol grubuna gore p<0,05 anlamli oldugu gosterilmistir.
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Nuclear Kappa Testi
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Sekil 4.21. Niikleer Kappa elisa testi analizlerinin gruplarda dagilimi

One way Anova Post-Hoc Tukey testine gore 28. giin tiim ratlardan alinan
kanlarda yapilan NFkB ELISA testi sonuglarinda gruplar arasindaki farklarda

istatistiksel olarak anlamlilik gosterilememistir.
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Sekil 4.22. IL-1B ELISA testi analizlerinin gruplarda dagilimi
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One way Anova Post-Hoc Tukey testine gore 28. giin tiim ratlardan alinan
kanlarda yapilan IL-1B ELISA testi sonuclarinda Negatif kontrol grubu degerlerinin
Pozitif kontrol grubu degerlerine gore p<0,05 anlamli oldugu ve tedavi grubu
degerlerinin pozitif kontrol grubu degerlerine gore p<0,05 anlamli oldugu

gosterilmistir.

BMP-2 Testi
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Sekil 4.23. BMP-2 elisa testi analizlerinin gruplarda dagilimi

One way Anova Post-Hoc Tukey testine gore 28. giin tiim ratlardan alinan
kanlarda yapilan BMP-2 ELISA testi sonuglarinda Negatif kontrol grubu degerlerinin
Pozitif kontrol grubu degerlerine gére p<0,05 anlamli oldugu gosterilmistir. Diger

gruplar aras1 anlamli fark gosterilmemistir.
4.5.3. Histopatolojik Istatistiksel Bulgular
Istatistiksel analiz

Elde edilen veriler SPSS 20.00 programu ile analiz edildi. Gruplar arasindaki
farklilik nonparametrik testlerden olan Kruskal Wallis ile farkliligi olusturan grup ise

Mann Whitney U testi ile belirlendi. (p <0.05).
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Hematoksilen-Eozin ile yapilan boyamada inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
O0dem, yeni damar olusumu, fibrosit/fibroblast aktivitesi, kondrosit/kondroblast
aktivitesi gibi bulgular tespit edildi. Tespit edilen bulgular agisindan gruplar arasinda
ististiksel olarak anlamli farklarin oldugu gériildii (Tablo 4.6.- p<0.05).

Tablo 4.6. Hematoksilen-Eozin ile yapilan boyamada gruplara gére histopatolojik bulgular

Gruplar  inflamatuar Odem Yeni damar  Fibrosit/fibroblast Kondrosit/kondroblast
hiicre olusumu aktivitesi aktivitesi
infiltrasyonu

PK 2,83+0,40%  2,66+0,51%  1,00+0,002 1,16+0,402 0,33+0,512
Grandus 2,00+0,00°  1,83+0,40°  0,83+0,002 1,83+0,40° 0,33+0,512
B-One
TTCP 1,16+0,40°  1,00+0,00°  2.66+0,51° 2,83+0,40° 2,66+0,51°

abC Ay siitunda bulunan harfler gruplar aras: farklihigi géstermektedir (p<0.05).

Hematoksilen-Eozin ile yapilan boyamada histopatolojik olarak inflamatuar
hiicre infiltrasyonu, 6dem, yeni damar olusumu, fibrosit/fibroblast aktivitesi,
kondrosit/kondroblast aktivitesi gibi bulgular tespit edildi. Inflamatuar hiicre
infiltrasyonu agisindan PK, Grandus B-One ve TTCP gruplar1 arasindaki farkliliklar
istatistik incelemede anlamli (p<0.05) bulunmustur. Odem agisindan PK, Grandus B-
One ve TTCP gruplart arasindaki farkliliklar istatistik incelemede anlamli (p<0.05)
bulunmustur. Fibrosit/fibroblast aktivitesi agisindan PK, Grandus B-One ve TTCP
gruplart arasindaki farkliliklar istatistik incelemede anlamli (p<0.05) bulunmustur.
Yeni damar olusumu agisindan PK ve Grandus B-One grubu arasinda anlamh fark
gosterilememistir (p>0.05). Yeni damar olusumu agisindan TTCP grubu, PK ve
Grandus B-One grubuna goére anlamh farklilk (p<0.05) gOstermistir.
Kondrosit/kondroblast aktivitesi agisindan PK ve Grandus B-One grubu arasinda
anlamli fark gosterilememistir (p>0.05). Kondrosit/kondroblast aktivitesi agisindan
acisindan TTCP grubu, PK ve Grandus B-One grubuna gore anlamli farklilik (p<0.05)

gostermistir.
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Masson’s Trichrome ile yapilan boyamada fibrz doku ile kikirdak doku
olusumunun sekillendigi tespit edildi. Tespit edilen bulgular acisindan gruplar

arasinda ististiksel olarak anlamli farklar goriildii (Tablo 4.7, p<0.05).

Tablo 4.7. Masson’s Trichrome ile yapilan boyamada gruplara gére histopatolojik bulgular

Gruplar Fibr6z doku olusumu Kikirdak doku olusumu
PK 1,16+0,408 0,33+0,512
Grandus B-One 2,00+0,00P 0,16+0,40°
TTCP 2,83+0,40¢ 1,83+0,40¢

abC gym siitunda bulunan harfler gruplar arasi farkliigi gostermektedir (p<0.05).

Masson’s Trichrome ile yapilan boyamada fibroz doku ile kikirdak doku
olusumunun sekillendigi tespit edildi. . Fibroz doku ile kikirdak doku olusumu
acisindan PK, Grandus B-One ve TTCP gruplari arasindaki farkliliklar istatistik

incelemede anlamli (p<0.05) bulunmustur.
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5. TARTISMA

Kemik, iskelet sisteminin en 6nemli yap1 tagi olmakla birlikte, metabolik olarak
aktif, yapisal olarak da dinamik canli bir yapidir (1). Kemik doku metabolik, endokrin
ve hematolojik sistemlerde 6nemli rol oynayan, hayati 6nemi olan organlari koruyan
ve iskelet sistemine hareket kazandiran, minerallerden olusan bag dokudur (2,3).
Iskelet sistemindeki kaslarin kasilmasiyla olusan kuvvetleri, kaldirag sistemi
olusturarak bedensel hareketlere doniistiiriir (4). Kirik iyilesmesi; kendine has yara
onarimi ile iyilesen, karmasik ama iyi organize edilen bir dizi hiicresel ve molekiiler
olaylari igerir (6). Kemik fibroz skar dokusu olusturmadan iyilesebilen birkag dokudan
biridir. Kirik iyilesmesi direkt veya dolayli yolla olusabilmektedir (7). Kemik kiriklari,
travmatik nedenlerle hastane yatislarinin en sik nedenidir (5,8). Bu kiriklar; 6zellikle
yiiksekten diismeler, trafik kazalar1 gibi yiliksek enerjili travmalar nedeniyle olusur (8).
Kirik oranini arttiran énemli faktorler de ileri yas ve osteoporozdur. Bu faktorler
calisan ileri yas niifus da kemik kiriklarinin yaygin olmasimna neden olmaktadir.
Dolayisiyla bu gruptaki kirik tedavileri hem maliyet hem de verimlilik kaybina
sebebiyet vermektedir. Bu hastalarin kirik tedavilerinde yiikselen maliyeti; kirik
kaynama siiresi ve rehabilitasyon siiresi de dnemli miktarda arttirmaktadir (9). Kirik
tyilesmesi tamamen ¢oziilememis karmasik bir sistem {lizerinden saglanmaktadir ve
kemik kiriklar1 glinlimiizde halen 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Kirik iyilesmesini
aydinlatmak, kirik iyilesmesini hizlandirmak, kirtk kaynamasini saglamak adina ¢okca
caligma vardir. Bu nedenlerden dolay1 ¢alismamiz deneysel kirik modelinde kirik

iyilesmesini degerlendirmek iizerine planlanmstir.

