1.0ZET

insan Amniyotik Sivisinin Tek Basma ve insan Amniyotik Membram ile Birlikte
Uygulanmasmn Ratlarda Kirik Iyilesmesi Uzerine Etkileri

(Deneysel Calisma )

Dr.Alper GULTEKIN
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali

Balgova-iZMIR

Kemik kiriklari; ortopedi ve travmatoloji pratiginde sik karsilastiimiz yaralanmalardan
biri olup bu kiriklarin yaklasik %10 kadarlik bir boliimii kaynama sorunlar1 nedeniyle cerrahi
mildahale gerektirmektedir. Cok uzun zamanlardir kullanilan kirik tedavi yontemlerinin(algilt
tespit, traksiyon vb.) yam sira, gerek kirik iyilesmesinin biyolojisinin gerekse de biyolojik
faktorler ve matriks komponentlerinin iyilesme iizerine etkilerinin anlasilir hale gelmesiyle,
iyilesme siiresini kisaltmak ve kaynama oranlarini en iist diizeye c¢ikarmak icin kirk
tedavisinde bir takim yenilikler giindeme gelmistir. Yaptigimiz bu calismada, kirnk
iyilesmesinde olumlu etkileri gosterilen faktorleri iceren insan amniyotik sivisinin ve
amniyotik membraninin rat tibialarinda olusturulan kirtk modelinin iyilesmesi iizerindeki
etkileri arastirildi.

Klinik ve hayvan etik kurul onaylar1 alindiktan sonra agirliklart 250-300 gr arasinda
degisen normal aktiviteye sahip, 36 adet Wistar erkek ratin 72 adet tibias1 arastirmaya alindi.
Deneklerin her iki tibialarinda cerrahi disseksiyon sonrasi tek transvers kirik hatti olusturuldu
ve intramediiller olarak tespit edildi. Denekler; tedavi uygulanmayanlar (kontrol grubu/grup
1), insan amniyotik sivisi uygulananlar (grup 2), insan amniyotik sivisi ile birlikte insan
amniyotik membrani uygulananlar (grup 3) olarak {i¢ gruba ayrildi. Tiim hayvanlarin

sakrifikasyon sonrasi radyolojik grafileri ¢ekildi. Tibialarin bir boliimii tigiincii hafta (n=34),



diger boliimii ise altinci hafta sonunda (n=32) histopatolojik olarak Modifiye Lane-Sandhu
iyilesme kriterlerine gore puanlandi. Histolojik degerlendirmelerden sonra elde edilen veriler
Mann Whitney U testi ve Wilcoxon testleriyle istatistiksel olarak degerlendirildi.

Uygulanan tedaviler, birbirleri arasinda ve kendi donemlerine ait kontrol gruplar ile
iyilesme potansiyeli acgisindan karsilastirildiginda; {igiincii haftada kontrol grubu ile deney
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmazken, tek basina amniyotik sivi
uygulanan grup (grup 2) kombine tedavi uygulanan gruptan (grup 3) istatistiksel olarak
anlamh sekilde iyi bulunmustur(p=0,021). Altinci haftada ise tek basina amniyotik sivi
uygulanan grubun (grup 2) sonuglar1 hem kontrol grubundan hem de amniyotik membran ve
sivinin kombine uygulandigl gruptan istatistiksel olarak anlamli sekilde daha iyi bulunmustur
(swrastyla p=0.036 , p=0.019). Amniyotik membran ve sivinin kombine uygulandig1r grup
(grup 3) ile kontrol grubu arasinda altinci hafta sonunda da anlaml bir farklilik saptanmadi.
Her ii¢ grubun da kendi i¢lerindeki altinci hafta sonuglarinin iiciincii hafta sonuglarindan daha
iyi oldugu ve bunun kontrol grubu disinda iki deney grubunda da anlamlilik gosterdigi
bulundu (sirasiyla p=0.037 ,p=0.041).

Sonug olarak; yaptigimiz ¢alisma amniyotik membranin kirik iyilesmesini uyarmada
etkisinin ¢ok sinirli oldugunu buna karsilik amniyotik sivinin tek bagina lokal uygulanmasinin
ratlarda kirik iyilesmesinin uyarilmasinda olumlu etkilerinin olabilece§ini gostermis ve
bunun bir 6n calisma olarak ileride daha cok sayida denekle yapilacak genis ¢alismalar icin

umut verici oldugunu diisiindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kirik iyilesmesi, insan amniyotik s1visi, insan amniyotik membramn




2.ABSTRACT

The Effects of Human Amniotic Fluid injection and Combined Application with
Human Amniotic Membrane on Fracture Healing in Rats

(An Experimental Study)

Alper Gultekin,MD
Dokuz Eylul University,School of Medicine
Department of Orthopaedics and Traumatology

[zmir, Turkey

Fractures are among common injuries in orthopedics and traumatology practice.10% of
these require surgical intervention due to healing problems. Besides the classical treatment
methods (cast application, traction etc.), alternative treatment modalities are considered by
understanding the biology of fracture healing and the availability of biological factors and
matrix components to shorten the time required for healing and to maximize the union rates.
Its shown that human amniotic fluid and human amniotic membrane contain factors that
enhancing fracture healing. The purpose of this study was to determine the effects of human
amniotic fluid and human amniotic membrane on fracture healing model in rats.

72 tibiae of 36 Wistar rats with normal activity weighing between 250-300 grs were
included in the study following approval of both Animal Eperimental and Clinical
Experimental Ethics Committee. Transverse fracture lines are created surgically in both tibiae
of rats, then stabilized intramedullary. The samples were divided into three groups. The first
group was left untreated following intramedullary fixation (control/group 1), human amniotic
fluid was injected to the second group (group 2), human amniotic membrane wrapping and

human amniotic fluid injection was both applied to the last group (group 3). X-Rays of all



samples were taken after they were sacrified. Some of the tibiae were scored
histopathologically using modified Lane-Sandhu Grading Scale at 3rd week (n=34) and the
rest (n=32) at 6th week. The results were statistically analysed by Mann Whitney U and
Wilcoxon tests.

There were no significant differences in the quality of healing between the control and
treatment groups at 3rd week,but second group (amniotic fluid injection) has statistically
better scores than combined therapy group (group 3) at 3rd week (p=0,021). The results of
second group (amniotic fluid injection) were statistically better than control (groupl) and
combined therapy (group 3) groups at 6th week (respectively p=0.036, p=0.019). No
statistically significant differences were detected between combined therapy group (group 3)
and the control (group 1) at 6th week. The mean results of all groups at 6th week were better
than 3rd week however this was statistically significant for two groups except the control (
resp. p=0.037, p=0.041)

We conclude that local injection of human amniotic fluid is effective but human
amniotic membrane wrapping has very limited effect on fracture healing in rats.We suggest

that, the results of this study are promising for further studies with larger sample groups.

Key words: Fracture healing, human amniotic fluid, human amniotic membrane



3.GiRiS VE AMAC

Kemik kiriklari, ortopedi ve travmatoloji pratiginde yash ve geng tiim populasyonda sik
karsilasilan bir durumdur. Kirik; sadece kemigin degil cevre yumusak dokularin da degisik
oranlarda hasar gordiigii bir olaydir. Kirik iyilesmesi, kompleks birtakim hiicresel ve
biyokimyasal siire¢cler sonunda gergeklesir. Bu siirecler birgok faktor tarafindan uyarilarak
kirik iyilesmesi olumlu ya da olumsuz yonde etkilenebilir.

Gerek cerrahi gerekse konservatif tedaviden sonra kirik iyilesmesi skar dokusu
kalmadan orjinaline en yakin anatomik ve fonksiyonel 6zelliklerde olmaktadir. Tiim bu tedavi
yontemlerine ragmen kiriklarin yaklasik onda birlik kisminda kaynama ile ilgili sorunlar
goriilmektedir. Morbidite artisi,isgiicii kayb1 ve yiiksek tedavi maliyetleri nedeniyle; kirik
iyilesmesinin hizlandirilmast ve kaynama oraninin en {ist diizeye c¢ikarilmasi icin
uygulanabilecek degisik tedavi yontemleri arastirllmis ve bir kismi1 kullanima girmistir. Kirik
iyilesmesinin hiicresel ve molekiiler biyolojisinin agikliga kavusturulmasi ile beraber bu
siireclerde etkili bircok biyolojik biiylime faktoriiniin varligi da ortaya konmus ve cesitli
calismalarla kirik iyilesmesi tizerindeki etkileri gosterilmistir.

Hyaluronik asidin, gerek tek basina gerekse biiyiime faktorleri ile birlikte tasiyici olarak
kirik iyilesmesi iizerine etkilerini aragtirmak icin deney hayvanlan iizerinde bir¢ok arastirma
yapilmis ve olumlu etkileri bildirilmistir.

Insan amniyotik sivistin (ikinci trimasterda alinan) yiiksek miktarlarda biiyiime
faktorleri ve sitokinler icerdigi bilinmektedir. Ayrica yiiksek oranda da hyaluronik asit (HA)
ve hyaluronik asit stimulan aktivator (HASA ) tagimaktadir. Bu 6zelligi sayesinde insan
amniyotik sivisinin, endojen ve egzojen olarak yarada HA oramm artirarak skar
formasyonunu azalttig1 ve doku iyilesmesini hizlandirdig1 gosterilmistir.

Insan amniyotik membrani, iyilesmeyen yara ve iilserlerin tedavisinde, 6zellikle goz
alaninda bir¢ok patolojide kullanilmaktadir. Deneysel olarak sinir ve fleksor tendon iyilesmesi
izerine olumlu etkileri gosterilmistir.

Yaptigimiz literatiir taramasinda, insan amniyotik sivisinin ve insan amniyotik
membramin ratlarda kink iyilesmesi {iizerindeki etkilerini gosteren bir calismaya
rastlanmamustir.

Bu caligmada amacimiz, insan amniyotik sivisimin ve insan amniyotik membraninin

ratlarda kirik iyilesmesi iizerindeki etkilerini arastirmaktir.



4.GENEL BILGILER

4.1.Kemik dokunun yapis1 ve histolojisi

Kemik dokusu; canli, oldukga iyi kanlanma ve innervasyona sahip, dinamik, mineralize
bir bag dokusudur. Sert, direngli, aynm1 zamanda esnek ve kendine 6zgii bilylime mekanizmasi
olan, kendi kendini tamir edebilme yetenegine sahip bir dokudur(1,2).

Organik ve inorganik komponentlerin olusturdugu matriks icine yerlesmis hiicrelerden
olusan yogun kompozit bir yapiya sahiptir.Yapis1 ve icerigi; yasa, bulundugu lokalizasyona
ve mekanik Ozelliklerine bagli degisiklik gosterebilir. Viicutta saglam bir destek dokusu
olmasinin yaninda ayn1 zamanda mineral dengesinin diizenleyicisi ve kan hiicreleri rezervuari
olarak da gorev alir(1,2,3).

Kemikler sekillerine gore tige ayrilir(1):

1.Kisa kemikler (omurlar, karpal ve tarsal kemikler vs.)
2.Uzun (tiibiiler) kemikler (femur, tibia, humerus vs.)
3.Yass1 kemikler (kafatas1 kemikleri, pelvis kemikleri, scapula vs.)

Kisa kemikler goreceli olarak ince korteksli iken, uzun kemikler kalin korteksli tiibiiler
diafizlerin u¢ kisimlarinda yer alan genis metafiz ve epifiz ile karakterizedir(1,3).

Kemikler mikroskopik yapilaria gore iki tipe ayrilir(1,3,4):

1.Immatiir (Woven) kemik
2.Matiir (Lamellar) kemik

Immatiir kemik embriyolojik hayatta ve hayatin ilk 3-4 yilindaki iskeleti olusturur. 4-5
yas iizerinde yerini hemen tamamen matiir kemik dokusu almistir. Ayrica tendon ve ligaman
yapigsma yerlerinde, biiyiime plaklarinda, implantlarin osteointegrasyon sahasinda, kirik
iyilesmesi esnasinda olusan kallus yapisinda, kemik yapimini uyaran medikal tedavilerde ve
bazi metabolik hastaliklarda (Paget Hastalig1, Osteogenesis imperfecta vs.) da immatiir kemik
dokusu bulunur(1,3). immatiir kemik lamellar kemige gore daha esnek, daha kolay deforme
olabilen ve daha gii¢siiz yapidadir(1,3,4).

Lamellar kemik dogumdan sonra goriilmeye baslar ve gelisme ile beraber immatiir
kemigin yerini alir. Lamellar kemikte 3-5 milimikron genislikte tabakalar halinde paralel

dizilimli yogun kollajen fibrilleri sik1 baglanti saglar ve kemik dayanikliligini arttirir(1,3).



Matiir kemikler santral yaglh veya hematopoetik kemik iligi, onu c¢evreleyen kemik
doku ve periost ile karakterizedir. Kemik iligi, kok hiicre kaynagi ve kemik dolagiminin
onemli bir parcasi olarak gorev alir(1,3,4).

Lamellar kemik yapisal ve fonksiyonel olarak dort lamellar yapi igerir:

1.Spongioz kemigin trabekiiler lamellas:
2.Kortikal kemigin i¢ ve dig dairesel lamellasi
3.Interstisiyel lamella

4.0Osteonal lamella

Osteon; lamellar kemigin bir formu olup matiir iskeletteki diafizeal kortekslerin biiyiik
kismi1 osteonlardan olusur. Kemik boyunca uzunlamasina yerlesmis dallanan ve
anastamozlasan silindirler seklindedir. Osteonlarin merkezinde kan damarlari, lenfatikler ve
sinirleri iceren havers kanallar: bulunur. Havers kanallarimin ¢evresinde, i¢lerinde radial
dizilimli osteositleri barindiran lakunalar bulunur. Lakunalarin birbirleriyle ve Havers
kanallariyla olan baglantilarini ise kanalikiiller saglar(1,3). Mineralize kemik matriksinden
besin maddelerinin difiizyonu sinirli oldugundan metabolik gereksinimleri ve kalsiyum
dengesindeki rolleri icin osteositler perikaryon ve sitoplazmalarin1 cevreleyen lakunalara ve
kanalikiillere bagimlidir(1,3). Osteonlarin kemik eksenine uzunlamasina yerlesmis olmalari,
diafizeal korteksin uzun eksenine paralel gelen gerilme ve kompresyon kuvvetlerine neden
dayanikli oldugunu agiklamaktadir. Her osteonun cevresinde osteonlarin dis sinirini olusturan
ince bir organik matriks tabakasi bulunmaktadir. Bu ince tabakaya sement hatti denir. Bu
tabaka rezorbsiyonun sonlanip kemik yapiminin bagladigi simirdir. Havers kanallart oblik
yerlesimli vaskiiler kanallar aracilifiyla anastomozlasirlar. Bu vaskiiler kanallara volkmann
kanallarr ad1 verilir. Bu intraossedz kanallar endosteal ve periosteal baglantiy1 da saglarlar(1).

Kanal ve lakunalar arasinda kalan genis ekstravaskiiler boslukta iyon ve sivi gecisi olur.
Kemige binen yiikler sivi ve iyon akim ile elektriksel potansiyel olusturur(l). Mekanik
yiikler, elektriksel uyarilara yanit verebilir 6zellikte olan kemik hiicreleri iizerinde diizenleyici
etki olustururlar(5).

Biitiin bu yapilar (osteon,kanalikiil,volkmann kanallari,intersitisiyel ve trabekiiler

lamella) kemik yiizeyini arttirmaktadirlar(1).



Lamellar(matiir) kemik yapisal organizasyonuna gore iki tiptir(1,3,6):

1.Spongioz (kanselloz, trabekiiler) kemik
2.Kortikal (kompakt) kemik

Kortikal ve spongioz kemik matriks igerigi ve yapisi olarak aymidir. Fakat birim hacime
diisen kemik matriks miktar1 kortikal kemikte daha fazladir. Bu nedenle kortikal kemik daha
yogun ve daha az poroziteye sahiptir. Elastisite modulusu ve kompresif dayaniklilik agisindan
kortikal kemik spongioz kemige gore on kat daha iistiindiir(1).

Spongioz kemigin birim hacime diisen yiizey alani kortikal kemikten yirmi kat daha
fazladir. Kortikal kemikte hiicreler kemik matriksi ile cevrelenmis durumda iken, spongioz
kemikteki hiicreler lamellalar arasinda veya trabekiillerin yiizeyinde yerlesmis durumdadir(1).

Spongioz kemigin metabolik aktivitesi, remodelasyon yetenegi ve dolayisiyla mekanik
yiiklere karsi adaptasyon hizi kortikal kemige gore daha iistiindiir. Matiir iskeletin %80’ini
kortikal kemik olusturur. Uzun kemiklerin diafizinde kalin, kisa kemiklerdeki yogun spongioz

kemik cevresinde ise ince bir kortikal tabaka vardir(1).
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4.2.Periost

Sinovyal eklem yiizleri ve cevresi disinda kalan kemiklerin dig yiizeylerini ¢evreleyen,
mekanik ve biyolojik 6neme sahip bir yapidir.