Kirik iyilesmesini arttirmak i¢in birgok yontem denenmistir. Ozellikle defektif
kemik kiriklarinda kemik iyilesme sorunlar1 yaygindir. Literatiirde birgok mineral
ve ilacin kirik iyilesmesi lizerindeki etkileri arastirilmistir. Elektriksel uyari,
disiik yogunluklu ultrasonografi, ekstrakorporeal sok dalgasi tedavisi gibi bir¢cok
tedavi yontemi ile C vitamini, D vitamini, paratiroid hormonu, montelukast, bor
gibi bir¢ok ila¢c ve lokal uygulanan biyolojik iyilesme faktdrleri, osteojenik
materyaller, osteokondiiktif materyaller, biiylime faktorleri kirik iyilesmesini
uyarmak ve iyilestirmeye yardimci olmak igin kullanilmistir. Tetrakalsiyum fosfat
(Cas(P0O4)20) (TTCP) kemik kusurlarini onarmak igin kullanilan bazi
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hidroksiapatit kalsiyum fosfat ¢imentolarinin olusumunda kullanilan lokal
uygulanan biyolojik iyilestirme faktorleri grubunda yer alan osteokondiiktif bir
bilesiktir (5,70).

Insan, var oldugu zamandan baslayarak siirekli olarak dogay1 anlamaya, insani
anlamaya, insanin dogadaki yerini anlamaya g¢alismistir. Devam eden bu siireg
icerisinde hastaliklar ve hastaliklarin tedavilerini anlamlandirilmaya ve gelistirilmeye
calisilmistir. Bunun i¢in de gozlemsel calismalar ve deneysel calismalara ihtiyag
duyulmustur. Bu deneysel ¢calismalarda deney hayvanlarinin ¢ok énemli yerleri vardir
(14). Deney hayvanlar iizerinde ¢esitli hastalik modelleri olusturulmus ve sonuglari
arastirilmistir. Ortopedi alaninda da en ¢ok kirik modelleri {izerine deneysel ¢calismalar
yapilmistir. Tarihte ilk olarak 1970 de Jackson ve arkadaslari tarafindan ratlar iizerinde
kapali kirik olusturulmustur. 1984 yilinda Bonnarens ve Einborn, Jackson ve
arkadaslar1 tarafindan olusturulmus model ilizerinden kirik modeli tanimlamislardir
(16,17). Milattan onceki yillara dayanan kirik iyilesmesi sorunu halen daha net olarak
aydinlatilamamistir. Kemik kiriklarinda, kalsiyum fosfat bilesiklerden Tetrakalsiyum
Fosfat’t ana bileseni olarak kullanan Grandus B-One’ 1n kirik tespiti ve kirik
kaynamasi tizerine etkisini arastirmak ve insanlar tizerinde olusturabilecegi etkileri,
yan etkileri ve biyouyumlulugu hakkinda fikir edinebilmek igin bu deneysel ¢alisma

tercih edilmistir.

Tarihte ilk olarak 1970 de Jackson ve arkadaslari tarafinda ratlar {izerinde
kapali kirik olusturulmustur. 1984 yilinda Bonnarens ve Einborn, Jackson ve
arkadaslar1 tarafindan olusturulmus model iizerinden kirik modeli tanimlamislardir
(16,17). Kirik iyilesmesini ve kirik iyilesme siirecini incelemek igin yapilan
calismalarin ¢ogunda rat ve fare modelleri kullanilmaktadir. Ratlarin kullanilmasinin
bir sebebi de ratlarda iyilesmenin daha ¢abuk olmasi ve kolay iiretilebilir olmasidir
(18,19). Literatiirde bir¢ok farkli hayvan kirik ¢alismalarinda deneysel amagl olarak
kullanilmistir. Hayvanlar tizerinde yapilan deneysel kirik ¢alismalarinin %38°i ratlarda
yapilmistir (95). Rat kullanma nedenimiz, sartlara kolay uyum saglamalari,
enfeksiyona direngli olmalari, dayanikli olmalari, metabolizmalarinin hizli olmasi ve
izogenik ratlarin daha kolay temin ediliyor olmasidir (90). Ratlarin kullanildig: birgok

kirik modeli deneysel ¢alismasinin olmasi da rat kullanmamizda etkili olmustur.
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Disi ratlarda hormonal seviyeler aras1 donemsel dengesizlik goriilebilecegi
i¢in, biitiin disilerin hormonal sikluslarinin ayn1 zamana denk gelmesinin zor oldugu
i¢in, bu durumun gruplar arasi kirik kaynamasini farkl etkileyecegi diistiniildiigii igin

ve kirik iyilesmesini standardize edebilmek i¢in erkek cinsiyet rat kullanilmistir (90).

Calismalar, deney hayvanlarinin yaslarinin kirik iyilesmesi lizerinde énemli
rolii oldugunu gostermistir. Yas arttik¢a kirik iyilesme siireci de uzamaktadir. Ergen
donem yani 6 haftalik ratlar 4 hafta i¢inde kirik boslugunu doldurabilmek i¢in kemik
olusturabilirler. 26 haftalik ratlarda ayni kirik boslugunun kemik ile doldurulabilmesi

i¢in 10 haftaya ihtiya¢ vardir (90). Calismamizda 9 haftalik erkek ratlar kullanilmistir.

Ratlar tizerinde yapilan bir¢ok kirik deneyi mevcuttur. Bu kiriklar kabaca agik
kirtk modeli (96-98) ve kapali kirik modeli (99-101) olarak ayrilabilir. Kemiklerde
acik kirik olmasi kirik hattindaki hematomun bosalmasina kirik kontaminasyonuna
neden olmaktadir ve kirk kaynamasini yavaslatmaktadir. Cerrahi sirasinda asiri
diseksiyon yapilmasi, kirigin yetersiz tespiti kirik kaynamasini azaltmaktadir (65).
Acik kirik modelinde kapali kirik modeline gore, ekstra osseoz vaskiiler yapilar
etkilenir, periost ve kortikal yapilar mekanik ve termal olarak etkilenir, kemik doku
cevresi kaslar travmatik olarak etkilenir, kirik hematomu etkilenir. Ancak acik kirik
modelinde tam anatomik rediiksiyon yapilabilmesi ya da farkli defektif modeller
olusturulabilir olmas1 nedeniyle yiiksek standardize edilmis kiriklar olusturulabilir.
Acik kirik modelinde tespitin intramediiller olarak yapilmasi da stabilizasyonu
etkileyecegi icin gecikmis kaynamaya neden olmaktadir. Klein ve arkadaglarinin
osteotomi ve acgik kirik modeli karsilastirmasi calismasinda, osteotomi modelinde 5
hafta sonra yapilan histolojik 6rneklerde sadece kikirdak ve fibroz doku tarafindan
kopriilenen ostetomi boslugu gosterilmistir (102). Agik kirik modeli tercih etme
nedenimiz, tiim ratlarda kirik modelini ve buna bagl kallus olusumunu standardize
etmektir ve daha duyarli karsilastirma yapmamiza imkan vermesidir. Greft
uygulamasinin kirik hattina lokal yapilacak olmasi da agik kirik modelini segmemizde
etkili olmustur. Calismamizda da radyolojik olarak 4. haftada kirik hattinda kallus
dokusu olustugu gosterildi ancak remodelasyon tam olarak baslamamisti ve
histopatolojik olarak da kirtk modeli olusturulan tiim gruplarda 4. haftada fibr6z doku
ve kikirdak doku gosterilmistir.
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Literatiirde kiriklarda intramediiller tespit ¢aligmalarina ¢ok rastlamaktayiz
(96,98,103,104). Intramediiller tespit uygulamasinin, malzeme teminin ve
kullaniminin kolay olmasi ve ¢ok kullanilan bir yontem olmasindan dolayi tarafimizca

tercih edilmistir.

Deneysel kirik modellerinde intramediiller (IM) tespit modelini insan kemik
fiksasyon modeline daha benzer yapabilmek icin IM pinin rotasyonunu ve eksenel
hareketini azaltmak gerekmektedir. IM pinin eksenel ve rotasyonel hareketini yok
etmek ve pinin kemik medullasinda mikro haraketlerinden kaynaklanabilecek ikincil
yaralanmalar1 engellemek icin kilitleme vidalari veya sikistirma vidalar1 kullanilabilir
(17). Calismamizda sekonder kemik kaynamasi bekledigimiz i¢in, uyguladigimiz
Grandus B-One malzemesinin kirik uglar1 arasinda yapistirici gorev yapabilecegini
bekledigimiz ve hareketi azaltacagini diisiindiigiimiiz icin IM tespitte rotasyon veya
hareketi engellemeye dayali ekstra materyal kullanmadik. Grandus B-One kullanilan
grubun radyolojik ve histopatolojik verileri pozitif kontrol grubuna gore daha anlamli
olarak gosterilmistir (p=0,008 ve p<0.05).

Bu ¢alismada K teli kirik hattindan retrograd uygulanmistir. Daha sonra K teli
kirigin distaline ilerletilmistir. K teli eklemlere zarar vermeden uygulanmis ve rijit
olmayan tespit saglanmistir (87). EKlemlere zarar verilirse ratlarin mobilize olmasinin
gecikebilecegi ve ratlarda agriya bagli zorluklarla karsilasacagi diistintilmiistiir. Bu

nedenlerle K telini ekleme ¢ikarilmadan kirik tespiti ger¢eklestirilmistir.

Stabilite ve kirik iyilesmesi arasinda denge vardir. Stabilite gerinimi belirler.
Gerinim de iyilesme tipini belirler. iki tiirlii stabiliteden bahsedilebilir. Goreceli
stabilite; kirik bolgesinin kiiclik miktarda hareketine izin verir ve kallus dokusu ile
lyilesme saglanir. Mutlak stabilite de ise kirik bdlgesinin nerdeyse hi¢ hareketine izin
vermez ve kemigin dogrudan iyilesmesine olanak saglar, kallus olugsmaz. %2’den az
gerinim varliginda primer kemik iyilesmesi olur ve endosteal iyilesme ile kemik
kaynar. %2-%10 arasindaki geriniminde sekonder kemik iyilesmesi goriiniir ve
enkondral ossifikasyon ile kemik kaynar. %10’un iizerinde gerinim olmas1 kemik
olusumuna engel olur. Gerinim, kirik araligi mesafesindeki degisimin kirik aralig

mesafesince boliinmesi olarak ifade edilir. En yiiksek kirik gerinimi, arada boslukla
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beraber fikse edilmis basit kiriklarda goriiliir yani tam rediikte edilmemis tespitlerde
goriiliir (20,72). Yaptigimiz ¢alismada intrameduller tespit yontemi kullanildigi igin
kirik hattinda harekete izin verilmistir. Kirik bolgesindeki hareketin %2 ila %10
arasinda olmasi saglanmistir. Sekonder kemik iyilesmesi elde etmek amaglanmustir.

Radyolojik goriintiilere gore tiim gruplarda kallus dokusu olusumu gosterilmistir.

Ozbay ve arkadaslarinin yaptig1 rat agik kirik osteotomi modelinde deney 28.
giinde sonlandirilmistir ve biyomekanik test yapilmamistir (105). Kratzel ve
arkadaglari tarafindan yapilan ratlarda tibia agik kirik ve intrameduller tespit deneysel
calismasinda, postop 28. giin sakrifiye edilen tibia Ornekleri stabil olmamalari,
biyomekanik teste uygun olmamalari ve ¢esitli dngoriilemeyen zorluklar1 nedeniyle
istatistiksel analize eklenememistir. Ancak bu gruptaki deger ortalamalari diger
gruplardan agikca cok daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Kratzel ve arkadaslarinin
yaptig1 ratlarda intramediiller tespitli agik tibia osteotomi modelinde postop 84. giine
kadar histolojik olarak kaynamama veya ge¢ kaynama bulgular1 gosterilmistir (106).
Calismamizda 28. giin sakrifiye edilen femurlar biyomekanik teste tabi tutulmadi.
Wingerter ve arkadaslarinin ratlarda agik kirik modelinde K teli fiksasyonu ve plak
fiksasyonun karsilastirdigi deneysel ¢alisma 28 giin olarak tasarlanmigtir. 28. giiniin
sonunda K teli fiksasyon grubunda histolojik olarak organize yeni kemik olusumuna
dair kanit gosterilememistir. Biyomekanik test yapilmamistir. K teli fiksasyonunun
kararsiz olusu nedeniyle kaynamayi1 geciktirdigi gosterilmistir (107). Kapali kirik
modelinde kirik iyilesmesi, yaralanmanin olusturulmasindan itibaren 6 ila 8 hafta
icerisinde tamamlanir. Kirik bolgesinde kallus olusumu ilk 3 haftadan itibaren
goriilmeye baglar. Kemik mineralizasyonun artarak 6. haftada tam kemik
stabilizasyonu saglanmis olur (16). Bu calismanin bitis noktasi (yani 4 hafta),
literatiirde bildirilen kirik iyilesmesi karsilastirma calismalar siiresine dayali olarak
tahmin edilmistir (94,108-110). Calismada gruplar arasinda ki akut kirik iyilesmesini

karsilastirmak amaglanmaistir.

Kemik kiriklarmi incelemek i¢in kullanilan biyomekanik testler arasinda 3
nokta egilme’ ve ‘4 nokta egilme’ testleri kullamlmaktadir. Ug nokta egilme testi
kemigin orta hattinda yiiksek makaslama stresi meydana getirebilmektedir ve transvers

kirik olusturmaktadir. Ug nokta egilme testinde goriilen egilmenin, makaslama
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kuvvetleri ve egme streslerinin toplamiyla olustugunu diisiiniilmektedir. Normal ideal
sartlarda bu sekilde bir etkilesim istenmez. Makaslama kuvvetinin olmamas1 ya da
Onemsiz olabilmesi i¢in, biyomekanik teste tabi tutulan kemigin uzunluk/kalinlik
oraninin en az 20:1 olmasi gerekmektedir. Rat kemiklerinde bu oran 10:1 dir. Tiim bu
sebeplerden dolay1 rat kemiklerinde biyomekanik testlerden elde edilen sonuglarda
gerilme yiiksek, esneklik katsayisi da diisiik ¢ikmaktadir. Ug nokta egilme testi
uygulamasinda bu sorunlar1 en aza indirmek i¢in kemik altina koyulan destekler arasi
mesafe dnemlidir. Destek noktalar1 aras1 mesafe kemigin orjinine ve geometrisine gére
belirlenirse makaslama kuvvet azalacaktir. Destek noktalar1 aras1 mesafe 15 mm olursa
olusan egilme kuvveti ¢ok biiyiik oranda (%85-90) egme stresi ile saglanmis olur. Dort
nokta egme testinde yiik uygulama mekanizmasi nedeniyle makaslama kuvvet
olugsmaz. Ancak her noktaya esit kuvvet uygulanmasi gerekmektedir. Bu sart diizgiin
geometrili materyaller i¢in uygulanabilirdir. Tiim bu sebeplerden dolay: femur ve tibia
gibi simetrik olmayan materyallerde ii¢ nokta testi daha ¢ok kullanikmaktadir (111).
Bu nedenlerle galismamizda ii¢ nokta egme deneyi planlamistik. Ancak 4. Haftada
deneyi sonlandirdigimiz i¢in femurlar biyomekanik test yapmaya uygun degildi.
Ratlarda yapilan kapali kirik modellerinde kemik kaynamasini ortalama 4 hafta olarak
bildirilmistir. Deney siiresi daha uzun tutularak biyomekanik test yapilabilir.
Calismamizin asil amaci gruplar arasi kirik kaynamasina etkiyi karsilastirmak oldugu
icin 4 hafta siire daha uygun olarak degerlendirilmistir. Daha ¢ok deneysel ¢alisma
yapilarak, rat sayisini daha fazla tutarak farkli haftalarda sakrifizasyon yaparak

biyomekanik testler yapilabilir.