Periost genel olarak iki tabakadan olusur(1,4,7,8,9):

1.D1s tabaka (Fibroz tabaka)
2.I¢ tabaka (kambiyum veya osteojenik tabaka)

Daha sonra yapilan histolojik ¢alismalar periostu zone I-II-III olmak iizere ii¢ katmana
ayirmistir(7,8). Zone II; i¢c tabaka yani klasik kambiyum tabakasina, Zone III; dis fibroz
tabakaya karsilik gelirken, Zone I ise en i¢ ylizeyde osteoprogenitor hiicrelerin yogun oldugu
tabakayi temsil etmektedir(7).

Dis tabaka hiicreden fakir, kollajenden ve fibroblastlardan zengin yogun fibrdz bir
tabakadir. I¢ tabaka ise damarsal yapi ve hiicresel olarak zengin gevsek bir tabakadir(1,4,7). I¢
tabaka, osteoblasta doniigebilme yetenegi olan hiicreler icerdiginden kambiyum veya
osteojenik tabaka da denir(1,7). Periosteal hiicreler lokal ve sistemik uyarilar sonucu kemik
yapimi, yikimi ve metabolizmasinda da rol oynar(1,8,9). Bu hiicreler; gelisim sirasinda
organik matriks tiretimi yaparak kemigin ¢capinin genislemesinde, kirik iyilesmesi esnasinda
ise hyalin kikirdak yapimi saglayarak ekstraosse6z kallus olusumunda rol alirlar(1).

Periost yasa bagh degisim gosterir. Kambiyum tabakasi ¢ocuklarda kalin ve cok aktif

iken yas ilerledikge periost incelir ve osteojenik kapasitesi azalir(1,4).

4.3.Kemik Dokusunun Kanlanmasi
Birkag istisna lokalizasyon disindaki tim uzun kemiklerin kan dolagimi aym yapida
olup esas olarak kemigin birbiri ile anastomozlasan iki tip dolagim1 vardir(1):
a.Periosteal-diafizeal-metafizer sistem
b.Epifizeal-fizeal sistem
a.Uzun kemiklerin diafiz ve metafizlerinin kanlanmasi ii¢ kaynaktan gerceklesir(10,11):
1.Nutrisyen arterler
2.Epifiz ve metafizi penetre eden arteriyal kompleks

3.Periosteal arterler



Nutrisyen arterler kemige diafizden girerler ve proksimal-distal dallara ayrilirlar.
Periosteal ve metafizer dallarla beraber mediiller vaskiiler sistemi olustururlar. Mediiller
vaskiiler sistem ve metafizi penetre eden arterler araciligiyla anastomoz yaptig1 periosteal
arterler, metafiz ve diafize dual kan akimi destegi saglarlar(12,13). Bu dual dolagim sistemi,
kemik ve yumusak doku travmalar1 sonrasi metafiz ve diafizin nasil canli kaldigim
aciklamaktadir. Ayn1 zamanda mediiller rimerizasyon veya periosteal siyrilma sonrasi kirik
iyilesmesinin nasil gerceklesebildigini de aciklayabilir(12,13,14).

Periosteal arterler ¢evre yumugak doku ve kas dokusu i¢in de dolagim destegi saglar.Kas
dokusunun nutrisyen arteri hasar gorse bile kas-periost bileskesi saglam kaldig siirece kas
kan akiminda diisiis goriilmez(15).

b. Bircok epifizin kan akimi, metafiz-periost-diafiz kan akimina gore daha diisiiktiir.
Fizis kapandiktan sonra damarlar fizeal skar penetre ederler. Fakat bu damarlarin o esnadaki

fonksiyonel 6nemi net olarak belli degildir(1,16,17).

4.4.Kemik Hiicrelerinin Histofizyolojisi
Kemikle iliskili bircok hiicre mevcut olup bunlardan kemik iiretimi, yikimi ve yapisini
olusturmada gorevli kemige spesifik {i¢ ana hiicre tipi 6nem tasimaktadir(1,2,3,18). Bunlar:
1.Osteoblastlar
2.0steositler
3.Osteoklastlar
Tiim bu hiicreler iki farkli kok hiicreden gelisir. Farklilasmamis mezenkimal kok hiicreler
cevre yumusak doku, endosteal ve periosteal yiizeylerde, kanallarda ve kemik iliginde yerlesmis
olup gerektigi durumlarda gen etkilesimleri ve cesitli biiytime faktorlerinin uyarisiyla
preosteoblast ve osteoblastlara farklilasirlar(1,2,3,18,19,20). Hematopoetik kok hiicre ise
preosteoklast ve osteoklast kaynagi olarak bulunur(1,2,3,18,21). Ozellikle osteoblastlarca salinan
M-CSF(makrofaj koloni stimulan faktor) uyarisiyla osteoklasta farklilasma goriiliir(18).
Farklilasmamis mezenkimal kok hiicre disinda vaskiiler perisitler de preosteoblast

kaynagidir(22,23).
4.4.1.0steoblastlar

Osteoblastlar mezenkimal kok hiicre ve perisitlerden koken alan 20-30 pm

bityiikliigiinde hiicrelerdir. Aktif osteoblastlar; polihedral yapili, oval sekilli, bazofilik
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sitoplazma iginde eksantrik yerlesimli nukleus ve golgi cisimcigi iceren, biiyiilk graniillii
endoplazmik retikuluma sahip hiicrelerdir. Kemik yiizeyinde ve birbirleriyle siki baglantili
sekilde yerlesirler(1,3,18). Transmembran proteinler ve integrinler, osteoblastlarin
osteositlerle ve ekstraselliiler matriks ile iletisimini saglarlar(18).

Osteoblastlarin; 1-kemik organik matriksindeki kollajen ve kollajen dist proteinleri
sentezlemek, 2-ekstraselliller —matriks fibrillerinin  diizenini  saglamak, 3-Alkalen
fosfataz(ALP) enzimi sayesinde osteoid materyalin mineralizasyonuna katkida bulunmak, 4-
sentezledigi sitokinler sayesinde osteoklastlarin rezorbsiyonuna aracilik etmek, 5-biiylime
faktorlerini sentezlemek gibi ¢ok 6nemli gorevleri vardir(18).

Osteoblastlar giinde ortalama 2-3 pm osteoid materyal ve matriks sentezler. Osteoblastin
ortalama Omrii 1-10 hafta arasidir(18). Parathormon ve lokal sitokinler osteoblastlar1 stimiile
ederek, osteoklastlar1 aktive edecek mediatorleri salgilatirlar(1).

Aktif osteoblastlarin Oniinde {i¢ farkli yol vardir; 1-kemik yiizeyinde kalarak sentez
aktivasyonunu azaltip yassi sekilli bone-lining hiicreleri (kaplama hiicreleri) halini almak, 2-
etraflarin1 matriks ile ¢evreleyerek osteosit halini almak, 3-apoptozis nedeniyle kemik yapim
sahasindan kaybolmak(1,18).

Bone-lining hiicreleri uzamis ve yassi sekilli, igsi nukleus ve az miktarda organel iceren
hiicreler olup endosteal yiizeyde yer alirlar(18). Bu hiicreler, istirahatteki osteoblastlar veya
yiizey osteositleri olarak da adlandirilir(1). Osteoblastik belirtecler olarak bilinen sialoprotein,
osteopontin, osteonektin ve ALP aciga cikarirlar(18). Parathormon etkisiyle bu hiicreler
kemik yiizeyini osteoklastlarin yapismasi icin uygun ortam haline getirerek kemik

rezorbsiyonunun baslangicina aracilik ederler(1,3).

4.4.2.0steositler

Matiir iskelet dokusunda yer alan kemik hiicrelerinin %901 osteositlerden olusur(1).
Osteoblast ve osteoklastlar kemik yiizeyinde yer alirken osteositler mineralize matriks iginde
yer alirlar. Osteositler aktivitelerine bagl sitoplazmik organel igerigi farklilik gosteren, tek
nukleuslu, sitoplazmik uzantilar olan elipsoid hiicrelerdir(1,3,18).

Icerisinde bulundugu mineralize matriks ile olan iliskisinden dolay1 ekstraselliiler
sividaki iyon konsantrasyonuna etki ederek oOzellikle kalsiyum dengesinde ©nemli rol

oynarlar(1,3).
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Osteositler osteoid matriks sentezi ve mineralizasyonunda 6énemli rol almalarina ragmen
esas gorevleri; kemik remodelasyonunu kontrol etmek ve kemige gelen yiiklerin mekanik
ozelliklerini algilamaktir. Membran reseptorii olan CD44 osteoblast ve lining hiicrelerinde

negatif iken osteositlerde pozitiftir ve osteosit belirteci olarak diisiiniilmektedir(18).

4.4.3.0steoklastlar

Osteoklastlar, mineral faz1 ve kalsifiye dokulari resorbe eden, cok nukleuslu, mitokondri
ve vakuolden zengin, ortalama 100 um biiyiikliikte dev hiicrelerdir(1,3,18). Tartrata direngli
asit fosfataz (TRAP) sayesinde diger dev hiicrelerden ayrilir(3,18,21). Diger kemik
hiicrelerinden farkli olarak hematopoetik kok hiirelerden yani GM-CFU (granulosit-makrofaj
coloni forming unit)’dan gelisir. Osteoklastlar kalsitonin reseptorlerine sahiptir(18).
Mikrofilamanlardan zengin ve integrinler sayesinde mineralize matrikse baglanmay1 saglayan
piiriizsiiz bolge ile rezorbsiyon isleminin gerceklestigi piiriizlii yiizey osteoklast hiicre
membramnin iki 6nemli bolgesidir(1,18). Kanselloz ve periosteal yiizeylerde osteoklastlar
Howship lakunalar: ad1 verilen karakteristik ¢ukurlar olustururlar(1,3).

Osteoklastlar kemik yiizeyine yapisarak rezorbsiyonu baglatirlar. Karbonik anhidraz
sayesinde asit sekresyonu yaparak pH’1 7’den 4’e diisiiriirler ve asit ortam yaratarak mineral
fazi rezorbe ederler. Kollajen ve organik matriksi ise proteolitik enzimler (kollajenaz,
metalloproteaz, glukuronidaz, katepsin K vb.) ile rezorbe eder(1,3,18). Giinde ortalama 50 um
veya daha fazla bir tabakayr rezorbe ederler(3). Osteoklastlar aktiviteleri bittiginde,

gerektiginde aktif osteoklasthaline gelebilecek mononuklear hiicrelere doniisiir(1).

4.5.Kemik Matriks Bilesimi

Kemigin ekstraselliiler matriksi organik ve inorganik fazlardan olusan kompozit bir
materyaldir(1,2,3,4). Kemigin kuru agirhigimin yaklasik %95’ini olustururlar. Kemigin yas
agirliginin %65’ini inorganik komponent, %20’sini organik komponent, %10’unu su, geri
kalan %5’ini ise diger organik molekiiller ve amorf inorganik tuzlar olusturur(1,3). Organik
komponent primer olarak kollajenden olusup kemigin gerilim direncini olustururken,
inorganik komponent mineral kristallerinden olusur ve kemigin kompresyona direncini

saglar(1). Organik ve inorganik faz arasinda yakin iliski mevcuttur(3).
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4.5.1.0rganik Matriks (organik faz)

Organik matriks; tendon, ligaman ve eklem kapsiilii gibi yogun fibréz dokularin
matrikslerine benzer yapidadir(1). %901 kollajenden olusmaktadir. Diger %10’luk kismu ise
kollajen dis1 proteinlerden olugmaktadir(1,2,3). Kollajen igeriginin yaklasik %95’ini Tip I
kollajen olusturur. Yaklasik %5’ini Tip V kollajen olustururken, ¢cok diisiik oranda da Sharpey
lifleri ile iligkili olarak Tip III kollajen goriiliir. Mekanik stres altinda Tip XII kollajen de
olusur(1,2). Tip I kollajen kendine has aminoasit igerigi (Ozellikle hidroksilizin ve
hidroksiprolin), goreceli biiyiik capli fibrilleri ve biiylik tensil giiclere maruz kalan tendon ve
ligamanlarda da yer almasiyla diger kollajenlerden ayrilir. Miktarinda azalma veya yapisinda
bozulma olmasi kemik kirilganligin1 arttirir(1). Tropokollajen molekiillerinin birlesme
yerlerinde olusan bosluklar hidroksiapatit kristallerinin depolandigi alanlardir. Kollajen
bilesimi; yiliksek gerilim dayanikliligi ve solid yapi1 olarak kemigin dis mekanik
ozelliklerinden sorumludur(3).

Organik matrikste bulunan kollajen dis1 proteinler(1,2,3,24):

a.Proteoglikanlar: Kollajen dis1 proteinlerin  %10’unu olusturur. Osteoid
matrikste hyaluronik asit, kondroitin siilfat, biglikan ve dekorin olmak iizere dort tipi
mevcuttur.

b.Gamakarboksiglutamik asit (GKGA) iceren proteinler: Osteokalsin ve GKGA
iceren matriks proteini olmak tizere iki tipi mevcutur. GKGA igeren matriks proteini sentezi
K vitamini gerektirir ve kalsiyum baglayicidir. Osteokalsin (Gla proteini) ise osteoblast ve
plateletlerce sentezlenen, sentezi D ve K vitaminine bagimh olan, kollajen dis1 proteinlerin
%15’1ni olusturan osteogenezisin biyokimyasal belirtecidir.

c.Glikoproteinler: Osteonektin, kollajen dis1 proteinlerin %25’ini olusturur.

Matriks ve hiicreler aras1 adezyonda onemli rol oynar. Osteonektin kemik spesifik degildir.
Osteopontin, kemik sialoprotein, fibronektin, trombospondin ve vitronektin hiicre ylizey
reseptoril olarak gorev alirlar. Osteopontin kemik spesifik bir proteindir.

d.Plazma proteinleri: Albumin ve o2-SH glikoprotein bulunur. Osteoid

matrikse kalsiyum depolanmasinda rol alirlar.

e.Biiyiime faktorleri: Polipeptid yapilidirlar. TGF-f (transforming growth

faktor), PDGF (platelet derived growth faktor), BMP (bone morphogenetik proteinler),
IL-1,6 (interlokin), CSF (colony stimulan factor) ve IGF-LII (insulin like growth faktor)

bulunur.
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4.5.2.Inorganik Matriks (mineral faz)

Kemigin inorganik matriksi yani mineral fazi iki onemli fonksiyona sahiptir; iyon
rezervuart olarak gorev goriir ve kemigin sertlik ile dayanikliligini saglar(1). Apatit kristalleri
seklindeki kalsiyum, fosfat ve karbonatin yam sira daha diisiik oranda sodyum, potasyum,
manganez ve floridden olusur(1,2). Normal kemik mineral kristalleri hidroksiapatit kristalleri
diye adlandirilmasina ragmen bu adlandirma dogru degildir. Hidroksiapatitte Ca/P oran1 5/3
iken kemikte bu oran 1,37-1,87 olup hidroksil grubu eksikligi vardir(1,2).

Karbonat ve asit fosfat gruplari; apatit kristalleri ile ekstraselliller sivi ve organik
matriks arasinda baglanti rolii oynar. Yaslanma ile birlikte mineral kristallerinin igerigi
degisir. Ozellikle asit fosfat ve karbonat gruplarimin konsantrasyonu degisir. Bundan dolayi
iyon rezervuarligi, hiicreler iizerindeki etkileri ve mekanik 6zellige olan etkileri sadece

mineral miktarina degil ayn1 zamanda mineral kristallerinin yasina baghdir(1).

4.6.Kemik Yapim (Osteogenezis)

Osteoblastlar, cesitli durumlarda kemik matriksi iiretirler. Embriyonik gelisim sirasinda,
kemik biiylimesi sirasinda, remodelasyon sirasinda, yumusak doku travmasi sonucu gelisen
myozitis ossifikans ve heterotopik ossifikasyonda, kirik iyilesmesinde, neoplazi veya
enfeksiyonlara yanit olarak kemik {iretimi yaparlar(25,26,27). Ayrica kemik greftlemesi,
distraksiyon, demineralize kemik matriksi (DBM) ve biiytime faktorleri (growth faktorler),
elektriksel alan ve  egzersiz  gibi  uyaranlar kemik  yapimim1  stimiile
ederler(25,28,29,30,31,32,33,34,35).

[k olarak farklilasmamis mezenkimal hiicreler veya preosteoblastlarin osteoblastlara
farklilasmasi ve onlarin ekstraselliller matriksi sentezlemesiyle baslar. Daha sonra matriks
mineralize olarak osteoblastlar1 ¢evreler ve osteositlere doniisiimiinii saglar. Ardindan da
osteoklastlar ortaya cikar ve rezorbsiyon ile remodelasyon olusur. immatiir kemik yerini
matiir lamellar kemige birakir(25).