Hayvanlar iizerinde yapilan, hemorajik sok modelinde geleneksel
resusitasyona ek olarak dogrudan peritoneal resusitasyon calismasinda, dogrudan
peritonel resusitasyon uygulamasimin hemorajik sokun ¢ok yonlii patofizyolojisi
tizerinde etkili oldugu gosterilmistir. Doku perfiizyonu, immiinomodiilasyon ve anti-
siv1 sekestrasyonu gibi etkileri gosterilmistir (89). Deneysel ¢alismamizda cerrahi
uygulanan ratlara perop viicut hemostazi saglamak igin intraperitoneal sicak ringer
laktat uygulamasi yapilmistir. Bu uygulamanin ratlart postop dénemde daha erken

normal hayata dondiirdiigiinii diistinmekteyiz.

69



Tibia kirtk modeli yapilan deneysel calismalarda fibula saglam birakilarak
rotasyon olusmasi engellenmis, Kaynamaya destek saglanmig ve daha standart model
ortaya ¢ikarilmistir (96,98). Uyguladigimiz greftin, kirik bolgesindeki yiizey alani
bliyiidiikce daha etkili olacag ve greftin yapistirma 6zelligi sayesinde tespite destek

olacagini diislindiiglimiiz i¢in kirik deneyi femur bdlgesinde uygulanmaistir.

Histopatolojik degerlendirmede akut kirik iyilesmesine baktigimiz ve gruplar
arasi karsilagtirmay1 amacgladigimiz i¢in inflamatuar hiicre infiltrasyonu, 6dem, yeni
damar olusumu, fibrosit/fibroblast aktivitesi, kondrosit/kondroblast aktivitesi, fibroz
doku ve kikirdak doku olusumu gibi histopatolojik bulgular semikantitatif yok (0),
hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olacak sekilde degerlenme yontemi kullanilmustir.

Radyolojik degerlendirmede kirik iyilesmesini degerlendirmek i¢in Modifiye
Lane ve Sandhu siniflamasi kullanilmistir (91). Kirik ¢alismalarinin gogunlugunda
Modifiye Lane ve Sandhu siniflamasi kullanildig i¢in ve radyolojik incelemede en
saglikli degerlendirmenin Modifiye Lane ve Sandhu siniflamast oldugunu
diistindigiimiiz i¢in ¢alismada bu puanlama kullanilmistir. Daha objektif ve hassas
degerlendirme yapilabilmesi i¢in ¢alisma ekibinde olmayan ve ortopedi uzmani olan
tic kisi (YSD, AEO, MK) tarafindan kor skorlama yapilmistir.

Kalsiyum fosfatlar ortopedi de potansiyel klinik uygulamalar1 olan yeni nesil
kemik greftleri arasindadir. Kalsiyum fosfatlar biyouyumluluklari, osseointegrasyon
ve osteokodiiktif 6zellikleri nedeniyle kemik onarimi i¢in ortopedi alaninda yaygin
kullanilan malzemelerdir (10-12). Benzer sekilde ¢alismamizda kulandigimiz TTCP
ve Grandus B-One’in kirtk kaynamasina olumlu etkilerinin oldugu gosterilmistir.
TTCP ve Grandus B-One’n kirik iyilesmesini radyolojik ve histopatolojik 6l¢eklerde
arttirdig1 gosterilmistir. Calismamizin sonuglarina gére Grandus B-One ve TTCP’nin
biyouymlu oldugu, osteokondiiktif ve osteointegrasyon potansiyellerinin oldugu
gosterilmistir. Ratlarin sakrifizasyon asamasinda ve histopatolojik incelemelerde
TTCP ve Grandus B-One’in kaslara ve ¢evre dokulara yapismadigi, nekroza yol

acmadig ve fibrizise neden olmadig1 gosterilmistir.
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Kalsiyumfosfat ¢gimentolar (CPC) ile kompozit yap1 iskeleleri olusturulmus.
Bu kompozit iskeleler osteoblast ve benzeri hiicrelerin yapismasini, yayilmasini,
cogalmasimi, canliligini desteklemis ve sitotoksik Ozellik gostermemistir (112).
Tetrakalsiyum fosfat (Cas(PO4)20) (TTCP) kemik kusurlarini onarmak igin
kullanilan bazi hidroksiapatit kalsiyum fosfat c¢imentolarinin olusumunda
kullanilan lokal wuygulanan biyolojik 1iyilestirme faktorleri grubundaki
osteokondiiktif bir bilesiktir (5,70). Benzer sekilde ¢alismamizda Grandus B-One
ve TTCP’nin osteokondiiktif oldugu, kemigin canliligini ve hiicrelerin

cogalmasini destekledigi gosterilmistir.

Yapilan bir hayvan calismasinda magnezyumfosfat kompozit (MPC) ile
magnezyumfosfat/tetrakalsiyumfosfat kompozit (TTCP/MPC) karsilastirmali olarak
calisilmis. TTCP/MPC’nin MPC’ye gore daha 1yi mekanik 6zelliklere sahip oldugu
gosterilmis. TTCP’nin MPC’ye eklenmesi ile tavsanlarda olusturulan kemik
kusurlarindaki yeni kemik olusumunun arttig1 gosterilmis (113). Calismamizda TTCP
ve Grandus B-One’m PK’ya kiyasla kemik olusumunu destekledigi ve hizlandirdig:

gosterilmistir.

TTCP tiirevi kalsiyum fosfat c¢imentolarin uygulandigi tavsan femur
defektlerinde, defekt olan bolgede 4. haftada yeni kemik olusumlari, aktif osteoblast
benzeri hiicreler yeni damarlanmalar ve osteositler goriilmiis. 12. haftada uygulanan
¢imento neredeyse tamamen emilmis ve homojen bir gériinim izlenmis. 24. haftada
ise nerdeyse yeni saglam kemik dokusu olustugu gozlenmis. Bu uygulamada ¢imento
etrafinda nekrotik doku, kapsiil, fibrotik doku, enfektif odak olusmamis (114). Benzer
olarak ¢alismamizda greftler etrafinda nekrotik doku, kastil, fibrotik doku ve enfektif
odak gosterilememistir. Benzer olarak calismamizda histopatoljik olarak o6zellikle
TTCP grubunda yeni damar olusumlar1 gosterilmistir. 4. haftada sonunda yapilan
histopatolojik incelemede PK ve Grandus B-One grubunda hafif diizeyde, TTCP
grubunda siddetli diizeyde fibrosit/fibrosit aktivitesi, kondrosit/kondrosit aktivitesi,
yeni damar olusumu goriildii. Calismamizda farkli olarak 4. haftada kemiklesme ve
osteositler gosterilememistir. Bunun nedeni olarak calismayr acik kirik olarak
planlamamiz ve kirik hattinda harekete izin vermemiz olarak diisiinmekteyiz. Takip

stiresinin kisa tutulmasi da tamamen kemiklesme asamasini gésteremememize neden
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olmustur. Calismamizda gruplar arasi akut kirik kaynamasmi degerlendirmek
istedigimiz i¢in takip siiresini kisa tutuk ancak daha uzun takip siiresi ve daha stabil

kirik tespiti ile sonuglarin arastirilmasi planlanmaktadir.

Bildigimiz kadariyla 1slak alanda kemige yapisabilen fizyolojik ve biyolojik
olarak parcalanabilen yliksek yapiskanliga sahip biyomateryal bildirilmemistir veya
klinik kullanimda degildir (11). Calismamizda kullandigimiz Grandus B-One materyal
islak alanda uygulamaya uygun olarak gorildi. Grandus B-One materyalinin
yapistiriciligr yliksek oranda degildi, kirik hattindaki kemikleri birbirine yapistirdigi
ve implanata yapigsmadigi goriilmiistiir. Yapistirma agisindan preklinik ve klinik
biyomekanik testlerin yapilmasi gerekmektedir. Histolojik verilere gore TTCP ve

Grandus B-One’1n biyouyumlu oldugu goriilmiistiir.

Greft iyilesmesi asamalarini 5 asama olarak degerlendirebiliriz. ik asama
inflamasyon agamasi kemotaksisin nekroz ile uyarildigi ve hematom olustugu evredir.
fkinci asamada mezenkim hiicrelerin inflamasyonu, gocii, proliferasyonu ve greft
icinde, cevresinde fibrovaskiiler doku olusumudur. Ugiincii asamada greft icine
damarlanma olusur. Dordiincii asamada greft yiizeyinde lokal osteoklastik yikim
olusur. Besinci asamada ise greft yiizeylerinde intramembrandz ve endokondral kemik
olusumu gelisir. Yeniden sekillenme evresi son asamadir ve yillarca siirer. Kemik
grefti yeterli mekanik stabiliteye ulasmazsa revaskiilarizasyon ve hiicre farklilasmasi
etkilenir, greft birlesmesi engellenir (20,73). Benzer sekilde caligmamizin 4.
haftasinda yapilan histopatolojik verilere gore inflamasyon ve 6dem PK grubunda en
siddetli olarak degerlendirilmistir. Yeni damar olusumu, fibrosit/fibroblast aktivitesi,
kondrosit/kondroblast aktivitesi, kikirdak olusumu TTCP grubunda en siddetli olarak
degerlendirilmistir. Fibroz doku olusumu en siddetli olarak TTCP grubunda, orta
siddetli olarak Grandus B-One grubunda ve en diisikk olarak da PK grubunda
goriilmiistiir. Greft iyilesmesi asamalarina gére PK grubu ve Grandus B-one grubu 2.
asamadan 3. asamaya gecis evresinde ve TTCP grubu 3. asamadan 4. asamaya gecis
evresinde olarak diisliniilebilir. TTCP grubunun daha hizli kaynama sagladigi,
Grandus B-One grubunun orta ve PK grubunun en yavas kaynama sagladigimi

diistinmekteyiz.
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Hidroksiapatit ve tetrakalsiyum fosfat (TTCP) gibi kalsiyum fosfat bilesikleri
seramik matriksler olarak adlandirilir. TTCP’ nin oldugu grup enjekte edilebilir
seramik c¢imentolardir. TTCP genellikle karigimlarin i¢inde kullanilmistir. Bu
karigimlarla likid macun seklinde karistirilip enjekte edilebilir sementler olusturulur.
Ardindan belirgin 1s1 artis1 olmadan sertlesirler. Meydana gelen sertlesmis materyalin
kompresif giiglere dayanikliligr kanselloz kemiklere esdegerdir. Olusan sertlesmis
materyal kolay rezorbe olan kalsiyum fosfat kristalleri igerir ve osteoklastlar tarafindan
remodelize edilir. Klinik olarak agik ve kapali olarak kirik sahasina ve kemik kaybi
olan bolgelere uygulanabilirler (75). Benzer sekilde Grandus B-One’in da kiriga ve
kirik bolgesine mekanik destek olabilecegini, defektif kiriklarda mekanik destek
saglayabilecegini ve zayif kemiklerde kompresif kiriklara kars1 koruyucu olabilecegini
diisinmekteyiz. Ancak bununla ilgili preklinik ve klinik biyomekanik testlerin yapilip

bu durumun ¢6ziime kavusturulmasi gerektigini diigiinmekteyiz.

Kalsiyum fosfat greftler osteokondiiktiftir. Hayvan ¢alismalarinda kalsiyum
fosfatin % 95’inin 26-86 haftada emildigini gostermistir. Emilebilir kemik dolgusu
olarak kullanilabilir. Kirik hattinda sizarak ekleme, ¢evre dokulara zarar verebilirler
(13). Calismamizda Grandus B-One ve TTCP’nin kirik hattina uygulanmalarinin
kolay oldugu ve cerrahi sirasindaki ihtiyaclarimizi karsiladiklar goriilmistiir. Grandus
B-One’n sertlesmesi kisa siirmiistiir (<2 dk) ancak kirik hattindan tagsma olusturdugu
goriilmistiir. Kirik hattt disina tasan malzemenin sertlesme islemi tamamlandiktan
sonra bisturi yardimi ile g¢ikarilabildigi gozlemlenmistir. Ancak bu islem dikkatli
yapilmast gerekmektedir ¢iinkii sertlesen malzemenin tamamen ¢ikabilecegi
goriilmiistiir. Ratlarin sakrifizasyonuna, radyolojik goriintiilemelere ve histopatolojik
degerlendirmelere gore kaslarin i¢inde, kirik hatt1 disinda kemiklesme goériilmemistir.

Kaslarda ve ¢evre yumusak dokularda nekroz, enfeksiyon goriillmemistir.

Kalsiyum fosfatlarin kemik ¢imento yapisinda kullanimlar1 ve uygulamalari
¢ok artmistir. Artmis sikistirma mukavemeti, defektif alanlar1 tamamen seklini alarak
dolduran dolgu yapilar1 bu osteokondiiktif malzemelerin kullanimlarini arttirmistir.
Distal radiyal metafiz kirigy, tibia plato kirig, kalkaneus kir1gi, kalga kirig1 ve omurga
kinginda yapilmis birgok calisma mevcuttur. Bu calismalarda kiriklarin onariminin

giiclendirildigi, revizyon ihtiyacinin azaldigi, hastalarin fonksiyonel sonuglarinin
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art1g1, daha erken yiikk vermeye imkan sagladigi gibi faydalardan bahsedilmistir
(13,115-119). Benzer olarak ¢alismamizda Cerrahi uygulama sirasinda Grandus B-
One’n kolay sekillendirilebildigi, defektif alanin seklini alabildigi ve kirik hattina

destek oldugu goriilmiistiir.

Tsai ve arkadaglariin tavsanlar lizerinde yaptig1 deneysel TTCP ¢alismasi
sonucunda kalsiyum fosfat implantin1 ¢evreleyen dokuda inflamatuar yanit, nekroz,
fibroz kapsiillenme olmadigi goriilmiis. Kalsiyum fosfat implantinin kemik doku ile
sik1 baglanti olusturdugu gosterilmis. Kalsiyum fosfat implanti i¢inde, ¢evresinde
osteblast hiicreler, osteositler, kan damarlari1 gosterilmis. 24 hafta sonrasinda kalsiyum
fosfat implantinin neredeyse tamamen emildigi ve kemik remodelasyounun
tamamlanmak iizere oldugu gosterilmistir (120). Benzer sekilde ¢calismamizda greftin
cevresindeki yumusak dokuda inflamatuar yanit, nekréz ve fibroz kapsiillenme
goriilmemistir. Fibrosit, fibroblast, kondrosit, kondroblast ve damar olusumu
gosterilmistir. Calisma 4. haftada sonlandirildigi i¢in TTCP ve Grandus B-One’in
tamamen kemiklesmesi gosterilememistir ancak daha uzun deneysel caligmalar

planlamaktay1z.

Klinik olarak uygulanilabilir ve kullanilabilir kemik yapistiricisinda olmasi
gereken ozellikler sunlardir. Biyouyumlu ve steril olmali, yeterli kirik tespiti
yapabilmeli, kemik iyilesmesini bozmamali, kolay ve cabuk uygulanabilir olmali
(ulagilmas1 zor bolgeler i¢in 10 dakikanin altinda uygulama siiresi) ve ideal kemik
iyilesmesini tamamladiktan sonra toksik metabolit olusturmadan parcalanabilir
olmalidir. Giiniimiizde kemik tespitlerinde en ¢ok uygulanan yontem olan implant
tedavisine gore ideal kemik yapistiricist fikri daha az ameliyat siiresini, daha az kemik
adaptasyon durumunu, daha az metal alasim durumunu, daha az implant kaynakli
enfeksiyon durumunu (biyofilim tabaka), daha az tekrar ameliyat durumunu (implant
cikarimi), daha iyi kemik tespiti gibi etmenleri diistindiirmektedir ve kemik
yapistiricist fikrini cazip hale getirmektedir (121). Deneysel ¢alismada yapistirict
olarak kullandigimiz iiriin Grandus B-One sterildi ve kolay steril edilebilir bir iiriin
olarak goriilmiistir. Kirik tespitinde yeterli olmadigimi 6zellikle kesme kuvvetlere
kars1 bir implantla beraber uygulanmasmin daha giivenilir olabilecegini

diisinmekteyiz. Kemik iyilesmesini bozmadigi gosterilmistir. Kolay uygulanabilir
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enjekte edilebilir ve 2 dakika ¢alisma siiresi oldugu ¢alismamizda goriilmiistiir. Ancak
bu iriinle ilgili daha net bilgi edinebilmek igin daha ¢ok calisma yapilmasi

gerekmektedir.