Iskelet sisteminde kemik yapimu ii¢ farkli sekilde olur(3,25):

1.Enkondral kemik yapimi
2.Intramembrandz kemik yapimi

3.Apozisyonel kemik yapimi
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4.6.1.Enkondral Kemik Yapim

Mineralize kikirdagin model olarak kullanilarak kemik dokuya c¢evrilmesiyle olusur(3).
Embriyolojik hayatta uzun kemiklerin yapimi bu sekilde gerceklesir(3,25). Uzun kemik, kisa
kemik ve epifiz kemiklesme merkezlerinin olusumundan sonra enkondral kemiklesme iskelet
maturasyonuna kadar fizis ve epifizde devam eder(25). Dogumdan sonra stabil olmayan
kosullardaki kirik iyilesmesinde rol alir(3,4,25).

Enkondral kemiklesme, once farklilasmamis hiicrelerin bir araya gelip kondrositlere
farklilagsmasi1 ve kikirdak matriksi sentezlemesiyle baslar.Hyalin veya hyalin benzeri kikirdak
olusumu sirasinda diafiz ¢evresinde periost cevrelemesi goriiliir. Baz1 bolgelerde kikirdak
matriks mineralize olur, kondrositler genisler, damarlar kikirdagi invaze eder ve kan yoluyla
gelen hiicreler kikirdagin merkezini rezorbe ederek mediiller boslugu olustururlar.
Osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara doniisiir ve mineralize kikirdak iizerinde osteoid
matriksi olusturur. Daha sonra osteoklastlar bu kalsifiye kikirdak ve immatiir kemigi resorbe
eder. Osteoblastlar rezorbe olan kalsifiye kikirdak ve immatiir kemik karistminin yerine matiir

lamellar kemigi olusturur(25).

4.6.2.intramembranoz Kemik Yapim

Intramembrandz kemiklesmede kikirdak bir model yoktur. Bag doku destegiyle
matriksin dogrudan kalsifikasyonu ile olusur. Yassi kemiklerin embriyolojik gelisiminde rol
alir(3,25). Dogumdan sonra, kemik defektlerinin rejenerasyonu ve kirik tamirinde reaktive
olur(3). Distraksiyon osteogenezisi sirasindaki kemik yapimi da kikirdak model olmaksizin
vaskiilarize kollajen matriksten direkt gerceklesir(25,32).

Membran veya tabakalar halinde farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin birikmesi ile
siire¢ baslar. Bu hiicreler; kan damarlari, fibroblastlar ve osteoprogenitor hiicreleri iceren
gevsek yapilt organik matriksi sentezler. Osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara doniisiir ve
osteoblastlar yiginlar halinde daha sonra mineralize olacak organik kemik matriksini biriktirir.
Bu matriks adaciklarinin yiizeyini osteoblastlar kaplar ve hizla yeni kemik matriksi ilave
ederler. Matriksle ¢evrelenen osteoblastlar, uzun sitoplazmik uzantilara sahip osteositlere

doniisiir. Olusan osteoid matriks mineralize olarak matiir kemik halini alir(25).
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4.6.3.Apozisyonel Kemik Yapim

Apozisyonel kemik yapimi, kemiklerin periosteal genislemesi ve kemik remodelasyonu
siirecinde gergeklesir. Mevcut kemik yiizeyinde osteoblastlarin dizilimiyle baglar. Bu hiicreler
iist iiste dizilerek kemik lamellalarini olusturan osteoidi sentezler. Iskelet gelisimi ve biiyiime
sirasinda, enkondral veya intramembrandz kemiklesme ile olusan ilk kemik yap1 periost ile
cevrelenir. Periosteal osteoblastlar kemigin dis yiizeyinde osteoid sentezleyerek yeni kemik
iretir ve tabaka tabaka kemik capini genisletir. Ayn1 zamanda kemik remodelasyonunun
formasyon fazinda osteoblastlar rezorbsiyon sahasinda tabaka tabaka osteoid sentezlerler.Bu

da apozisyonel kemik yapimi seklinde olur(25).

4.7.Kemikte Modelasyon ve Remodelasyon

Normal iskelet sistemi fonksiyonlar1 i¢in sadece kemik dokunun yapilmasi yeterli
degildir. Fonksiyonlara uygun farkli sekillere sahip kemiklerin olusmasi gerekmektedir.
Kemik seklinin olugsmasina modelasyon ad1 verilir. Kemiklerin sekilleri degismeksizin yikilip
yapilmasina yani kemik turnover’ina ise remodelasyon adi verilir. Modelasyon ve
remodelasyon, tek bir hiicre veya hiicresel fonksiyon tarafindan degil genellikle birlikte
meydana gelir(3,25,36).

Kemiklerin seklinin normal gelisimi baslangi¢ olarak gen ekspresyonuna bagli olmakla
beraber hareketlilik ve mekanik giicler de gelisim esnasinda etkili faktorlerdir. Gelisim
sirasinda maruz kalinan radyasyon ve bazi ilaglar da kemik sekli iizerine etkili dis
faktorlerdendir(25).

Modelasyon; iskelet biiyiimesinde ve kirik malalignment sonrasinda goriiliirken,
remodelasyon hayat boyu devam eden bir siiregtir. Remodelasyon; avaskiiler, nekrotik kemik
eliminasyonu ve kemikteki mikrohasarlarin lokal tamirinin yani sira, metabolik olarak
kalsiyum ve fosfor homeostazi i¢in de gerekli bir siirectir(3,25,36,37,38).

Remodelasyon sayesinde her yil kortikal kemigin ortalama %35’1, trabekiiler kemigin ise
%20’si yenilenmektedir. Total kemik dokusunun ise yilda yaklasik %5-10’luk kismu
yenilenir(36). Hayat boyu devam eden bir siire¢ olmasina ragmen yasa bagl degisiklikler
gosterir. Adolesan donemde pik yapar ve 5.dekada kadar kiigiik degisikliklerle devam eder.

Bu dénemden sonra ise rezorbsiyon dominant hale gelir ve 8.-9. dekadlarda maksimum kemik
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miktarinin yarisina diiser(25,36). Kadinlarda erkeklere gore %30 daha fazla kemik kayb1 olur.
Trabekiiler kemik kaybi, trabekiil kalinligindaki azalmadan ziyade trabekiil sayisinda azalma
seklinde olur. Kemik yogunlugu azalir. Kortikal kemik ise daha poroz bir hal alir. Sonug
olarak kemik kirilganlig1 artar(25).

Mikroskopik diizeyde remodelasyonun gergeklestigi kiigiik kortikal ve trabekiiler ylizey
birimlerine ve buradaki hiicre paketlerine BMU (basic multicellular units) adi
verilir(3,25,36,37,38). Iskelet dokusunda yaklasik 30-35 milyon BMU bulunur ve her yil
ortalama 3-4 milyonu aktive olarak kemik dokunun %10’unu yeniler(36).

Remodelasyon cesitli lokal ve sistemik faktorler tarafindan diizenlenen hiicresel bir
dongiidiir.Bu dongii temel olarak dort fazdan olusmakla beraber cesitli ara fazlarla birlikte
(istirahat-aktivasyon-rezorpsiyon-gecis-formasyon-mineralizasyon) olduk¢a organize bir

siirectir(25,36,37,38).

4.8.Kirik ve kirik iyilesmesi

Kirk; yalmzca kemigi degil beraberinde ¢evre yumusak dokular da etkileyen, kemigin
anatomik biitiinliigiiniin bozulmasini ifade eden bir tanimdir(4,39).

Kiriklar; kuvvetin gelis yoniine, kemik doku saglamligina, kirik ¢izgisine, kirik fragman
sayisina, travmanin derecesine, bulundugu anatomik bolgeye, cilt ve ¢evre dokularda olusan
hasara gore ¢esitli tiplere ayrilmistir(39).

Kirik iyilesmesi; diger dokularin iyilesmelerinden farkli olarak, kemigin skar dokusu
birakmadan sekil ve fonksiyon olarak orjinaline en yakin sekilde kendini tamir etmesiyle
olusur. Bu tamir siireci olduk¢a kompleks ve ayn1 zamanda oldukg¢a diizenli basamaklardan
meydana gelmektedir. Bu siirecteki bircok biyokimyasal ve hiicresel basamak; gelisim
sirasinda  bilyiime plaklarindaki basamaklarla paralellik gostermekle beraber, kirik
iyilesmesinde bu siire¢ iyilesme ile sinirhidir ve devamlilik gdstermez(40).

Kirik iyilesmesinin temelde 2 tipi vardir(40,41 ,42):

1-Primer (direkt) kirik iyilesmesi
2-Sekonder (indirekt) kirik iyilesmesi

Primer kirik iyilesmesi anatomik rediikte edilmis ve rijid tespit uygulanmis durumlarda
gerceklesmekle beraber sekonder tipe gore daha nadirdir. Sekonder kirik iyilesmesi ise
anatomik olmayan rediiksiyonlar ve rijid olmayan tespit sonrasi spontan olugmakta olup kirik

iyilesmesinin ¢ok biiyiik bir boliimiinii olusturmaktadir.
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Kirik iyilegmesi klasik olarak 3 basamakta gerceklesir(40,43):

1-Inflamasyon donemi

2-Onarim donemi

3-Remodelasyon donemi
Bu siireg; kesin sinirlarla ayrilmayip birbiri igine giren basamaklar seklinde gerceklesir.
Donemler kendi iglerinde gerceklesen hiicresel asamalara gore: Hematom olusumu-
inflamasyon-anjiogenez-yumusak ve sert kallus gelisimi-remodelasyon seklinde daha ayrintili
basamaklarda da tanimlanabilir(41).

Kirik iyilesmesinde; mediiller kanal-kirik uglart arasindaki interkortikal alan-periost ve
subperiosteal alan-cevre yumusak dokular olduk¢a onemli dort bolgeyi olusturur(40,41).
Periost ve cevre yumusak dokular intramembranéz kemiklesme ile kirigi cevreleyen sert
kallusu olustururken, es zamanl olarak mediiller kanal ve interkortikal alan ise enkondral

kemiklesme i¢in Oncii olan yumusak kallusu olustururlar(41).

4.8.1 Rijid Fiksasyon Yapilmams Kiriklarda Tamir

Indirekt veya sekonder kirik iyilesmesi olarak da adlandirilmaktadir.

Kemik iligi, periost ve ¢evre dokularda travma sirasinda zarar géren damarlardan olan
kanama kirik cevresinde hematom olusumuna yol acar. Bu hematomun organizasyonu
iyilesmenin ilk basamaginmi olusturur(4,40). Ac¢ik kiriklar ve acgik rediiksiyon yapilan
kiriklarda hematom zarar goriir ve bu iyilesme siirecini yavaslatir. Hematom, fibrin skafold
gorevi gorerek tamir hiicrelerinin migrasyonuna neden olur. Trombositler ve zarar goren
hiicrelerden salinan inflamatuar mediatorler kirik ¢cevresinde 6dem ve inflamatuar hiicrelerin
bolgeye go¢ etmesini saglarlar. Bu hiicrelerin ve trombositlerin saldig1 sitokinler ve biiyiime
faktorleri; progenitor hiicrelerin farklilagsmasi, ¢cogalmasi ve anjiogenezisin saglanmast gibi
bircok basamakda rol alirlar(4,40).

Kirik sonrasinda vaskiiler dilatasyon ve proliferasyona bagh olarak kirik bolgesinde kan
akimi bir miktar artar. Erken donemde periosteal damarlardan kapiller tomurcuklanma ile
olusan damarlanma artis1 belirginken, ge¢ donemde mediiller nutrisyen arterler 6n plana cikar.
Anjiogenez i¢in fibroblast growth faktor (FGF) onemli bir mediator olarak goriilmekle

beraber bunun nedeni tam olarak ac¢iklanamamistir(4).
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Kirik sonrasi kirik uglart kan akimi bozulmasi sonucu nekroze olur ve ardindan nekroze
dokular rezorbe olur. Bu rezorbsiyonu; kan ve medulladan gelen monositik 6ncii hiicrelerden
gelisen osteoklastlar gerceklestirir. Osteoblastlar ise kirik hattina go¢ eden farklilasmamis
mezenkimal hiicrelerin farklilagsmasi ile olusur(1,25).

Periostun kambiyum tabakasindaki hiicreler erken donem kemik olusumunu saglar.
Periosteal hiicreler ¢cocuk kiriklarinda etkin rol oynar, ¢iinkii periost kalin ve ¢ok hiicrelidir.
Yasla birlikte periost incelir ve kirik iyilesmesindeki etkinligi azalir. Kirik iyilesmesinde
osteogenezisi saglayan hiicrelerin ¢ogunlugu hematomun yerini alan graniilasyon dokusunda
bulunur. Bunlarmm bir kism1 yaralanma bélgesinden bir kismi da dolasim yoluyla periferden
gelen farklilasmamis 6ncii hiicrelerden gelisir(4).

Kirik hattindaki mezenkimal hiicreler cogalip farklilasir ve fibroz doku, kikirdak,
immatiir kemik igeren kirik kallusunu iiretirler. Tamir sirasinda olusan yumusak ve sert kallus
kirik bolgesini doldurur ve ¢evreler. Kallusun periferinde periost ve ¢cevre yumusak dokularin
etkisiyle intramembrantz kemiklesme sonucu olusan sert kallus yer alir. Santralde oksijen
yogunlugunun diisiik oldugu bolgede ise, interkortikal alan ve medullanin etkisiyle kikirdak
ve fibroz dokudan olusan yumusak kallus gelisir. Burada da kikirdagin yerini immatiir kemik
alarak endokondral kemiklesme olur ve kirik fragmanlarimin stabilitesi artar. Bu safha kirik
cevresinde yeni kemik kopriilerin olusmasi ve kortikal kemik uglarinin biitiinliigiiniin
saglanmasi ile devam eder(4).

Trombositler ve diger hiicrelerden salinan biiyiime faktorleri ve diger lokal mediatorler
tamir hiicrelerinin fonksiyonlarin1 diizenlerler. FGF ve transforming growth faktor (TGF-f)
kondrosit ve osteoblast proliferasyonunu saglayarak, kikirdak ve kemik {iretimini uyarici etki
gosterirler. Dokunun oksijen igerigi kemik veya kikirdak iiretimini belirlemede onemlidir.
Oksijen yogunlugunun diisiik oldugu alanlarda kikirdak olusurken,yeterli oksijene sahip olan
bolgede mekanik ve elektriksel uyarinin da etkisiyle kemik olusumu goriiliir(4).

Kallus birtakim hiicresel aktiviteler sonucunda mineralize olur. Hiicreler 6nce yiiksek
konsantrasyonda Tip 1 kollajen fibrilleri iceren matriksi sentezler ve sonrasinda hidroksiapatit
kristallerinin depolanmasi i¢in uygun ortam hazirlarlar. Mineralizasyonla beraber, olusan
internal ve eksternal kallusun etkisiyle kirik fragmanlarinin stabilitesi giderek artmakta ve
klinik kaynama olusmaktadir. Yani agrisiz ve stabil hal almistir. Radyolojik iyilesme ise
klinik iyilesmeden daha ge¢ goriiliir. Kirik uglar arasinda trabekiiler ve kortikal kemik

kopriilesmesi seklinde goriiliir(3,4).
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Kirik iyilesmesinin final asamasi tamir dokusunun remodelasyonudur. immatiir kemigin
yerini matiir lamellar kemik alir ve kallusun fazlalik kismi rezorbe olur. Remodelasyon klinik
ve radyolojik kaynama sonrasinda uzun siire devam eder. Elektriksel alan remodelasyonu
etkiler. Strese maruz kaldiginda konveks yiizeyde elektropozitivite, konkav yiizeyde ise
elektronegativite olusur. Elektropozitivite osteoklastik aktiviteyi, elektronegativite ise
osteoblastik aktiviteyi uyarir(4,44). Remodelasyonun en énemli sonucu ise kemigin mekanik

stabilitesinde olusan artistir.

4.8.2 Rijid Fiksasyon Yapilmis Kiriklarda Tamir

Direkt veya primer kirik iyilesmesi olarak da adlandirilmaktadir.

Kirik uglarmin anatomik rediiksiyonu ve rijid olarak tespiti yani mutlak stabilite
saglanmasi sonucu kortikal veya kanselloz kemikte kallus olusumu olmaksizin gerceklesen
kirik iyilesmesine primer (direkt) kirik iyilesmesi ad1 verilir(3,4,40,42,43).

Anatomik rediiksiyon ve rijid stabiliteye ragmen kirik uglar1 arasinda temas alanlar1 yani
sira bosluk alanlar1 da yer alir. Bu temas alanlarn ve bosluk alanlarinda iyilesme, farkl
sekillerde es zamanl olarak gerceklesir(3).

Temas eden, komprese alanlarda; kirik ug¢larinin direkt temasi sonucu kirik hattinda
direkt lamellar kemik olusumu goriiliir. Kirik hattimm kateden osteoklastlarin actiklar
tiilnellerde yeni damar olusumlan belirir. Bunlarin ¢evresindeki mezenkimal hiicreler ve
endotelyal hiicreler osteoblastlara doniisecek osteoprogenitor hiicre kaynagimi olustururlar.
Osteoblastlar kemigin uzun eksenine paralel bu tiinellerde ve iki kirik ucu arasinda osteoid
sentezler. Depolanan yeni kemik matriksi, icindeki osteositler ve yeni damarlar remodelasyon
birimlerini olusturur. Sonucta haversien sistem kurulmus olur.Osteonal migrasyon da
denebilir(3,4,42,45).

Bosluk alanlarinda ise kisa siire icinde mezenkimal hiicreler ve yeni damarlar belirir.
Osteoblastlar farklilasarak osteoklastik rezorbsiyon olmaksizin kirik uglart arasinda osteoid
depolamaya baslar. Bu tamir apozisyonel kemik yapimu ile olur. Bilylime esnasinda ve kiigiik
kortikal defekt tamirindeki apozisyonel kemik yapim ile siki benzerlik gosterir. 150-200 pum
boyutlu kiiciik bosluklar konsantrik lamellar kemik ile doldurulur. Daha biiyiik bosluklar ise
once immatiir kemikle doldurulup daha sonra konsantrik lamellar kemige doniisiir. implant
cikarildiktan sonra vida deliginin tamiri de bu sekilde gerceklesir. Bosluk dolduktan sonra

olusan yeni kemigin mekanik ve morfolojik 6zelliklerinin orijinale yakin hale gelmesi,
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fragman uclarinin dolasiminin diizenlenmesi i¢in ikinci asama olan haversian remodelasyon
gerceklesir. Tamir dokusu yeni osteonlara doniisiir(3,4).

Direkt kirik iyilesmesinde baskin olan bosluk alanlarin tamiridir. Osteonal (haversian)
remodelasyon yavas ilerleyen bir siirectir. Primer osteonal remodelasyon i¢in anatomik
rediiksiyon ve rijid komprese tespitin yam sira intakt kan damarlar gereklidir. Beslenmesi

cevre yumusak dokuya degil intramediiller vaskularizasyona bagimlidir(3,42).

4.8.3 Kirik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

4.8.3.1.Yaralanmaya Bagh Faktorler

A)Yaralanmamin Siddeti: Yiiksek enerjili yaralanmalarda, segmental ve acik
kiriklarda; yumusak doku hasari, kemik ve yumusak doku kaybi, kirik u¢larinin deplasmani
ve kirik bolgesinin beslenme bozuklugu sik karsilasilan sorunlardir. Tiim bu doku hasarlar
kirik bolgesinde nekrotik materyal hacminin artmasina neden olur. Ayrica mezenkimal hiicre
gociine ve vaskiiler invazyona engel olarak lokal kan akiminin da azalmasina neden olur. Tiim
bu kosullar kirik iyilesmesini olumsuz yonde etkiler. Acik kiriklar da; hem kirk
hematomunun zarar gérmesi hem de yiiksek enfeksiyon riski nedeniyle kirik iyilesmesini
olumsuz etkiler(4,46).

Segmental kiriklarda intramediiller kan akimi da bozulacagindan 6zellikle yumusak
doku desteginin az oldugu tibiada siklikla distal fragmanda kaynama yoklugu ile kendini
gosterir(47).

B)Eklem ici Kiriklar: Enzim igerigi yiiksek sinovyal sivi ile siirekli temas olmasi,
anatomik rediiksiyon ve genellikle bunun i¢in gereken cerrahinin lokal kan akimini bozmasi,
yiiksek transartikiiler kuvvetlere maruz kalinmasi gibi bir takim faktorler eklem ici kiriklarda
iyilesme potansiyelini olumsuz etkilemektedir(4,46).

C)Yumusak Doku Interpozisyonu: Kirik fragmanlari arasina; kas, fascia, tendon hatta
damar ve sinir girmesi kirik iyilesmesini engelleyebilir. Kapali rediiksiyonda diizgiin
dizilimin saglanamamasina neden olabilir ve acik rediiksiyon gerektirebilir(4).

D)Kan Akiminin Zarar Gormesi: Asiri cerrahi disseksiyon, pargali deplase kiriklar ve
femur basi, skafoid, talus gibi kanlanmasi sinirh bolgelerin kiriklar1 kaynama gecikmesi ve

kaynama yoklugu icin predispozisyon olustururlar(4,46).
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4.8.3.2.Hastaya Bagh Faktorler

A)Yas: Iskelet maturitesi tamamlanana kadar ki siirecte yas kirik iyilesmesini 6nemli
olgiide etkiler. Infantlarda kirik iyilesmesi en hizli iken adolesanda infanta gore daha yavastir.
Maturite tamamlandiktan sonra ise yasin anlamhi bir etkisi yoktur. Cocukta hem
farklilasmamis mezenkimal hiicre sayis1 fazla hem de farklilasma daha hizhidir.
Remodelasyonun da hizli olmasi deformitelerin korreksiyonunu saglamakta Onem
tasimaktadir(4,46).

B)Beslenme: Kirik iyilesmesi sirasinda  kollajen, proteoglikan ve  diger
makromolekiillerin sentezi i¢in protein ve karbonhidrat gereksinimi dogar. Travma ve cerrahi,
malnutrisyon ve immiinitenin bozulmasma yol acar. Tek uzun kemik kirigr metabolik
gereksinimi  %20-25 arttirmaktadir(48). Leung ve ark. tavsanlarda iki haftalik kirik
kallusundaki ATP igeriginin normal kemikden 1000 kat fazla oldugunu gostermislerdir(49).
Deneysel bir calismada diyetsel protein eksikliginde kallusun dayanikliliginda ve enerji
depolama kapasitesinde azalma gosterilmistir(50). Bu nedenlerle travmali hastanin tedavisine
nutrisyonel destek mutlaka eklenmelidir.

C)Sistemik Hormonlar:

Kortikosteroidler; mezenkimal hiicrelerin osteoblastlara farklilasmasini inhibe ederek ve
organik matriks komponentlerinin sentezini engelleyerek, kirik iyilesmesini olumsuz
etkiler(46,51,52).

Biiyiime hormonu, kirik iyilesmesi lizerine olan etkisi konusunda bir fikir birligi yoktur.
Theyse ve ark.’larn yaptiklar1 deneysel calismada siirekli infiizyon seklinde uygulanan
biiylime hormonunun kemik defekt tamirinde uyarici etkisinin oldugunu, lokal uygulamanin
ise kemik iyilesmesi iizerine etkisi olmadigini belirtmislerdir(53).

Insiilin ,tiroid hormonu, kalsitonin ve anabolik steroidler de kirik iyilesmesi iizerine etki
eden sistemik hormonlardir(4,46).

D)Nikotin ve Ilaclar: Nikotin kirik iyilesmesini olumsuz etkiler. Tavsanlarda tibial
osteotomi sonrasi nikotin verilen grupta kirik iyilesmesi ¢ok daha yavas gelismis ve nonunion
daha fazla goriilmiistiir(54). Yorgancigil ve ark.’lart nikotinin ratlarda kirik iyilesmesini
geciktirdigini gostermislerdir. Bu etkinin de; vazokonstriiksiyon ve osteoprogenitor hiicrelerin

direkt tahribine bagli olustugunu ileri stirmiislerdir(55).
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Non-steroidal antienflamatuar ilaclar konusunda ¢ok sayida calisma mevcut olup, bir
kismi kirik iyilesmesi iizerine anlamli etkilerin olmadigini(56), bir kismi ise olumsuz etkileri
oldugunu(57) bildirmektedir.

Diisiik molekiiler agirliklt heparin i¢in de bir kisim arastirmacilar kirik iyilesmesini

olumsuz etkiledigini(58), bir kisim ise anlaml etkisi olmadigini(59) bildirmektedir.

4.8.3.3 Dokuya Bagh Faktorler

A)Kemigin Yapisal Tipi: Spongioz ve kortikal kemik kiriklarinin iyilesmeleri farklilik
gosterir. Burada yiizey alanlan, selliilarite ve vaskiilarite farkliliklar1 6nemlidir. Karsilikli
gelen spongioz kemik uglar1 kortikal kemige oranla daha hizli kaynar. Temas ylizey alaninin
genigligi, kan ve hiicre bakimindan zenginligi spongioz kemige avantaj saglar. Kortikal kirik
uclari arasi temas alan1 dar ve kanlanmasi daha zayifdir(4,46).

B)Kemik Patolojileri: Patolojik kemikte kirik olusumu cok daha diisiik kuvvetlerle
gerceklesir. Primer ve sekonder malign kemik tiimorleri, benign kemik tiimérleri,
osteogenesis imperfekta, osteomalazi, osteoporoz, fibroz displazi ve Paget gibi bircok kemik
patolojisinde kirik gelisebilir. Malignite zemininde gelisen patolojik kiriklarda patoloji tedavi
edilmeden kirik iyilesmesi gerceklesemez. Kallus ve subperiosteal yeni kemik yapimi olsa da
malign hiicreler buna zarar verirler ve kaynamay1 engellerler. Paget ve kist gibi benign
patolojilerde ise kirik sorunsuz iyilesebilir. Osteoporozun kirik iyilesmesi iizerine olumsuz bir
etkisi yoktur. Fakat azalmis kemik kitlesine bagl temas yiizeyi azalacagindan , iyilesme daha
uzun siirede gergeklesir. Ayrica kemik kitlesinin azalmasina bagl olarak internal fiksasyonda
da stabilite sorunlar1 olusabilir(4,46).

C)Enfeksiyon: Enfekte kemigin kirilmasi veya kirik sonrasi olusan enfeksiyon kirik
iyilesmesini yavaslatir ve engeller. Hiicreler, kirig1 tamir ve enfeksiyonu elimine etmeye
calisacaklarindan enerji gereksinimi de oldukca artar.Ayrica enfeksiyon; dokuda nekroz,
0dem ve damarlarda tromboza yol acarak kirik iyilesmesini engeller. Enfekte kiriklarda

yapilan cerrahi debridman da doku hasarini arttirir(4).

4.8.3.4. Tedaviye Bagh Faktorler
A)Rediiksiyonun Basarisi: Kirik fragmanlart arasi mesafe ne kadar yakin olursa
gereken tamir dokusu miktar1 da o kadar az olur. Kirik fragmanlarinin apozisyonu, 6zellikle

yumusak doku interpozisyonu da varsa olduk¢a 6nem tagir. Periost ve yumusak dokular intakt
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ise veya orjinaline yakin rediiksiyon yapilmissa kaynama olumsuz etkilenmez. Rediiksiyon
manevralarinin sayisinin artmasi; kirik uclan arast damar agizlasmalarini, kirik hematomunu
ve ¢evre yumusak dokuyu bozarak onarimi olumsuz etkiler(4,46).

B)Stabilizasyonun Basarisi: Rediiksiyon sonrasi uygulanan algi, traksiyon, eksternal
veya internal tespitler tamir dokusunu tekrarlayan hasarlardan korumay1 saglar. Yeterli tespit
siirelerine uyulmasi gerekir. Ozellikle yumusak doku yaralanmasinin fazla oldugu kiriklarda,
kanlanmanin kritik diizeyde oldugu durumlarda ve sinovyal eklem icindeki kiriklarda stabilite
daha da 6nem kazanmir. Yetersiz stabilizasyona sekonder olusan asir1 hareket, tekrarlayan
manipulasyonlar ve asir1 yliklenme kaynamayi olumsuz etkiler. Eksternal tespitlerde; eklem
hareketlerinde kisitlanma ve osteopeni riski mevcuttur(4,46).

Rijid yani mutlak stabilite sonucu primer kallussuz kirik iyilegmesi olusur. Rijid tespitin
avantajlar1 yani sira dezavantajlar1 da mevcuttur. Kemikten ¢ok daha sert ve elastisite
modulusu yiiksek metallerin tespit materyali olarak kullanimi sonucu, kemige kalkan gorevi
gorerek kemik kitlesinde lokal azalma ve implant ¢ikarilmasi sonrasi tekrarlayan kirik
riskinde artisa yol acar. Kesit alan1 daraltilmig ve elastisite modulusu daha diisiik, sertligi daha
az materyal kullanim ile kemik dansitesindeki azalmanin 6niine gecilebilir(4).

Ayrica internal tespit icin gereken cerrahi acilimlar hasarli yumusak dokudaki hasari
daha da artiracak ve kan akimini olumsuz etkileyecektir. Kirik uglar1 arasinda kompresyon
degil de distraksiyon olusursa, bu pozisyondaki internal tespit kirik uclarinda rezorbsiyona ve
minimal kallus olusumu ile kaynama sorunlarina yol agacaktir. Tiim bu nedenlerle rijid
internal tespit her kiriga uygulanmamali ve gerektigi durumlarda iyi planlanarak ve cerrahi
teknige bagl kalinarak uygulanmalidir(4,46).

C)Yiiklenme ve Mikrohareket: Kirik iyilesmesinde yiiklenme etkilidir. Kirik hattina
yiik vermek tamiri stimiile ederken, yiikii azaltmak ise kirik iyilesmesini yavaslatir(60).
Deneysel ve klinik caligmalarda gostermistir ki erken ve kontrollii yliklenme, ekstremite
egzersizi kirik iyilesmesini uyarici etki gosterir(61,62,63,64). Buna ragmen uygun zaman,
miktar ve kiriklara 6zel yiiklenme paternleri net olarak bilinmemektedir. Tiim bunlarin kiriga
degil hastaya 6zel olabilecegi diisiiniilmektedir(4).

Kirik bolgesindeki fazla hareket ve olusan 6zellikle periosteal kallus dokusunun boyutu

arasinda dogru orant1 olmasina karsin olusan asirt kallus her zaman kaliteli olmamaktadir(46).
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4.9.Kirik Iyilesmesinin Uyarilmasi
Kiriklarin biiyiikk cogunlugu problemsiz bir sekilde iyilesirler. Kiriklarin sadece %10’
unda kaynamama veya kaynama gecikmesi nedeniyle cerrahi girisim gerekmektedir(65,66).
Kirk iyilesmesini olumsuz etkileyen c¢esitli risk faktorlerinin varliginda ve baz
kaynamasi sorunlu bolgelerin taze kiriklarinda kirik iyilesmesini hizlandirmak icin, kaynama
gecikmesi ve kaynamama durumlarinda iyilesmeyi uyarmak i¢in kullanilan birtakim fiziksel
ve biyolojik yontemler mevcuttur. Bunlarin bir kism1 genis klinik uygulama alani bulmugken

bir kism1 heniiz arastirma agsamasindadir(65).

4.9.1.Biyofiziksel Yontemler

Kirik iyilesmesinde mekanik kosullar olduk¢a 6nemli rol oynar(43,45,67). Rediiksiyon
sonrasi instabilite veya asir1 distraksiyon kirik iyilesmesini olumsuz etkilerken, buna karsin
kontrollii mikrohareket veya kontrollii ritmik distraksiyon kirik iyilesmesini olumlu yonde
etkilemektedir(61,65,68,69).

Tiim bunlardan yola ¢ikilarak kirik iyilesmesinin uyarilmasinda mekanik kosullarin
uygun hale getirilmesinin etkileri arastirilmis ve klinik uygulama alam1 bulmustur. Ayrica
kaynamama durumlarinda elektriksel veya elektromanyetik stimulasyonun, taze kiriklarda ise
ultrasonun kirik iyilesmesini uyarici etkileri arastirilmis ve kontrollii klinik caligmalar

uygulanmistir(65).

4.9.1.1.Mekanik Uyarma

Kirik iyilesmesinde olusan kallus dokusunun kalite ve kantitesi uygulanan tedavi
seklinden etkilenir. Kirik hattinda hareket varliginda kallus olusur(65). Eger kirik hattindaki
bu hareket asir1 miktarda olursa o zaman da hipertrofik nonunion gelisir(70).