Biyobozunur kemik yapistiricist diisiincesi, kiriklarda ve/veya kemik
defektlerinde implant kullanilmadan kalic1 kemik tespiti, osteointegrasyon saglayan
ve yerini yeni olusacak kemik dokusuyla degistirebilecek ancak bu esnada kemigin
biyomekanik stabilitesini saglayabilecek biyouyumlu materyal gelistirmektir.
Giliniimiizde 1slak ortamda kemik dokusuna giiclii yapisabilen, biyouyumlu, iyi
osteointegrasyon Ozelligine sahip biyomateryal bulunmamaktadir. Kemik
yapistiricilart kesme kuvvetlerine, sikistirma kuvvetlerine, gerilim kuvvetlerine karsi
dayanikli mekanik olarak stabil kalabilmesi gerekir. Cerrahi esnasinda {riinii
uygulayabilmek icin yeterli ¢alisma siiresi, sertlesme siiresinin ¢abuk olmasi, metal
implantlara yapisabilmesi, biyouyumlu olmasi ve biyolojik olarak parcalanabilir
olmasi, ortama veya hastaya toksik metabolit olusturmamasi gerekmektedir (11,122).
Calismamizda kullandigimiz Grandus B-One kemik yapistiricisinin sayilan birgok

ozelligi tasidig1 ancak daha da gelistirilmesi gerektigi calismamizda gosterilmistir.

Kemik dokusu kiriklarda veya defektif bolgelerde iyilesme saglayabilmek i¢in
rejenerasyon kapasitesine sahiptir. Ancak ciddi kemik kaybi, revizyon ameliyatlar,
timor rezeksiyonu gibi durumlar kemigin rejenerasyon kapasitesini iistiinde ihtiyag
gerektirmektedir. Kemik dokusu miihendisligi bu ihtiyaci karsilayabilecek sentetik
biyomateryaller iizerinde ¢alismaktadir (12). Calismamizda uyguladigimiz Grandus

B-One’1n bu ihtiyaci kargilama potansiyelinin oldugunu diisiinmekteyiz.

Kalsiyum fosfatlar (CaP) uzun zamandir kemik greft materyali ve defekt dolgu
materyali olarak kullanilmaktadir. Bu malzemelerin kalsiyumfosfat yapilar1 kemigin
dogal mineral bilesenleri ile benzer olmasi bu malzemelere olan ilgiyi arttirmaktadir.
Bu malzemeler nispeten zayif yapida ve kirilgandir ve kemige zayif yapisma
ozelliklerine sahiptirler. Implantlarin kemige sabitlenmesi i¢in uzun zamandir en
yaygin kullanan enjekte edilebilir malzeme polimetil metakrilat (PMMA)
¢imentosudur. Ancak PMMA implant ve kemik aras1 dolgu gorevi goriir, yapistici

olarak kullnilmaya calisilmis ancak basar1 elde edilememistir (122). PMMA lar
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biyolojik olarak parcalanamazlar ve metil metakrilat monomer toksiktir. PMMA’lar
ciddi 1s1 olusumuna, biiziilmelere ve ¢evre dokuda nekrozlara neden olurlar (11,123).
Benzer olarak ¢alismamizda kullandigimiz Granndus B-One’1in kemige zayif yapisma
Ozelligine sahip oldugu goriilmistiir. Sertlesirken 1s1 a¢13a ¢ikarmadigi ve gevresinde
nekroza yol agamadigi gorilmistiir. Grandus B-One’in kemik dolgu maddesi ve

kemik grefti olarak kullanilabilecegi calismamizda gosterilmistir.

Kemik dokusu olusumu i¢in kullanilacak biyomateryalin sahip olmas1 gereken
Ozellikler  vardir. Bu  oOzellikler  osteoindiiksiyon,  osteokondiiksiyon,
osteointegrasyondur. Ayrica biyomateryal, uygulandigi ortamda kimyasal ve mekanik
olarak stabil olmali, kolayca steril edilebilir olmali, yeterli iiretilebilirlige sahip
olmalidir (3). Kemik dokusu miihendisligince gelistirilen biyometeryallerin amaci,
defekt bolgesinde kemik dokusunun yenilenmesini desteklemek, yerine gececek
kemik dokusuna iskelet saglamak ve biyobozunur olarak yeni kemik dokusuyla
degistirilmesini saglamaktir. Otogreftler dokuya uyumlu olmalari, immujenik
reaksiyona neden olmamalar1 ve osteojenik yapida olmalart nedeniyle kemik
rekonstriiksiyonlarinda kullanilmaya ¢ok uygundur. Greft i¢erisinde bulunan hiicreler
yeni kemik olusumunu tesvik ederler. Otogreftler hiicrelerin tutunmasini,
yerlesmesini, biiyiimesini, vaskiiler dokularin biiylimesini destekleyen gozenekli bir
matrikse yani iskelete sahiptir. Ciddi kemik defektlerinde en yaygin tercih edilen
yontem vaskiilarize otogreftlemedir. Ancak greft tedarik etmede azalma, greft alinan
bolgede enfeksiyon, kanama, yara izi, kronik agri olusumu ve bu islemde hasta
morbiditesi gibi komplikasyonlar ve eksiklikler greftleme icin farkli kaynaklara
ihtiya¢ dogurmustur. Kemik dokusu miihendisligi, verici sahada morbidite olmadan,
vaskiilarizasyon problemi olmadan, enfeksiyon olmadan alict sahada immun
reaksiyonla karsilasmadan, kemik olusumunu ve iyilesmesini basarabilmeyi
amaglamaktadir. Kemik dokusunda kullanilacak olan biyomateryalin amaci zaman
iginde emilerek yerine yeni kemik dokusunun olugsmasini saglamaktir (3). Ishaug ve
arkadaslari, kemik olusumu i¢in kullanilmas1 planlanan iskele malzemelerinde olmasi
gereken kriterleri tamimlamistir. Buna gore iskele malzemesi osteoblastlarin
baglanmasina izin vermelidir, iskele osteoblastlarin proliferasyonu ve islevi i¢in uygun

ortam saglamalidir, iskele hiicrelerin hayatta kalabilmesi i¢in vaskiiler invazyona izin
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vermelidir, iskele malzemesi biyolojik olarak parcalanabilir olmalidir ve pargalandigi
zaman ortaya toksik metabolit ¢cikarmamalidir ve son olarak iskele {i¢ boyutlu sekiller
halinde islenebilmelidir (12). Benzer sekilde ¢alismamizda kullandigimiz TTCP ve
Grandus B-One malzemelerinin hiicrelerin baglanmasina izin verdikleri, hiicrelerin
proliferasyonuna izin verdikleri, hiicrelerin islevi i¢in uygun oldukler1, vaskiiler
invazyona izin verdikleri, iskele olarak kullanilabilecekleri gosterilmistir. Grandus B-
One’in  kemik greft ihtiyacim karsilayabilecek potansiyelinin  oldugunu
distinmekteyiz. Yapistirict  6zelliginin arttirilmasi  {izerine c¢alisma yapilmasi

gerektigini diistinmekteyiz.

Jahandideh ve arkadaglarimin tavsanlar iizerinde yaptigi deneysel calisma
sonuclarma  gore  TCP/kollajen  nanokompozitinin ~ kemik  defektlerinin
rekonstriiksiyonunda 6nemli bir rolii oldugunu ve kemik kiriklarinda iskele olarak
kullanilabilecegini dogrulamaktadir (12). Trikalsiyum fosfat caligmasina benzer
sekilde ¢aligmamizda TTCP’nin de izole veya kompozit uygulamalarda iskele gorevi

gorebilecegini diisiinmekteyiz.

Mevcut literatiirde birgok biyoaktif siman kirik iyilesmesi ¢alisilmis olsa da,
bilgimiz dahilinde, kirik iyilesmesinde kullandigimiz biyoaktif siman olan TTCP'nin
etkisine iliskin sinirli sayida deneysel ¢alisma bulunmaktadir (124). TTCP etkisi
tizerine sinirl ¢alisma yapilmis olmast dolayistyla TTCP uygulamasina yonelik daha
cok caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu calismanin gelecekteki g¢aligmalara yol

gosterici olacagini diistinmekteyiz.