Kirik iyilesmesi sirasinda ekstremiteye yiik vermenin etkileri hakkinda bir¢ok arastirma
yapilmistir. Sarmiento ve ark. ratlarda femur kirigi iyilesmesinde yiik vermenin olumlu
etkilerini bildirmislerdir(64). Meadow ve ark.’lar1 kopeklerde tibiada olusturulan kortikal
defekt iyilesmesinde yiik vermenin etkisini aragtirmislar ve bu ¢alisma sonunda yiik vermenin
kemik tamiri siirecinde kemik yapimini arttirabilecegini bildirmislerdir(71). Kershaw ve
ark.’lar1 unilateral eksternal fiksator ile tedavi edilen tibia kiriklarinda kontrollii yiik vermenin

iyilesme iizerine olumlu etkilerini bildirmislerdir(62).
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Kirik iyilesmesinde dort temel yeni kemik olusum siireci vardir: 1-Endokodral
kemiklesme 2-Intramembranéz kemiklesme 3-Apozisyonel yeni kemik yapimi 4-Osteonal
migrasyon (creeping substitution). Iyilesmenin hangi yolla, hangi miktarda olacagi; kirigin
tipi, tespitin rijiditesi, kirik uglar1 aras1 bosluk, biyolojik ve mekanik kosullara baghdir(45,72).
Farkli mekanik yiiklenmelerin olusan tamir dokusunda yol actig1 farklilasmalar da onemli bir
arastirma konusu olmustur. Carter ve ark.’lar1 yaptiklar ¢alisma sonucunda immatiir tamir
dokusu iizerine farkli mekanik yiiklenmelerde farkli tiplerde iyilesme dokusunun olusacagini
gostermislerdir. 1-yiiklenme ve gerilimin cok az oldugu durumda; direkt intramembrandz
kemiklesme 2-diisiik ve orta derecede aralikli tensil gerilim;intramembran6z kemiklesme 3-
asirt tensil gerilim; fibroz doku olusumu 4-aralikli hidrostatik kompresyon ;endokondral
kemiklesme S-siirekli hidrostatik kompresyon; kikirdak olusumu 6-kotii  kanlanma;
kondrogenezis, iyi kanlanma ise osteogenezis ile yakin iliskilidir(73). Claes ve ark.’larinin
yaptig1 calisma da bu sonuglar1 destekler niteliktedir(67). Distraksiyon osteogenezisi de
aralikli, kontrolli ve ritmik tensil gerilim uygulanmasi sonucu gelisen intramembrandz
kemiklesme sayesinde olur.

Bir diger mekanik yontem ise kontrollii mikrohareket uygulamaktir. Goodship ve
ark.’lar1 koyunlarda olusturduklan tibia diafiz kinginin tedavisinde kontrollii mikrohareketin
kirik iyilesmesi {izerine etkilerini arastirmiglardir. Bir gruba sadece rijid eksternal tespit, diger
gruba ise rijid eksternal tespit ile birlikte giinde 17 dakika aksiyel mikrohareket (500 siklus-
0,5 hertz) uygulamislar ve mikrohareketin kirik iyilesmesi iizerine olumlu etki gosterdigini
bildirmislerdir(68). Kenwright ve ark.’lar ise sadece eksternal fiksasyon uyguladiklart 41
tibia kirigr ile eksternal fiksasyon ve kontrollii mikrohareket uyguladiklar1 39 tibia kirigini
karsilastirmislar. Mikrohareket uyguladiklari hasta grubunda kirik iyilesme siiresinde anlamli
kisalma tespit etmislerdir. iki grup arasinda komplikasyon oranlar1 agisindan anlamli bir fark

bulunmamais ve siireler arasindaki farkin tedaviye bagimli oldugunu bildirmislerdir(69).
4.9.1.2.Elektriksel Uyarma

Kemik iyilesmesini uyarmak amaciyla 19.yiizyilda kullanilmaya baslanmasina ragmen

gelismeler 1950 li yillardan sonra artmistir(65,70).
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Elektriksel uyar1 olusturmak icin 3 farkh alternatif mevcuttur:
a)Sabit dogru akim stimulasyonu (invaziv, direkt elektrik akimi saglar.)
b)Zaman degiskenli indiiktif akim (non-invaziv, elektromanyetik alan olusturur.)
c)Zaman degiskenli kapasitif akim (non-invaziv, elektromanyetik alan olusturur.)

Elektromanyetik alan etkisiyle osteoblastlar in vitro BMP 2-4, TGF-§ ve ILGF I-II gibi
biiyiime faktorlerini salarlar(74). Indirekt etki olarak 1s1 artis1 yapar. Ancak bu konu hakkinda
daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir(75).

Kaynamama ve kaynama gecikmesi vakalarinda sik klinik kullanim alani bulmustur.
Scott ve King, kaynamama sorunu olan 23 uzun kemik kirig1 vakasinda kapasitif elektriksel
alanin kirik iyilesmesini uyarici etkisini arastiran cift kor calisma yapmislar ve vaka sayis1 az
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli iyilesme saptamislardir(76). Bassett ve ark.’lart;
kaynama gecikmesi ve kaynamama sorunu olan 125 hastanin 127 tibia diafiz kirigmnin
tedavisinde uyguladiklar1 elektromanyetik alanla %87 basar1 oran1 elde ettiklerini
bildirmislerdir(44).

Mammi ve ark.’larn yaptiklart ¢ift kor, plasebo kontrollii, prospektif calismada
dejeneratif artroz nedeniyle tibial osteotomi yaptiklar1 ve staple ile internal fiksayon
uyguladiklart 40 hastada elektromanyetik alanin kemik iyilesmesini uyarict etkisini
arastirmiglardir. 37 hasta calismay1 tamamlamis, elektriksel uyari uygulanan 18 hastanin
13’tinde kaynama saptanirken, plasebo grubunda 19 hastanin 5’1 bu kaynama diizeyine
ulasabilmistir. Istatistiksel olarak anlamli bulunan bu sonug, elektromanyetik alanin taze kirik
iyilesmesini de olumlu etkiledigini belirterek ayni zamanda diger yayimnlari da

desteklemektedir(77).

4.9.1.3.Ultrasonik Uyarma

Diisiik siddette ritmik ultrasonun klinikte kirik iyilesmesini uyarmak i¢in kullanimi 1990
yilindan itibaren 6nem kazanmistir. Canli dokuya akustik basing dalgalart seklinde iletilen bir
mekanik enerjidir(66). icinden gegtigi dokular tarafindan oransal olarak absorbe edilir. Bu
oransal absorbsiyon; hematom, yag ve kas dokusundan daha yogun olan kemik dokudaki kirik
hattinin hedef se¢ilmesinde kritik role sahiptir(78). Bu basing dalgalar1 biyolojik dokularda
mikromekanik gerilim olusturarak kirik iyilesmesini diizenleyen biyokimyasal siirecleri
etkiler. Giinde 20 dakika siireyle, maksimum 30mW/cm?lik siddette ve 200us frekansla
uygulanmaktadir(66).
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Diisiik siddetli ultrason tedavisinin kan akimini arttirarak, gen ekspresyonu ile hiicresel
aktiviteleri diizenleyerek kirik iyilesme siirecini hizlandirdigim gosteren bircok hayvan
caligsmasi temel kanit olarak mevcuttur(78).

Kristiansen ve ark.’lar distal radius kirikli 61 olguda yaptiklar ¢alismada, ultrasonun
kirik iyilesmesini hizlandirici etkisini destekler sonuglara ulagsmislardir(79). Busse ve ark.’lar
yaptiklari metaanaliz sonucunda, diisitk siddetli ritmik ultrason uygulamasinin kirik
iyilesmesinin siiresini kisaltabilecegini ancak bu konuda ¢ok daha fazla calismaya ihtiyag

oldugunu belirtmislerdir(80).

4.9.2.Biyolojik Yontemler

Kemik iyilesmesinin hiicresel ve molekiiler asamalarinin daha iyi anlagilir hale gelmesi
ile ve teknolojideki gelismelerle, kemik iyilesmesini uyarmak icin kullanilan materyallerde
cesitlenmektedir(70).

Farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin, c¢ogalarak osteoprogenitor hiicrelere
farklilagmasim ve bu sekilde kemik yapiminin uyarilmasimi saglamaya osteoindiiktif etki adi
verilir. Pordz yapi iskelesi olarak, fibrovaskiiler doku ve osteoprogenittr hiicrelerce invaze
edilip iizerinde yeni kemik dokusu olusumuna osteokonduktif etki adi verilir. Icerisinde
kemik yapimindaki hiicreleri barindiran yap iskelesinin konak¢1 doku ile uyum iginde yeni
kemik olusumu saglamasina ise osteojenik etki adi verilir(65,70,75).

Bu amaclarla otojenik veya allojenik kemik greftleri, otojenik kemik iligi, demineralize
kemik matriksi, osteokonduktif biomateryaller ve osteoindiiktif biiyiime faktorleri
kullanilmaktadir(65,75,81).

Ideal bir kemik grefti su 3 6zellige sahip olmalidir(81):
1-)Yeni kemik gelisimi i¢in iskele gorevi gorecek bir osteokonduktif matriks
2-)Kemik tamirinin farkli basamaklarini uyaracak osteoindiiktif faktorler

3-)Farklilagarak kemigin yenilenmesinin farkli asamalarina katki saglayan osteojenik hiicreler
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4.9.2.1.Kemik Greftleri

Kemik greftleri; kemik defektlerinin onarilmasi, kirik iyilesmesini desteklemek ve
artrodez olusumunu uyarmak amaciyla ortopedide kullanilmaktadir(82). Kemik greftleri
mekanik ve biolojik fonksiyonlara sahiptir. Kemik greftleri; osteoindiiktif etkili bir¢ok
biiyiime faktoriinii (BMPs, TGF-B, ILGFs, FGFs, PDGF, ILs, G-CSF ve GM-CSF gibi) igerir.
Buna ek olarak da osteokonduktif etki gosterirler. Kemik greftleri uygulandiktan sonra;
hemoraji, inflamasyon, revaskularizasyon, yerini yeni kemigin almasi ve remodelasyon
siire¢lerinden gecer(82).

Otojenik kanselloz kemik greftleri: Greftlemede altin standart olarak kabul
edilmektedir. Hidroksiapatit ve kollajenden olusan diizenli bir osteokonduktif yapi, i¢erdigi
¢cok sayida stromal hiicre ile osteojenik potansiyel ve bilyiime faktorleri ile osteoinduktif
ozellik sayesinde ideal kemik grefti niteliklerini saglamaktadir(81). Hacminin %80’ inin
bosluk, %?20’sinin doku icermesinden dolayr mekanik dayanmikliligi kortikal kemigin %4’ii
kadardir(82). Bu poroz yiizey osteointegrasyon ve revaskiilarizasyonu daha hizl
kilmaktadir(81).

Uygulandiktan hemen sonra cevresinde hemoraji ve inflamasyon baslar. Trabekiiler
lakunalardaki ¢ok sayida osteosit Oliirken yiizey osteoblastlar1 canliligim koruyarak erken
yeni kemik tiretimine baslarlar. Kanselloz kemigin pordz yapili mimarisi; 48 saat iginde
konaga ait damar, osteoblast ve oncii hiicrelerin i¢ine girerek yerlesmesine olanak saglar. Es
zamanl olarak osteoklastlarda igine girerek greftte rezorbsiyona baslar. Bosalan trabekiillere
yerlesen osteoblastlar osteoid sentezlemeye baslarlar. Greft rezorbe olurken yerini yeni kemik
dokusuna birakir ve sonrasinda Wolf kanununa gore kemige gelen stress hatt1 dogrultusunda,
aylar boyunca siirecek remodelasyon baslar(81,82,83).

Donér saha morbiditesi, cerrahi siirenin uzamasi ve alinabilecek greft miktarinin sinirl
olmasi otojenik greftlerin dezavantajlaridir(70,82).

Otojenik kortikal kemik greftleri: Vaskiilarize veya vaskiilarize olmayan greftler
kullanilabilir. Kanselloz kemige gore revaskiilarizasyonu ve osteointegrasyonu oldukca
yavastir. Periferden baglayan osteoklastik rezorbsiyon aylar siirer ve grefti zayiflatir.
Osteojenik etkisi kanselloz kemige gore ¢ok daha zayif olmasina ragmen mekanik destek
giicli ¢cok daha fazladir. Rezorbsiyona bagli olarak radyolusensi goriiliir(82). Rezorbsiyon ve

remodelasyon sonucu, 6-18 ay i¢inde dayanikliliginin 1/3 iinii kaybeder(84).
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Vaskiilarize kortikal greft de ise osteojenik etki giiclii olup, osteointegrasyon daha hizl
gerceklesir. Greftte belirgin bir zayiflama olmazken, radyolusensi de goriilmez(82).

Otojen kemik greftlerinin immunojenik olmamalar1 ve doku uyumluluguna sahip
olmalar1 6nemli avantajlarindandir(81).

Allojenik kemik greftleri: Ayni turden farkli genetik oOzellikli bireyden saglanan
greftlerdir(82). Immunojenite ve enfeksiyon tasima riski dezavantaji olup, bunu minimuma
indirmek icin cesitli islemlerden gecirilir. Taze, dondurulmus ve dondurulup kurutulmus
allogreft secenekleri mevcuttur(70,81,82). Dondurulmus allogreftler; mekanik dayanikliliini
azaltmaksizin immunojenitesini azaltmak ve enzimlerce yikilmasim engellemek amaciyla
-60°C’nin altinda saklanirlar. Dondurulmus kemigin su igeriginin ortadan kaldirilmasi,
kurutularak vakumlu paketlenmesi islemine liyofilizasyon adi verilir ve bu greftler bes yil
siireyle kullanilabilir(70,81). Liyofilizasyon islemi ve sterilizasyon i¢in uygulanan gama
1sinlar greftin mekanik dayamikliligini azaltict etki gosterir(70,81,82).

Esas kullamm amaci mekanik destek saglamaktir. Ozellikle artroplasti ve onkolojik
cerrahi de olusan bogluklari doldurmak amaciyla pargalanmis kortikal ve kanselloz
allogreftler kullanlabilir(70,81). Allogreftlerin osteointegrasyon mekanizmasi, otogreftler ile
hemen hemen aym sekilde ancak ¢ok daha yavas gerceklesir. Sinirsiz kullanim imkani ve
dondr saha morbiditesi olmamasi avantajlart iken, immunojenik olmasi ve enfeksiyon riski
onemli dezavantajlaridir(82).

Allojenik demineralize kemik matriks (DBM): Kemigin mineral fazinin uzaklastirilarak;
kollajen,non-kollajen proteinler ve biiyiime faktorlerini barindiran organik matriksin
birakilmasidir. Yapisal dayamikliligi yoktur. Klinikte diger greftlere destek olarak kullanilir.
Osteoindiiktif etki ile kemik yapimini uyarir(81,82,83). Hizla revaskiilarize olarak hiicresel
siireglerin ardindan rezorbe olarak yerini yeni kemik dokusuna birakir(83). Enjektabl jel
formu, macunsu formu ve kollajen liflerinin orgiisel dizilmis formu kullanilmaktadir(81,82).

Otojenik kemik iligi: Zengin osteoprogenitdr hiicre kaynagi olarak onemli osteojenik
etkiye sahiptir. iliak krestten aspire edilerek kirik hattina enjekte edilebilir(82). Tek basina
kullanim1 bile kirik iyilesmesi ve kemik yapimimi uyarmada Onemli etkiye sahiptir(65).
Connolly ve ark.’lar1 tavsanlarda peritoneal bosluk ve kaynama gecikmesi sahasina
uyguladiklart kemik iligi calismasinda, santrifugasyon ile konsantre edilen kemik iliginin
kemik yapimim hizlandirdigii gostermislerdir(85). Igeriginde o6zellikle yapi iskelesi ile

taginabilen ve konak dokuda kemik yapan hiicrelere farklilasabilen kemik iligi stromal
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fibroblastlar1 bulunur. Bu hiicreler in vitro doku kiiltiirlerinde cogaltilarak tasiyici ile implante
edilebilir. Tasiyic1 yap1 iskelesi olarak kollajen, alginat, polilaktik ve poliglikolik asid
polimerleri veya kalsiyum fosfat seramikleri kullanilabilir(75,86). Bruder ve ark.’lan
hidroksiapatit-trikalsiyum fosfat tasiyicisina yiiklenen, izole edilip kiiltir ortaminda
cogaltilmis kemik iligi hiicrelerini kopekte olusturduklar1 6 mm kemik defektine uygulamiglar
ve kemik iligi hiicrelerini icermeyen tasiyiciya gore kemik yapiminda artis

gostermislerdir(87).

4.9.2.2.0steokonduktif Biyomateryaller

Uzerinde yeni kemik yapilmasina imkan saglayan, pordz yapi iskelesi olarak gérev
yapan kemik grefti benzeri, seramik tiirevi materyallerdir. Hidroksiapatit (HA), Trikalsiyum
fosfat (TCP), bunlarin bilesimleri, kalsiyum siilfat ve mercanlar bu amacla kullanilan
biomateryallerdir(75,81). Deniz mercanlarina; hidrotermal etkiyle kalsiyum karbonat igerigi
kalsiyum fosfata doniistiiriilerek, kanselloz kemige benzer yap1 kazandirilir. Gonipora cinsi
mercanlar daha genis porlu ve spongioz kemikle benzerken, Porites cinsi ise daha siki
mikromimariyle kortikal kemige benzemektedir(75,81). Seramiklerde por capt 150-500pum
arasidir. Rezorbsiyon oranlar1 biokimyasal igeriklerine bagimlidir. TCP, HA’e gore cok daha
hizli rezorbe olur. HA dev hiicreler tarafindan rezorbe edilir. Yiizey alani ne kadar genigse o
kadar ¢ok rezorbe olur. Seramikler mekanik olarak dayaniksiz ve kirilgandir. O nedenle yiik
tasima amach degil rijid fiksasyonla beraber kullanilmalidir. Birgok boyut, sekil ve formda
kullanim imkam vardir. Seramikler ayrica kollajen ve kemik iligi hiicreleri ile birlikte

komposit greft olarak da kullanilabilir(81).