Kemik kaynamasimm1 biyolojik olarak hizlandirabilecek ¢aligmalarda
yapilmistir. Bunlar otojen ve allojen kemik greftleri, sentetik greftler, otojen kemik
iligi ve biliytime faktorleri (118,126,127), BMP (128,129), TGF-B (130,131),
Fibroblast biiyiime faktori (132,133), insiilin benzeri biiylime faktorli, biiyiime
hormonu (134), PDGF (135), vaskiiler endotelial biiylime faktorii (136,137) ve NGF
(138)’dir.  Calismamizda uyguladigimiz  greftler sentetik  greftler olarak
gruplandirilmaktadir. Ancak sentetik greftler ile biiyiime faktorlerinin kompozit
kulllanimllarinin kemik iyilesmesi iizerine daha etkili olduguna dair caligsmalar

mevcuttur. Calismamizda uyguladigimiz sentetik greftlerin osteokondiiktif etki
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gosterdigi bilinmektedir ve ¢alismamizda da osteokondiiktif etkileri gosterilmistir. Bu
sentetik greftlerle kompozit olarak osteoindiiktif malzemelerin kullaniminin kirik
iyilesmesine daha ¢ok katkisi olacagini ve bu konuda daha ¢ok ¢alisma yapilmasi

gerektigini diisiinmekteyiz.

Yaralanmadan sonra TNF-a ve IL-1B, kirik bolgesinde iki modlu bir zamansal
dagilimda yiikselir. Peri-fraktiir konsantrasyonlar1 ilk inflamatuvar fazda yiikselir,
daha sonra onarim siirecinin ¢ogu i¢in normal fizyolojik seviyelere diiser, ancak daha
sonra yeniden sekillenme fazinda yiikselir (77,78). Calismamizin sonuglarina gére PK
ve Grandus B-One grubu TNF-a degerleri yiiksek olarak goriilmiistiir. Buna gore
inflamasyon agsamasinda olduklar1 diistinilmiistiir. TTCP grubu TNF-a degerleri NK
grubuna yakin olarak goriilmiistiir. Bu sonuglara gére TTCP grubunun inflamasyon
evresini bitirdigi ancak yeniden sekillenme evresine daha geg¢medigi olarak

degerlendirilmistir.

IL-1B ve TNF-a, kirik olustuktan sonra 21. giin ila 28. giin arasindaki aralikta
baslayan yeniden sekillenme doneminde yiikselir. TNF-a'nin niikleer faktor kappa-B
ligandinin (RANKL) reseptor aktivatoriinii salgilayan kondrositlerin sayisini ve
osteoklastlara farklilasabilen CD14+ monositlerin trans-endotelyal gogiinii arttirdigi
gosterilmistir. Bu iki mekanizma, TNF-a'nin hem yerlesik osteoklastlarin kemik
rezorpsiyon kapasitesini artirmasina hem de kemigin yeniden sekillenme siirecini
tesvik etmek icin belirli bir alandaki toplam osteoklast sayisini potansiyel olarak
artirmasina izin verir (7,77-79). TNF-a ve IL-1 sitokinler kirik onarim siirecinin
baglatilmasinda, intramembranéz kemik olusumu ve trabekiiler kemigin yeniden
sekillenmesinde Onemli roller oyandigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (78).
Calisgmamizda NFkB degerlerinin tiim gruplarda NK’ye gore daha yiliksek oldugu
gosterilmistir. Grandus B-One grubundaki NFkB degerleri en yliksek olarak
gosterilmis PK grubunda ise en diisiik olarak gosterilmistir. Bu sonuglara gore
osteoklast kemik rezorpsiyon kapasitesinin en ¢ok Grandus B-One ve sonrasinda
TTCP grubunda arttig1 gosterilmistir. Grandus B-One ve TTCP’nin biyouyumlu ve
yikilabilir oldugunu desteklemektedir. Calismamizda IL-1B degerlerine gore en
yiiksek seviye Grandus B-one grubunda gosterilmistir. Orta seviyede TTCP grubunda
gosterilmistir ve kirik yapilan gruplar arasinda en diisiik IL-1B seviyesi PK grubunda
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gosterilmigtir. Tim bu sonuglara gore Grandus B-One IL-1B, NFkB ve TNF-a
seviyelerini en ¢ok yiikselten grup olmustur ve kirik iyilesmesi agisindan Grandus B-
One’1n katkis1 oldugu gosterilmektedir. Uzun takip siireli ve haftalik biyokimyasal
tetkikli deneysel ¢alisma planlanmasinin, Grandus B-One uygulamasinda sitokinlerin

davraniglarin1 daha net agiklayabilecegini diisiinmekteyiz.

Kemik morfogenetik proteinleri (BMP'ler), makrofajlar tarafindan salgilanan
cok islevli proteinlerdir ve kemik gelisimine ve kiriklarin onarimina yardimei olurlar.
BMP'ler, yeni osteositlerin (osteoindiiktif) olusumuna yardimci olan biiyiime
faktorleridir. Bu, spesifik membrana bagli reseptorlerin  aktivasyonu ile
gerceklestirilir. BMP-2, osteoindiiktif olarak tanimlanir, yani kemik biiyiimesini ve
olusumunu indiikleme ve arttirma yetenegine sahiptir ve ayrica osteojenik yola dogru
hiicre kemotaksisini, proliferasyonunu ve farklilasmasini destekler (80,81). TGF-f1
ve BMP-2 plazma seviyeleri kiriklar sonras1 donemde artmaktadir. Normal kaynama
goriilen gruplarda TGF-B1 seviyeleri 2. Haftada zirve degerine ulagsmaktadir. Normal
kaynama goriilmeyen ya da kaynamama problemi olan gruplarda TGF-B1 seviyeleri
daha ge¢ donemde zirve degere ulasmaktadir. Plazma BMP-2 seviyeleri normal
kaynama goriilen gruplarda 1. haftada zirve degere ulasirken, kaynamama goriilen
gruplarda 2. Haftada zirve degere ulasmaktadir. Genel olarak, plazma TGF-1 veya
BMP-2 seviyeleri, normal kaynama ve kaynamama gruplar1 arasinda énemli 6l¢iide
farkli degildir (82,83). BMP-2 seviyelerinin ge¢ donemde pik yapmasiyla geg
kaynama arasinda baglanti olduguna dair ¢alismalar mevcuttur ancak net baglanti
kurulamamistir. Benzer sekilde c¢alismamizda muhtemelen uzamis kaynama
durumuna bagli olarak kirik modeli uygulanan tim gruplarda BMP-2 seviyeleri 28.
giinde yliksek olarak gosterilmistir. BMP-2 seviyesi en yiiksek olan grup Grandus B-
One grubu olarak gosterilmistir. Bu sonuglara gére 6zellikle Grandus B-One ve TTCP
grubunda yiiksek kaynama potansiyeli oldugu ve sitokinleri giiclii sekilde uyardiklar

gosterilmistir.

Calismamizda TTCP uygulanan grupta kemik iyilesmesinin Grandus B-One
grubuna gore daha hizli oldugu gosterilmistir. Bunun nedeni olarak Grandus B-One’in

kemik dokular arasinda yer kaplamasi oldugunu diisiinmekteyiz.
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X-iginlarinin ~ aksine, mikro Dbilgisayarli tomografi (BT), kemirgen
caligmalarinda kemik yapisini, yogunlugunu ve ayrica kaynamama kiriklarimi
incelemek i¢in en yerlesik goriintiilleme teknigidir (108). Calismamizda kisitliliklar;
takip siiresi kisaligi, sadece deney sonunda sakrifizasyon yapilmis olmasi, osteotomi
modeli uygulamasinin frezeler yardimiyla yapilmis olmasi, uyguladiimiz tespit
yonteminin mutlak olmamasi, radyolojik goriintiilemenin tek yonlii yapilmis olmasi
ve radyolojik olarak BT kullanilmamis olmasi olmustur. Sigan sayisinin artmasi ve
standardizasyon kaybi nedeniyle farkli kirik tipleri veya farkli kirik iyilesmesi
asamalar1 veya haftalar1 arastirilamamistir. Kirik iyilesmesinin 6nemli bir pargasi olan
kirik hematomu da agik kirtk modeli nedeniyle ¢ikarilmistir. Grandus B-One’in
yapistirma kuvvetinin yeterince gii¢lii olmamasi stabiliteyi etkilemistir. Izole TTCP
ile ilgili simirli sayida calisma olmasi da caligmamizi kisitlayici faktor olarak

etkilemistir.