4.9.2.3.Biiyiime Faktorleri

Kirik iyilesmesi siireci lokal ve sistemik faktorlerce diizenlenir. Molekiiler biyolojideki
gelismelerle biiyiime faktorlerinin kirik iyilesmesi iizerine olan etkileri hakkinda 6zellikle son
20 yilda c¢ok sayida hayvan caligmalari ve klinik caligmalar yapilmistir. Osteoindiiktif
etkilidirler(81,88). Otokrin, parakrin ve endokrin etkilesimlerle kirik hattindaki mezenkimal
kok hiicrelerin migrasyon, proliferasyon ve farklilasmalarini saglarlar(81,89). Hedef
hiicrelerdeki reseptorlerine baglanarak etki ederler(89).

Bone Morfogenetik Proteinler (BMP): TGF-§ iistailesinin iiyeleri olup, yaklasik 20

farkli formu izole edilmistir. Ancak bunlardan sadece bir kism1 yeni kemik yapimini uyarict
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etki gosterir(90,91). Kemik matriksteki kollajen liflerinde, ozellikle BMP-2.4,7 kemik
iyilesmesinde ©nemli izoformlardir. Mezenkimal hiicrelerin kondrosit ve osteoblastlara
farklilagmasinm uyararak ozellikle erken intramembrantz kemiklesme iizerine 6nemli Olgiide
etki ederler(88,89,92). Genetik miihendislikteki gelismelerle beraber BMP’ler rekombinant
DNA teknolojisi ile iiretilebilir hale gelmistir(89,93). Yapilan havyan calismalari(94,95) ve
klinik caligmalarda(96) BMP’in kemik iyilesmesi iizerine olumlu etkileri gosterilmistir.

Transforming Growth Faktor-Beta (TGF-f): TGF-p iistailesinin alt grubunu olusturur.
5 farkli izotipi mevcuttur. Hiicrenin biiylime, farklilasma ve ekstraselliiler matriks sentezi gibi
farkli aktiviteleri tizerine etkilidir. Bir¢ok dokuda bulunmasina ragmen; kemik, kikirdak ve
trombositlerde daha fazla bulunur(89). Mezenkimal hiicrelerin farklilasmasini uyarir. TGF-3
kirik  sonrasi Ozellikle hematomdaki trombositlerden salinir(82,97). Osteoblast ve
kondrositlerde TGF-f reseptorlerinin olmasi kirik iyilesmesinin tiim asamalarinda etkili
oldugu diisiincesini desteklemektedir(89). Endokondral kemiklesme sirasinda osteoblast ve
kondrositlerden de salinir(82). Fibroblast ve makrofajlar i¢in giiclii kemotaktik etki yapar.
Kollajen sentezi ve mezenkimal hiicre farklilasmasim uyarir(82,97). Mezenkimal hiicreler
araciligiyla anjiogenez ve ekstraselliller matriks yapimini uyanr(82,88). TGF-f hiicresel
proliferasyonda etkili olmasina ragmen c¢alismalarin geneline bakildiginda kemik tamirini
uyarici etkisi sinirlidir(89).

Fibroblast Growth Faktorler (FGF): Birbirine benzer yapida 9 polipeptidin oldugu
gruptur. Erigkinde en ¢ok goriilen ve iizerinde en ¢ok calisilanlar; asidik FGF (FGF-1 veya
a-FGF) ve bazik FGF (FGF-2 veya B-FGF)’dir(82,88). Monosit, makrofaj, kondrosit ve
osteoblastlarca sentezlenir(98). Kok hiicrelerin proliferasyonu, farklilasmasi, morfolojisi ve
fonksiyonlar1 {izerine etkilidir(82). FGF-1 ve 2 aktivitesi kirik iyilesmesinin erken
donemlerinde  gosterilmistir. Ozellikle FGF-2 osteoblast, kondrosit ve fibroblast
proliferasyonu ile anjiogenezisi uyarici etki gosterir(82,99). FGF-1’in kemikte yiiksek
konsantrasyonda bulunup osteoblastlara etki etmesi kirik iyilesmesinde etkili oldugunu
diisiindiirmektedir(65). FGF reseptorlerindeki defektler, endokondral ve intramembran6z
kemiklesme anomalileri ile iliskilidir(89). Trombositlerin a-graniillerinde FGF bulunur ve
kirik esnasinda salinir(88). Hayvan calismalarinda FGF’nin kirik iyilesmesi iizerine olumlu
etkisi gosterilmistir(99,100).

Insulin-like Growth Faktorler (IGF): 1GF ailesinin iki polipeptid yapili iiyesi

vardir.IGF-1, eriskinde osteojenik etkili form olup growth hormon bagimhdir. IGF-2 ise
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kemikte cok daha fazla miktarda bulunmasina ragmen oOzellikle fetiis ve embriyodaki
gelisimde etkilidir(89,101). Dolasimda IGF baglayic1 proteinler tarafindan tasinirlar.
Osteoblast ve kondrosit fonksiyonlar iizerine etki ederler(101). Daha ¢cok IGF-1 iizerinde
calismalar yapilmistir. In vivo calismalar; IGF-1 in kemik iyilesmesi siirecinde hem
endokondral hem de intramembranéz kemiklesme {izerinde etkili oldugunu
diisiindiirmektedir(101). Tek baslarina uygulandiklarindaki etkilerinin yani sira diger growth
faktorlerle birlikte uygulaniminda ve growth hormon uygulanimindaki etkileri konusunda da
calismalar mevcuttur(53,102).

Ayrica growth hormon’un da kemik iyilesmesinde IGF’ler tizerinden etkili oldugu, lokal
uygulanmasinin  degil siirekli inflizyon seklinde uygulanimimin  etkili  oldugu
gosterilmistir(53).

Platelet-Derived Growth Faktor (PDGF): PDGF-AA, BB ve AB olmak iizere ii¢
izoformu vardir. Hasarlanmigs damar duvan ile karsilasan plateletlerin o-graniillerinden
salin1r(88). Plateletler, monositler ve endotelyal hiicreler tarafindan sentezlenir. Mezenkimal
kok hiicreler iizerinde mitojenik etki gosterir(82). Ayrica mezenkimal Oncii hiicreler ve
osteoblastlarin migrasyonunu uyarir. Yapilan ¢aligma sayis1 yetersiz olmasina ragmen kirik
iyilesmesi ve kemik tamirindeki rolii tam olarak ac¢iklanamamistir(89,103).

Vaskuler Endotelial Growth Faktor (VEGF): Osteoblastlar ve endotelyal hiicrelerce
salinip depolanir. Kirik iyilesmesi siirecindeki anjiogenezisi uyarici etki gosterir(104,105).
Prostaglandin E2, kemik yapimini uyarict bir faktdr olup VEGF sekresyonunu ve gen
ekspresyonunu arttirir. Sadece hayvan c¢alismalar1 yapilmistir(105). VEGF homologu olan
plasental growth faktor(PIGF) de mezenkimal hiicre proliferasyonunu ve osteojenik hiicrelere
doniigiimiinii uyararak kirik iyilesmesinde rol oynamaktadir(106).

Nerve Growth Faktor (NGF): Pek cok dokuda sentezlenerek periferik sensoriyel ve
postganglionik sempatik sinir gelisiminde onemlidir. Kirik iyilesmesinde lokal uygulanimi
deneysel asamadadir(46).

Gen Terapisi: Ozellikle viriisler gibi ¢esitli tastyicilar kullanilarak hedef hiicreye tasinan
genin, hedef hiicre DNA’sim1 etkileyerek iizerinde kodlanan proteinin hedef hiicre tarafindan
sentezlenip salinmasini saglar. Growth faktorlerin su an oldugu gibi disaridan uygulanimi
yerine kodlanan gen tarafindan hiicrelerce sentezinin arttirilmasi ve daha efektif sonuglar elde

edilmesi amaclanmaktadir. Bu konuda yogun aragtirmalar siirdiiriilmektedir(89).
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4.10. Hyaluronik Asit

Hyaluronik asit, lineer bir polisakkarit ve glikozaminoglikandir. Iceriginde N-
acetylgtukozamin ve B-1,4-glukuronik asit iceren ortalama 12,500 disakkarit iinitesi
mevcuttur. Molekiiler agirligi, ortalama 4-5 milyon daltondur. Hyaluronik asit sentezi, hiicre
zarinda meydana gelir. Diger glikozaminoglikanlar gibi sentezi golgi aparatinda olmaz. Hiicre
zarinin i¢inde baslayan sentez islemi, molekiil biiylidiikce ekstraseliiler alana dogru devam
eder(107). Fetal gelisim ve doku morfogenezinde rol oynar(100). Mezenkimal hiicre
farklilagsmas1 ve migrasyonunu uyararak osteoblastik kemik yapimimi arttirir(108). Kirik
iyilesmesinde biiylime faktorleri ve greftlerle birlikte tasiyici olarak kullamildigi ve kirik

iyilesmesini etkiledigi belirtilmistir(100,108).

Anjiogenezi artirdigi icin damar hastaliklarinda, derideki yara iyilesmesini stimiile ettigi
icin dermatolojik hastaliklarda, intraokiiler cerrahi ve osteoartrit iizerine de tipta kendine

kullanim alan1 bulmustur(107,109).

4.11.insan Amniyotik Sivisi

Gebelik esnasinda insan amniyotik sivisinin miktari ve icerigi donemlere gore degisiklik
gostermektedir. ikinci trimaster esnasinda amniosentez ile elde edilen insan amniotik s1visinin
yiiksek oranda, yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asit icerdigi gosterilmistir. Insan
amniyotik sivisindaki hyaluronik asit miktarlar1 16-20. haftalarda 20 mg/L iken, bu deger 30.
hafta sonrasinda 1 mg/L degerlerine diismektedir(110,111). Hyaluronik asidin; lenfosit
migrasyonu, proliferasyonu ve kemotaksisini, granulosit fagositozunu ve makrofaj
mobilitesini inhibe ederek skar ve fibrosis olusumunu azaltip rejenerasyon ve biiylimeyi
arttirdigi bilinmektedir(112). Yine aym1 donemdeki insan amniyotik sivisinin ¢ok sayida
biiyltime faktorleri icerdigi gosterilmistir. Bu faktorler; NGF, IGF-I ve II, FGF’ler (asidik ve
bazik FGF ), fibronektin ve laminin gibi ekstraselliiler makromolekiillerdir(111,113,114).

Hyaluronik aside ek olarak insan amniyotik sivisi, hyaluronik asit stimulan aktivatorii
(HASA) de tasimaktadir. HASA’nin 6nemi uygulanan yarada endojen hyaluronik asit
sentezini arttirmasidir. Bu sebeple insan amniyotik sivisinin, uygulanan alanda hem endojen
hem de ekzojen hyaluronik asit miktarin1 arttirarak skar formasyonunu azalttigi ve doku
iyilesmesini hizlandirdigi gosterilmistir(111,115,116). Yine literatiirde, insan amniyotik

sivisinin deneysel olarak periferik sinir(117) ve tendon iyilesmesini arttirdigi, cevre dokularda
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meydana gelen peritendinéz adezyonlar1 azalttigi(118) ve perikondral fleplerdeki kikirdak

doku gelisimini arttirdigi(119) gosterilmistir.

4.12.insan Amniyotik Membram

Insan amniyonu ilk olarak embriyo gelisiminin 7-8. giinlerinde goriiliir. Amniyotik
membran esnek olmakla beraber tiim fetal zarlarin tensil giiclinii saglayacak kadar
dayaniklidir. Fetal membranlarin en i¢ tabakasidir ve amniyotik siviyla temas halindedir.
Avaskiiler bir yapis1 vardir. Amniyon zarinin bes farkli tabakasi mevcuttur. Amniyotik sivi ile
temasta olan en i¢ tabakasi tek tabaka halinde kiiboid epitel hiicrelerinden meydana gelir ve
embriyonik ektoderm tabakasindan olusur. Bu epitelin sikica bagli oldugu tabaka bazal
membran tabakasidir. Bazal membran tabakasi aselliiler bir kompakt tabakaya baghdir. Bu
tabaka primer olarak interstisyel tip I, IIl ve V kollajenlerden meydana gelmistir. Kompakt
tabakanin diginda bir sira halinde fibroblast-benzeri mezenkimal hiicreler yeralir, bu hiicreler
embriyonik diskin mezoderm tabakasindan olusur. Amniyonun en dis tabakas1 goreceli olarak
aselliiler olan zona spongiosadir ve koryon laeva ile komsuluk gosterir. insan amniyotik
membraninda diiz kas hiicreleri, sinir, lenf ve kan damarlar1 yoktur(120).

Amniyon Epitel Hiicreleri: Amniyon zarmin en i¢ tabakasimi olusturur. Epitel
hiicrelerinin apikal yiizeyi gelismis mikrovilluslarla doludur ve amniyon ile amniyotik sivi
arasindaki transferden sorumludur.

Yukarida bahsedilen 6zellikleri nedeniyle amniyon zari, amniyotik siviy1 tasiyan
basit avaskiiler bir zar degil, tasidig1 su ve ¢ozeltilerin transportunda aktif rol alarak amniyotik
sivinin homeostazisini saglayan, vazoaktif peptidler, biiyiime faktorleri ve sitokinler iireten
aktif bir dokudur(120).

Amniyon Mezenkim Hiicreleri: Amniyonun fibroblast tabakasinin mezenkim hiicreleri,
major amniyon fonksiyonlarindan sorumludur. Amniyonun kompakt tabakasini olusturarak
tensil giicli saglayan interstisyel kollajen sentezi, mezenkimal hiicreler tarafindan meydana
getirilir. Bu hiicrelerin yiiksek oranlarda IL-6, IL-8 ve MCP-I (monosit kemoakraktan
protein) sentezleme kapasitesi vardir. Sentezlenen bu sitokinler sayesinde amniyotik membran
ve amniyotik sivinin bakteri enfeksiyonlarina karsi direnci olusur(120).

Insan amniyotik membranmin deneysel olarak sinir(121) ve tendon iyilesmesi(122)
izerine etkileri gosterilmistir. Ayrica, klinikte kalga tiiberkiilozu sonrasinda uygulanan

amniyotik artroplastide eklem yiizeyi olusturmak amacli kullanimi bildirilmistir(123).
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5.GEREC VE YONTEM

Calismamiz deneysel bir ¢alismadir. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanmi Arastirmalar1 Etik Kurulu Bagkanligi'na 22.02.2005 tarihinde bagvuruldu ve 13
protokol numarasi ile Deney Hayvan Arastirmalart Etik Kurulu’nda goriisiilerek onay alindi.
Calismada insan kaynakli doku 6rnekleri kullanilacagi i¢in Klinik ve Laboratuar Arastirmalari
Etik Kurulu'na da bagvuruldu ve 31 protokol numarasi ile onay alindi. Bu ¢alisma Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner Deney Hayvanlar1 Laboratuari’nda

gerceklestirildi.

5.1.Amniyotik S1ivi Toplama

Insan amniyotik sivisi, Klinik ve Labaratuar Arastirmalar1 Etik Kurulu onay1 ve hasta
onam1 alindiktan sonra, enfeksiyon acisindan seronegatif oldugu bilinen, gebeligin 16-24.
haftalarindaki normal gebelerden; steril sartlarda, DEUTF Kadin Hastaliklart ve Dogum
Anabilim Dali tarafindan yapilan amniyosentezlerden elde edildi. Toplanan sivi literatiirde
tariflendigi sekilde -20 derecede muhafaza edildi ve en gec bir hafta icinde
kullan1ld1(117,118,119).

5.2.Amniyotik Membran Hazirlama

Klinik ve Laboratuar Arastirmalart Etik Kurulu onayr ve hasta onami alindiktan sonra
daha Onceden enfeksiyon acisindan seronegatif oldugu bilinen annelerin, DEUTF Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali tarafindan uygulanan sezeryen ameliyatlarimi takiben
amniyotik membranlar1 alindi. Amniyotik epitel tabakasi steril kosullarda, altindaki koryon
tabakasindan dikkatlice ayrildi. Bu steril amniyotik membran literatiirde tarif edildigi sekilde,
steril salin soliisyonu ile yikanarak kanlarindan temizlendi. %10’luk gentamisin siilfat

soliisyonunda +4 derecede bekletilip dort saat igerisinde kullanildi(121).
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Sekil 2: Insan Amniyotik Membranimin Temizlenip Kullanima Hazirlanmis Hali

5.3.Denekler ve Anestezi

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner Deney Hayvanlari
Laboratuari’nda agirliklart 250-300 gr arasinda degisen normal aktiviteye sahip, 36 adet
Wistar erkek ratin 72 adet tibiasi ¢alismaya alindi. Denekler, ortama alismalan icin ¢alismaya
baslamadan 6nce, bir hafta boyunca standart laboratuar kosullarinda ( 12 saat giindiiz - 12 saat
gece olacak sekilde 1siklandirma, 20-22 derece oda 1sis1, % 50-60 nem) tutularak ortama
alismalan saglandi ve ihtiyaglart kadar su ve yem verildi. Tim hayvanlar bilateral opere
edilerek, her iki tibias1 ¢aligmaya alindi. Hayvanlara intraperitoneal 80mg/kg ketamin
( Ketalar, Eczacibas1 ila¢ San. Ve Tic. A.S. Liileburgaz- Tiirkiye) verilerek genel anestezi
uygulandi. Sonra her grupta 12 tibia bulunacak sekilde, randomize olarak ti¢ deneysel gruba

ayrildi.
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5.4.Cerrahi Islem

Yukarida anlatildig1 sekilde ratlara anestezi uygulandiktan sonra diz ile ayak bilegi arasi
on yiizii tras edildi. Batikon ile temizlendikten sonra steril kosullar altinda anteriordan
longitudinal insizyonla girilerek cilt, ciltalt1 gecildi. Kas ve periost siyrilarak tibia diafizer
bolgeden kesici motor yardimiyla kesilerek tek transvers kirik hatti olusturuldu. Daha sonra
diz eklemi agilmadan proksimalden 20G (0,9mm) ¢apinda enjektor ignesi ile intramediiller
fiksasyon yapildi. Fiksasyon yeterliligi kirik hattindan goriilerek ve elle bakilarak kontrol
edildi. Uygulama ardindan kas fasciasi 5.0 vicryl, cilt ise 4.0 prolen ile kapatildi. Tiim ratlar
rastgele {i¢ gruba ayrildi. Her bir grupta 12 hayvanin 24 tibiasi bulunacak sekilde dagitildu.
Her gruptaki hayvanlar 3. hafta ve 6. haftada olmak iizere iki ayr1 dénemde sakrifiye edilerek

degerlendirmeye alindi.

Grup 1 (kontrol): Olusturulan kirik intramediiller olarak tespit edildikten

sonra herhangi bir madde verilmeden kapatildi.

Grup 2: Olusturulan kirik intramediiller olarak tespit edildikten sonra cilt

kapatilarak kirik bolgesine 0.3 ml amniyotik s1v1 enjekte edildi.

Grup 3: Olusturulan kirik intramediiller olarak tespit edildikten sonra
hazirlanan amniyotik membran kirik hattim 360 derece saracak sekilde
uygulanarak tibia oniinde birlesen uclar1 proximal ve distalde 5.0 vicryl ile

stitiire edildi. Cilt kapatildiktan sonra kirik bolgesine 0.3 ml amniyotik sivi

enjekte edildi.

Sekil 3: Cerrahi islem sonunda kas fascias1 ve cilt kapandiktan sonraki goriintiiler
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Sekil 4: Cerrahi islem esnasinda osteotomize edilmis tibianin goriiniimi

Opere Edilen Tibia Sayisi

Uciincii hafta Altinct hafta
Grup 1 (Kontrol) 12 12
Grup 2 (AS) 12 12
Grup 3 (AS+AM) 12 12

Tablo1: Opere Edilen Tibialarin Gruplara Goére Dagilimi
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Cerrahi islem sonrasi, tiim hayvanlarin kafeste atel olmaksizin yiiriimelerine izin
verildi.

Her denege enfeksiyon profilaksisi amaciyla preoperatif bir doz ve postoperatif iki giin
boyunca 50 mg/kg/giin dozda 1. kusak sefalosporin (sefazolin sodyum) IM olarak uygulandi.

Deney siiresince; bir hayvan yara yerinde piiriilan akint1 ve enfeksiyon, bir hayvan her
iki tibiada fiksayon kaybi, bir hayvan da 2.haftada kafesinde 6lii bulundugu icin ¢alismadan
cikarild.

Calismaya alinan denekler, 3. ve 6. hafta sonunda yiiksek doz eter kullanilarak sakrifiye

edildi.

5.5.Histopatolojik Degerlendirme

Calismaya alinan 66 tibianin, 34 tanesi 3. hafta (erken), 32 tanesi de 6. hafta (orta)’
larda kirik iyilesmesi acisindan histolojik olarak Modifiye Lane-Sandhu histolojik skorlama
kriterlerine gore degerlendirildi. Bu skorlama sisteminde kaynama (proksimal ve distal),
spongioz kemik, korteks ve kemik iligi ayr1 ayr degerlendirilerek, toplamda 0-20 araliginda
skorlandi.

Sakrifiye edilen her bir denekten ¢evre yumusak dokular temizlendikten sonra alinan
tibialar, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Labaratuar1’nda
% 10’luk notral formolin soliisyonu i¢inde 48 saat saklandi. Daha sonra spesmenler % 10’luk
formik asit soliisyonu icinde dekalsifiye edildi. Yaklasik 2-3 giinde dekalsifiye olan tibialar;
ototeknikonda dehidrasyon, seffaflama ve parafinizasyon asamalarindan gegirildikten sonra
parafin i¢cine gomiilerek bloklandi. Kirik hattina dik gecen ve kallus merkezine yakin 5-6 pm
kalinliginda kesitler hazirlanarak Hematoksilen-Eosin boyasiyla boyandi. Bu sekilde
hazirlanan  preparatlarin  histolojik  degerlendirmesi  polarize 151tk mikroskopunda

degerlendirildi. Degerlendirme Modifiye Lane-Sandhu iyilesme skalasma(124) gore yapildi.
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5.6.Modifiye Lane-Sandhu Histolojik Kemik Iyilesme Skorlamas::

Kaynama(proksimal ve distal ayr1 ayr1 degerlendirilir)

Spongioz

Korteks

Kemik iligi

Kaynama yok

Fibroz kaynama
Osteokondral kaynama
Kemiksel kaynama

Bolgenin komplet kaynamasi

Selliiler aktivite yok

Erken apozisyonel yeni kemik
Aktif apozisyonel yeni kemik
Spongioz kemikte reorganizasyon

Komplet spongioz reorganizasyon

Yok

Erken bulgu

Korteks olusmak iizere
Reorganize olmusg

Tam tesekkiil etmis

Kesitlerde yoksa
Olusmak iizereyken
9%50’den fazla olugsmus
Komplet kirmizi ilik

Matiir yag dokulu ilik

A OW N = O
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Her kategori icin olabilecek toplam puanlar

Proksimal kaynama 4
Distal kaynama 4
Spongioz 4
Korteks 4
Kemik iligi 4
Maksimum Skor 20

Sekil 5: Kirik fiksasyonunu takiben amniyotik membranin kirik hatti etrafina uygulanmasi

5.7.Radyolojik Degerlendirme

Opere edilen tiim hayvanlarin sakrifikasyon sonrasi direkt grafileri ¢ekilerek radyolojik

olarak kaynamalar1 ve kallus olusumlar degerlendirildi.

Radyolojik degerlendirmede kantitatif bir yontem kullanilmadi.
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5.8.Istatistiksel Analiz Yontemi

Calismaya aliman her bir spesmenden elde edilen histopatolojik puanlar, istatistiksel
olarak nonparametrik testlerden Mann-Whitney U testi kullanilarak analiz edildi ve uygulanan
her bir tedavinin etkisi ve birbirine gore istatistiksel farkliliklar1 belirlendi. Son analizde her
bir yontemin ii¢iincii hafta ve altinci hafta histolojik degerleri Wilcoxon Testi kullanilarak
hesaplandi. Data analizleri, bilgisayarda SPSS ( version 11.0 for Windows, Chicago, IL,
USA) programi yardimiyla yapildi.

P degeri 0,05 veya daha diisiik olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

6.BULGULAR

Calismaya alinan 66 spesmenin her birine Modifiye Lane-Sandhu iyilesme kriterlerine
gore puanlar verildi. Calismamizda iki ayr1 dénemde (iigiincii ve altinci hafta) histopatolojik
olarak degerlendirilmis iicer grup (toplam alti) mevcuttur. Bu gruplarin biri kontrol (grup 1),
diger ikisi amniyotik s1v1 (grup2) ve amniyotik siv1 ile beraber amniyotik membran (grup 3)
tedavi grubudur. Elde edilen histolojik puanlar hem uygulanan her bir tedavinin kendi
donemine ait kontrol grubu ile hem de diger benzer tedavi yontemiyle karsilastirilarak
degerlendirildi. Bu nedenle her grubun ortalama puanlari ve standart sapmalar1 hesaplandi ve
gruplarin birbirinden farkini ortaya koymak icin non-parametrik istatistiksel testlerden Mann
Whitney U Testi kullanildi. Grup iginde iiciincii hafta ve altinci hafta histolojik iyilesme
farkini ortaya koymak icin ise Wilcoxon Testi kullamldi. Istatistiksel sonuglar asagida

ayrmtili olarak verilmistir.

[k olarak iiciincii hafta histolojik sonuglari ile altinci haftanin histolojik sonuclari
Wilcoxon Testi kullanilarak karsilastirildi. Genel olarak bakildiginda her ii¢ grupta da altinci
hafta sonuglar iiciincii haftaya gore daha iyi olarak bulunmustur. Kontrol grubu disindaki her
iki deney grubunda da, altinci hafta sonuclan tigiincii hafta sonuclarina gore istatistiksel

olarak anlamli bulundu. Sonuglar sirasiyla, p= 0,937 ; p=0,037; p=0,041 dir.
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GRUPLAR 3.Hf Histoloji 6.Hf.Histoloji p
KONTROL (grupl) 8,833+2,329 9,583+4,294 0,937
A.SIVI  (grup2) 9,750+2,895 13,800+3,705 0,037
AM+AS (grup3) 7,500+1,649 10,100+£1,911 0,041

Tablo 2 : Gruplarin her birinin kendi i¢inde tiglincii hafta ve altinci hafta histolojik sonuglarinin karsilagtiriimasi

Sekil 6: Uciincii hafta sonunda osteokondral kaynama olarak degerlendirilen bir spesmenin 2x biiyiitmedeki

Tablo 3’te iiclincii haftaya ait ti¢ grubun tibia sayilari, Modifiye Lane-Sandhu Skorlari

ve ortalama degerleri, Tablo 4 de ise bu skorlarin ayrintili ¢éztimleri verilmistir.
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MODIFIYE

GRUPLAR TiBiA NUMARASI LANE-SANDHU ORTALAMA+SS
SKORU
1 6
2 11
3 10
KONTROL
4 12
6 8
(3.HAFTA) 7 10 8,833+2,329
n=12 8 ?
9 10
10 11
11 4
12
13 9
14 10
. . 15 9
AMNIYOTIK
16 16
SIVI . o
(grup 2) 18 13
19 7 9,750+2,895
(3.HAFTA) 20 10
21 10
n=12
22 4
23 9
24 10
AMNIYOTIK 25 11
MEMBRANG& 26 8
. . 27 9
AMNIYOTIK
28 5
SIVI 20 .
(grup 3) 30 8 7,500+1,649
31 6
(3.HAFTA) 32 7
33 7
n=10
34 7

Tablo 3: Ug grubun iiciincii haftaya ait histopatolojik skorlarinin gruplara gére dagilimi ve ortalama skorlari
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Grup Tibia | Kaynama | spongioz | korteks | Kemik Toplam | Ort.puan
no (total) iligi puan
1 2 2 1 1 6
2 4 3 3 1 11
3 4 2 3 1 10
4 4 3 3 2 12
Kontrol | § 4 2 1 1 8
(grup1) |6 4 2 1 1 8
7 4 1 3 2 10 8,833
8 3 3 2 1 9
3.hafta |9 4 2 3 1 10
n=12 10 4 3 2 2 11
11 2 1 1 0 4
12 4 2 1 0 7
13 4 1 3 1 9
14 4 2 3 1 10
15 4 2 3 0 9
A.S. 16 8 4 3 1 16
(grup 2) | 17 4 3 2 1 10
18 6 3 3 1 13
19 4 1 2 0 7 9,750
3.hafta | 20 5 2 3 0 10
n=12 |21 4 1 3 2 10
22 2 1 1 0 4
23 3 3 2 1 9
24 4 3 2 1 10
25 4 2 3 2 11
26 4 1 2 1 8
AM 27 4 1 2 2 9
& 28 3 1 1 0 5
A.S 29 3 1 2 1 7
(grup 3) | 30 4 2 1 1 8 7,500
31 3 1 1 1 6
32 4 1 1 1 7
3.hafta | 33 4 2 1 0 7
n=10 34 4 2 1 0 7

Tablo 4:Uciincii haftaya ait spesmenlerin histolojik skorlarinin ayrintili gériiniimii

Tablo 5’de altinci haftaya ait {i¢ grubun tibia sayilari, Modifiye Lane-Sandhu Skorlar1 ve

ortalama degerleri, Tablo 6’da ise bu skorlarin ayrintili ¢éziimleri verilmistir.
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MODIFiYE

GRUPLAR TIBIA NUMARASI LANE-SANDHU ORTALAMA=SS
SKORU
35 8
36 7
KONTROL 37 14
(grup 1) 38 4
39 11
40 7 9,583+4,294
(6.HAFTA) a1 p
n=12 42 12
43
44 6
45 17
46 16
47 16
48 9
AMNIYOTIK SIVI 49 12
(grup 2) >0 16
51 14 13,800+3,705
52 17
(6.HAFTA) 53 15
n=10 54 17
55 6
56 16
57 7
58 10
AMNIYOTIK 59 11
MEMBRAN& 60 13 10,100+1,911
AMNIYOTIK SIVI ol 12
62 12
(grup 3) 63 0
64
(6.HAFTA) 65 9
n=10 66 10

Tablo 5: Ug grubun altinci haftaya ait histopatolojik skorlarinin gruplara gore dagilimi ve ortalama skorlar1
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Grup Tibia | kaynama | spongioz | korteks | Kemik | Toplam | Ort.puan
no iligi puan
35 4 2 1 1 8
36 4 1 1 1 7
Kontrol | 37 6 3 3 2 14
(grup1) |38 2 1 1 0 4
39 5 2 2 2 11
40 3 1 2 1 7 9,583
6.hf 41 2 2 1 1 6
N=12 42 5 2 4 1 12
43 4 1 1 1 7
44 3 1 1 1 6
45 7 3 4 3 17
46 7 3 3 3 16
47 8 3 3 2 16
48 3 2 2 2 9
A.S. 49 5 3 3 1 12
(grup2) |50 8 2 4 2 16
51 7 3 3 1 14
52 8 3 4 2 17 13,800
6.hf 53 5 4 3 3 15
n=10 54 8 3 4 2 17
55 3 1 1 1 6
56 8 3 4 1 16
57 4 1 1 1 7
58 5 2 2 1 10
AM 59 6 2 2 1 11
& 60 6 2 3 2 13
A.S 61 5 3 2 2 12
(grup 3) |62 6 2 3 1 12 10,100
63 4 2 2 1 9
64 4 1 2 1 8
6.hafta | 65 4 1 3 1 9
n=10 66 4 2 2 2 10

Tablo 6: Altinci haftaya ait spesmenlerin histolojik skorlariin ayrintili gériiniimii
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KONTROL AMNIYOTIK SIVI
(grup 1) (grup 2)
8,833+2,329 9,750+2,895 0.630

AMNIYOTIK
MEMBRAN&

KONTROL . .
AMNIYOTIK SIVI

(grup 1)

(grup 3)

8,833+2,329 7,500+1,649 0.123

Tablo 7: Tedavi Uygulanan Gruplarin Ugiincii Hafta Histolojik Sonuglarinin Kontrol Grubuyla Karsilastirilmast

Uygulanan tedavilerin {i¢iincii hafta sonuglari, kendi donemlerine ait kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, amniyotik sivi ile tedavi edilen grupta ( grup 2 ) elde edilen histolojik
puan ortalamalar (9,750+2,895), kontrol grubunun ( grup 1) histolojik puan ortalamalarindan
(8,833+2,329) bir miktar yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmadi.(p=0.630) Diger taraftan amniyotik membran ve amniyotik sivimin birlikte
kullanildig1 grubun ( grup 3 ) histolojik puan ortalamalar1 (7,500£1,649) kontrol grubunun
gerisinde  kalmasina ragmen burada da istatistiksel olarak anlamh farklilik

bulunamadi.(p=0.123)

<
<
<
<
<
<
&
&
&
<§
&
&

g ~ AMNIYOTIK $
AMNIYOTIK SIVI MEMBRAN& P %
& . ] &
X (grup 2) ~ AMNIYOTIK SIVI
< <
; (grup 3)
[SAANAAAVAAVAAAVAAAVAAA ﬁ_ﬁ;_ﬁ\/ﬁtf NAVAAAAAAANVANANAAMAVAAAAAAAAAAZCOAA NARRNRINANNNNNNNNNNA NARARLL
9,750+2,895 ‘ 7,500+1,649 .021*