Deney hayvanlariin ¢ogunun hiicresel biyolojisi, immiinolojisi, histolojisi,
iyilesme siiregleri, doku yapilari insanlardan farklidir. insanlarda kirik iyilesmesi; ileri
yas, diyabet, osteoproz gibi bir¢ok etken altinda olusturulmaya ¢alisilmaktadir. Ancak
deney hayvanlar1 genellikle saglikli, normal, saglam hayvanlar {izerinde
yapilmaktadir. Bu tip nedenlerle etkili hayvan deney c¢alismalar1 sonuglar1 bile en
Oonemli test olan insan ¢aligmalari sonuglar1 arasinda tutarsizliklar olabilir (15).
Deneysel hayvan caligmalarinin ve sonuglarinin insanlar iizerinde ayni etkiyi
yaratmayacagini bilmekteyiz. Bu deneysel ¢alismada deney hayvanlarinda uygulanan
malzemeler aras1 karsilastirma yapildigi i¢in sonuglarin anlamli  oldugu

diistiniilmiistiir.

Yaptigimiz deneysel ¢alismada veteriner, ortopedist, farmakolog bulunuyordu

calismamizin olumlu yonleri arasindadir.

Normal viicut agirhigr artisindaki degisikliklerin, ameliyat prosediiriine tabi
tutulan biiyliyen gen¢ yetiskin sicanlarda basit ve objektif bir agr1 Ol¢iisii olarak
kullanilip kullanilamayacagin1 arastirdik. Daha fazla arastirma, bu c¢alismadaki
gbozlemlerimizin farkli yas ve suslardaki siganlari ve disi sicanlar1 kapsayip

kapsamadigini belirleyecektir (125). Postop kilo kaybi ve artisinin agr ile iligkili
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olabilecegine dair yayinlar mevcuttur. Calismamizda TTCP grubu postop kilo kayb1
acisindan en iyi grup olarak goriilmiistiir. Grandus B-One grubu kilo kayb1 PK ya gore
daha iyi olarak goriilmiistiir. Tiim bu sonuglara gore postop donemde en az agrinin

TTCP grubunda, en ¢ok agrinin PK grubunda oldugu seklinde yorumlanabilir.

Literatiirde TTCP’nin kirik iizerine olan etkisine dair ¢ok az sayida calisma
bulunmaktadir. Grandus B-One kemik yapistirici malzemesinin kesme kuvvetlerine
kars1 dayanikli olmadigi tek basina kirik tedavisinde kullanilmasinin uygun olmadigi
goriilmiistiir. Grandus B-One’in ¢ok pargali kiriklarda implant ile tespiti zor olan
kiiglik pargalarin ve higbir yerden beslenmesi olmayan tamamen serbest ve implantlar
ile tespiti zor olacak pargalarin tespitinde implanta ek olarak kullanilabilecegini
diistinmekteyiz. Serbest parca ile biiyilk kemik doku arasina Grandus B-One
uygulanacag i¢in serbest par¢anin beslenmesi tizerine Grandus B-One’1n nasil etkisi
olacagina dair ¢alisma bulunmamaktadir. Grandus B-One biyolojik malzemesinin
kirik iyilesmesini engellemedigi hatta destek oldugu gosterilmis olup kirik tespitinde
implantlarla birlikte ve defekt bolgesinde greft olarak uygulanabilecegi goriilmiistiir.
Kemik yapistiricilarla ilgili daha ¢ok deneysel ¢alisma ve gelistirici ¢alisma yapilmasi

gerektigini diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Radyolojik veriler degerlendirildiginde Grandus B-One grubu verileri PK
grubu verilerine gore daha anlamli yiiksek ¢ikmasi ve TTCP grubu verilerinin Grandus
B-One grubu verilerine gore daha yiiksek ¢ikmast TTCP nin kirik iyilesmesi iizerine
ciddi katkisinin oldugunu gostermektedir. Ayrica Grandus B-One’in da kirik

tespitinde ve kirik iyilesmesinde olumlu etkisi oldugu gosterilmistir.

Biyokimyasal olarak TNF-a, BMP-2, NFkB ve IL-1B verileri
degerlendirildiginde kirik iyilesmesi asamalarinda TTCP grubunun en ileride oldugu,
Grandus B-One grubunun ortada ve PK grubunun en geride oldugu goriilmektedir. Bu
sonuclar TTCP’nin ve Grandus B-One’in kirik iyilesmesini hizlandirdigini

gostermektedir.

Histopatolojik H & E yapilan boyamada inflamatuar hiicre infiltrasyonu, 6dem,
fibrosit/fibroblast aktivitesi acisindan PK, Grandus B-One ve TTCP gruplan
arasindaki farkliliklar istatistik incelemede anlamli (p<0.05) bulunmustur. Yeni damar
olusumu ve kondrosit/kondroblast aktivitesi a¢isindan TTCP grubu, PK ve Grandus
B-One grubuna gore anlamli farklilik (p<0.05) gostermistir. Masson’s Trichrome ile
yapilan boyamada fibr6z doku ile kikirdak doku olusumu agisindan PK, Grandus B-
One ve TTCP gruplar1 arasindaki farkliliklar istatistik incelemede anlamli (p<0.05)
bulunmustur. Bu sonuglara gore kirik iyilesmesi asamalarinda TTCP grubunun en
ileride oldugu, Grandus B-One grubunun ortada ve PK grubunun en geride oldugu

goriilmektedir.

Grandus B-One’in TTCP ile karsilastirildiginda daha ge¢ kaynama agamasinda
olmasmin nedeni olarak Grandus B-One’in kemik uglar1 arasinda yer kaplamasi
oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak Grandus B-One’in kirik iyilesmesini olumlu
etkiledigi ¢alismamizda gosterilmistir. Kemik yapistirict olarak daha anlamlh
incelemeler yapabilmek i¢in Grandus B-One’1n baska kemik yapistirict malzemeler ile

karsilastirilmali calismalarinin yapilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.
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Calisma sonuglarimiza gore TTCP distile su ile ¢oziilerek kirik hattina
uygulandiginda kirik iyilesmesini hizlandiriyor, kirik iyilesmesini olumlu ydnde
destekliyor ve kemik uglar1 arasinda yer kaplamiyor olarak gosterilmistir. Bu
sonuglara gére TTCP kemik ucglarina uygulanarak kaynamay1 artirmaktadir. Daha ¢ok
deneysel c¢aligma ile desteklenerek klinik uygulamalarda da kullanilabilirligi

saglanabilir olarak goriilmektedir.

Kemik kiriklar1 ve defektleri dolayisiyla her gegen giin greft ihtiyaci
artmakadir. Kemiklesebilen, kirik iyilesmesini hizlandirabilecek, kirik stabilitesine
katki saglayabilecek sentetik greft ihtiyaci gilinlimiizde iizerinde yogun calisilan
konular arasindadir. Grandus B-One ve TTCP’nin kemik iyilestirme potansiyeli
oldugu gosterilmistir. Grandus B-One’in defektif kemik rekonstriiksiyonlarinda
onemli rolii olabilecegi ve kemik kiriklarinda iskele olarak kullanilabilecegi
goriilmektedir. Ostekondiiktiif olan Grandus B-One ve TTCP’nin yapisina
osteoindiiktif faktorler eklenerek kirik iyilestirme potansiyelleri daha da arttirilabilir.

Ayrica Grandus B-One’in kemik yapistirma 6zelliginin de artirilmasi gerekmektedir.
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