A A A A A A NINARRRNNNININNNNINNININNNNNNINNINNNNNNNNNNNAR

Tablo 8: Tedavi Uygulanan Gruplarin Uciincii Hafta Histolojik Sonuglarinin Kendi Aralarinda Karsilastiriimasi
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Kontrol grubu disarida birakilarak, iigiincii hafta sonunda amniyotik sivi (grup 2)
uygulanan grubun histolojik puan ortalamasi (9,75042,895) ile amniyotik sivi ve amniyotik
membranin birlikte uygulandigi grubun (grup3) puan ortalamasi (7,500£1,649) karsilastirilda.
Tek bagina amniyotik sivi uygulanan grubun sonuglari, amniyotik membran ve amniyotik
sivinin kombine uygulandigl grubun sonuclarindan yiiksek bulundu. Bu farklilik istatistiksel

acidan anlamh olarak degerlendirildi. ( p < 0,05 )

KONTROL AMNIYOTIK SIVI
(grup 1) (grup 2)

9,583+4,294 13,800+3,705 0.036*

AMNIYOTIK
KONTROL MEMBRAN&
(grup 1) AMNIYOTIK SIVI

(grup 3)
9,583+4,294 10,100+1,911 0.418

Tablo 9: Tedavi Uygulanan Gruplarin Altinci Hafta Histolojik Sonuglarinin Kontrol Grubuyla Karsilastirilmasi

Uygulanan tedavilerin altinci hafta sonuglari, kendi donemlerine ait kontrol grubunu
sonuclart ile karsilastirildi. Tek basina amniyotik sivi uygulanan grubun(grup 2) histolojik
puan ortalamas1 (13,80043,705), kontrol grubunun(grup 1) histolojik puan ortalamasindan
(9,583+4,294) belirgin sekilde yiliksek bulundu. Grup 1 ve 2 arasindaki bu farkliik
istatistiksel acidan anlamli olarak degerlendirildi. ( p < 0,05 ) Amniyotik sivi ve amniyotik
membranin kombine uygulandigi grubun (grup 3) histolojik puan ortalamasi (10,100+1,911),
kontrol grubunun histolojik puan ortalamasi (9,583+4,294) ile karsilastirildiginda, kontrol
grubunun sonuglart AM&AS grubunun gerisinde kalmasina ragmen arada istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmadi. ( p>0,05)

50



X
X
X
X
X
X
&
&
&
:
&
&
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(grup 2) - AMNIYOTIK SIVI
$ (grup 3)
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Tablo 10: Tedavi Uygulanan Gruplarin Altinci Hafta Histolojik Sonuclarinin Kendi Aralarinda Karsilastirilmasi

Son olarak; altinci hafta sonunda kontrol grubu disarida birakilarak tek basina
amniyotik sivi uygulanan grubun (grup 2) histolojik puan ortalamasi (13,800+£3,705) ile
amniyotik s1vi ve amniyotik membranin kombine uygulandig1 grubun (grup 3) histolojik puan
ortalamasi (10,100+1,911) karsilastirildiginda, tek basina amniyotik sivi uygulanan grubun
(grup 2) sonuglarinin AM&AS grubunun (grup 3) sonuglarina gore belirgin sekilde yiiksek
oldugu ve bu farkliligin istatistiksel agidan anlamli oldugu saptandi. (p < 0,05 )

Radyolojik Bulgular

Tiim hayvanlarin sakrifiye edildikten sonra iki yonlii direkt grafileri cekilerek
radyolojik olarak kirik uglari arasindaki kopriilesme, kallus olusumu ve remodelasyon
degerlendirildi. Tiim kortekslerde kopriillesme varsa tam, birden fazla korteksde varsa tam
olmayan kopriilesme, higbir korteksde yoksa koprillesmeme olarak degerlendirildi.
Radyolojik degerlendirmede kantitatif herhangi bir yontem kullanilmadi ve istatistiksel analiz
yapilmadi.

Uciincii hafta sonunda radyolojik olarak tiim gruplarda kirik uglari arasinda tam
olmayan kopriillesme hakim olup sadece 33 tibianin 6’sinda tam kopriillesme goriildii.
Bunlardan ikisi kontrol grubu, iicli amniyotik s1v1 grubu (grup 2), biri ise AM+AS (grup 3)
grubundandi. Dort tibiada ise kopriilesme goriilmedi. Bunlardan ikisi kontrol (grup 1), biri AS
(grup 2) ve biri AS+AM (grup 3) grubundandi. Bu dénemde remodelasyon hicbir tibiada
goriilmezken, tamaminda kirik hatlar1 goriilmekteydi.

Altinct hafta sonunda ise radyolojik olarak her ii¢ grupta da kirik uglar arasinda tam
kopriilesme hakim olup kontrol grubunda iki, AS grubunda (grup 2) ii¢c ve AS+AM grubunda

(grup 3) bir tibiada remodelasyon goriildii. Kopriilesmeme 32 tibianin sadece iki tanesinde
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goriildii. Bunlardan biri kontrol, digeri ise AS+AM (grup 3) grubundandi. Kontrol ve AS
grubunda kirik hatlan genel olarak kaybolmusken, AS+AM grubunda kirik uglar1 arasindaki

kopriilesmeye ragmen kirik hatlar belirgin sekilde fark edilmekteydi.

)

Sekil 7 :Uciincii hafta sonunda kontrol(A), Amniyotik s1vi(B) ve AM+AS(C) gruplarina ait grafi goriintiileri

Sekil 8: Altinct hafta sonunda remodelasyonun goriildiigii grafi 6rnekleri
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(B) ©

Sekil 9:Kirik Uglar1 Arasinda Kopriilesmeme (A), Tam Olmayan Kopriilesme (B) ve Tam Kopriilesme (C)’ye
Ait Radyolojik Ornekler

(B)

©)

Sekil 10 :Altinci Hafta Sonunda Kontrol(A), Amniyotik sivi(B) ve AM+AS(C) Gruplarina Ait
Radyolojik Goriintiiler
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Sekil 11: Ugiincii Hafta Sonunda Kontrol Grubuna Ait Bir spesmende x2 biiyiitmede Osteokondral Kaynama
Gortiniimii

Sekil 12: Altinci Hafta Sonunda Amniyotik Sivi Grubuna Ait Bir Spesmende x2 Biiyiitmede Kemiksel Kaynama
Gortiniimii
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Sekil 13: Fibroz Kaynama Olarak Degerlendirilen Bir Spesmenin x4 Bityiitmedeki Goriiniimi

Sekil 14:Fibroz kaynamanin goriildiigii yukaridaki spesmenin x10 biiyiitmedeki goriintimii
(siyah ok kemik dokuyu gosterirken,kirmizi ok yogun fibroz kallus dokuyu gostermektedir)
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-

Sekil 16: Osteokondral Kaynama Goériilen Yukaridaki Spesmenin x10 Biiyiitmedeki Goriintimii
(kirmuzi ok karik hattinda kemik gelisimini gosterirken siyah ok kikirdak dokuyu gostermektedir)
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Sekil 18: Kemiksel Kaynama Goriilen Yukaridaki Spesmenin x10 Biiyiitmedeki Goriiniimii

(siyah ok kirik ucundaki matiir kemik dokusunu kirmmzi ok ise iki kirik uglari arasinda

gelisen kemiksel kopriilesmeyi gostermektedir)
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Sekil 19: Bolgenin Komplet Kemiksel Kaynamas1 Olarak Degerlendirilen Bir Spesmenin x2

biiylitmedeki goriiniimii

S

Sekil 20:Komplet Kemiksel Kaynama GoriilenY ukaridaki spesmenin x4 biiyiitmedeki goriiniimi

(hem siyah hem de kirmizi ok bolgesinde kaynama dokusunun tamami

kemiksel 6zellik gostermektedir.)
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7.TARTISMA

Kemik; viicudun iskelet destegini olusturan, hayat boyunca siirekli kendini yenileyen,
metabolik olarak aktif ve dinamik bir dokudur(1,2). Travmatik, patolojik ve stres gibi bircok
nedenlerle kemigin anatomik ve fonksiyonel biitiinliigiiniin bozuldugu kiriklar ortopedi ve
travmatoloji pratiginde sik rastlanan yaralanmalardandir. Kirik sadece kemigi degil ayni
zamanda cevresini saran periost ve yumusak dokular1 da ilgilendiren bir olaydir(39,40,43).
Kirik iyilesmesi kemik dokunun remodelasyon yetenegi sayesinde diger doku
iyilesmelerinden farkli olarak skar dokusu birakmadan sekil ve fonksiyon olarak orjinaline en
yakin sekilde gerceklesir(40,65,75,82).

Travmanin sekli ve siddeti, cevre yumusak dokularda olusan hasarin derecesi, kapali ya
da acgik tedavi edilmesi, kingin tespit bi¢imi, sistemik sorunlar gibi bir¢ok faktoriin kirik
iyilesme siireci iizerinde etkili oldugu gosterilmistir(42,43,46,82). Kiriklar ¢ok biiyiik
oranda konservatif veya cerrahi tedavi yontemleriyle sorunsuz olarak iyilesirler. Kiriklarin
sadece %5-10’luk bir bolimii tedavi gerektirecek sekilde kaynamama veya ge¢ kaynama gibi
iyilesme sorunlar1 gosterirler(65,66,89,94). Tekrarlayan tedavi gereksinimleri, isgiicii kaybs,
morbidite artist ve tedavi maliyetlerinin artmasi nedeniyle kirik iyilesme siirecini
hizlandirmak, kaynama oranlarimi en iist diizeye c¢ikararak kisiyi en kisa siirede normal
hayatina dondiirmek i¢in bir¢ok yontem denenmis ve bir kismui klinikte kullanim alam
bulmustur(65,75,89).

Kirik iyilesmesi; inflamasyon, onarim ve remodelasyon olmak iizere temelde ii¢
donemde gerceklesir(4,43). Kirik iyilesmesi sadece kemik dokunun degil; periost, gevre
yumusak doku ve medullanin da etkin rol oynadigi olduk¢a kompleks hiicresel ve
biyokimyasal siirecler sonunucunda gerceklesir(40,41,43). Ozellikle kirik iyilesmesindeki
hiicresel ve biyokimyasal olaylarin acikliga kavusturulmas: bu siireclerde etkili bircok
biyofiziksel ve biyolojik faktorlerin kirik iyilesmesi lizerindeki etkilerinin arastirilmasinda yol
gosterici olmustur(65,75,89,98).

Biyofiziksel olarak; elektrik stimulasyonu, ultrason stimulasyonu ve mekanik
stimulasyon gibi yontemler gerek deneysel gerekse klinik olarak kirik iyilesmesinde
uygulanmis ve klinikte kullanim alami bulmustur(44,60,61,62,66,73,76,77,79,80). Biyolojik
olarak ise otojenik ve allojenik kemik greftleri, sentetik greftler, otojen kemik iligi ve bircok

bilytime faktorleri arastirilmig, ancak bunlarin bir bolimii klinik kullanim alanm bulurken
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ozellikle son donemlerde iizerinde sikca calisilan biiyiime faktorleri genel olarak heniiz
arastirma asamasindadir(33,65,81,82,83,84). Kemik ve kirik iyilesmesinde etkili oldugu
diisiiniilen BMP(90,92,94,95,96), TGF-B(97,102), FGF(99,100), IGF ve GH(53,102,125),
PDGF(126), VEGF(104,105) ve NGF(127) ile ilgili literatiirde cok sayida arastirma
mevcuttur. Ancak bunlarin biiyiik cogunlugu hayvan ¢alismasi agsamasindadir.

Kink iyilesmesi {izerine c¢esitli yoOntemlerin etkilerinin arastirildigt  hayvan
calismalarinda ratlar, fareler, tavsanlar, kdpekler, koyunlar, babunlar, ve domuzlar gibi ¢ok
genis yelpazede hayvan ¢esidinin kullanilabilecegi literatiirde belirtilmistir(128). Biz proje
asamasinda calismay1 cerrahisi ve modellemesi daha gercekci olacagi diisiincesiyle
tavsanlarda yapmayi planlamistik. Ancak bundan 6nce gergeklestirdigimiz ¢calismalarda gerek
izogenetik hayvan bulmada gerekse de buldugumuz hayvanlarin laboratuar ortaminda ¢ok
cabuk olmeleri seklinde yasadigimiz sorunlar bizi laboratuarimizda iiretilebilen, izogenetik
olduklarina giivendigimiz ve yeterli sayida elde edebildigimiz ratlar1 deney hayvani olarak
kullanmaya yoneltti. Literatiirdeki kirik iyilesmesi ile ilgili birgok calismanin da ratlar
tizerinde yapilmis olmasi bu konuda bize cesaret verdi(102,126,129,130).

Kirik iyilesmesi iizerine biiylime faktorleri ve diger molekiillerin etkilerini arastiran
caligmalarda  olusturulan kink  modelinin de oldukc¢a onemli oldugu
belirtilmistir(103,128,131). Kapali basit kirik, acik osteotomi seklinde olusturulan kirik,
kaynamama modeli ve segmental kirik modelleri kullanilabilir. Kingin sekli ve kosullar;
ortamdaki hiicrelerin c¢esitliligi, endojen biiyiime faktorlerinin konsantrasyonu ve hiicrelerdeki
reseptor oram iizerinde oldukca etkilidir(103,132). Kapali kirikk modeli literatiirde bir¢ok
calismada kullanilmis olmasina ragmen agik osteotomi ile olusturulan kirikta kaynamanin geg
olmas1 ve kaynamamaya yatkinlik olusturmasi nedeniyle kullanilacak tedavi yonteminin
etkinligini gostermede daha basarili olabilecegi belirtilmistir(131). Biz de bu dogrultuda
calismamizda cerrahi diseksiyon sonrasi, periostu siyirarak kesici motorla osteotomi
uyguladik, bu aym1 zamanda amniyotik membrani uygulayabilmemiz i¢in de gerekli olan bir
yontemdi.

Literatiirde kirtk modeli sonrasi tespit yontemleri olarak intramediiller tespit, plakl
tespit ve eksternal fiksator kullanildigi goriilmektedir(95,102,128,133). Biz c¢alismamizda
kirik olusturduktan sonra diz eklemini agmadan kapali olarak tibia proksimalinden girerek
enjektor ignesi ile intrameduller tespit uyguladik. Hem temin etme ve uygulama kolayligi

acisindan, hem de rijid olmayan tespit yapip kallus dokusu ile sekonder kirik iyilesmesi
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saglamak amaciyla bu yontemi tercih ettik. Rat tibias1 ¢ok kiiciik oldugundan ratlarda tespit
yontemi olarak literatiirde siklikla intramediiller tespitin tercih edilmis olmasi da bunu
desteklemekteydi(94,102,128,129). Cerrahi sonras1 hayvanlara disaridan ekstra bir tespit ve
immobilizasyon uygulamadik

Literatiirde kirik iyilesmesinin histolojik degerlendirmesi bazi ¢alismalarda puanlama
olmaksizin gross olarak kalitatif sekilde yapilirken(94,133), baz1 ¢alismalarda ise Allen ve
ark’nin tarif ettigi degerlendirme skalasi(130) kullanilmigtir. Bu skala iyilesme dokusunun
yani kallusun hangi asamada oldugunu gosteren 0-4 arasi puanlanan bir degerlendirme
yontemidir. Literatiirde ayrica Modifiye Lane-Sandhu histolojik degerlendirme skalasi da
kullanilmistir(129). Bu skalada iyilesme kriteri olarak kirik hattinin proksimal ve distal
tarafinda olusan iyilesmenin sekli, korteks, spongioz kemik ve kemik iligi ayrn ayn
degerlendirilerek, 20 puan iizerinden skorlanmaktadir. Biz ¢aligmamizda histolojik
degerlendirme yontemi olarak; iyilesmeyi daha detayli degerlendirebilecegimizi
diisiindiigiimiiz, Modifiye Lane-Sandhu histolojik degerlendirme skalasim
kullandik(124,129).

Literatiirdeki benzer c¢alismalarda kirik iyilesmesinin radyolojik degerlendirilmesinde
¢cok farkli yontemlerin kullamldigimi gordiik. Direkt grafiler ile kirik uglar arasindaki
kopriilesmenin durumu degerlendirilmig(102). Cesitli 6l¢iim teknikleri ile kallus boyutlar
Olctilmiis ve puanlama sistemleri  kullanilmig(100).Ancak tiim bu radyolojik
degerlendirmelerin  kirik iyilesmesini degerlendirme de cok da objektif olmadigi ve
degerlendirmenin kisiden kisiye farklilik gosterdigi yoniinde bilgiler mevcuttur.Bu nedenle
biz de literatiirde birtakim ¢alismalarda oldugu gibi, calismamizda uyguladigimiz radyolojik
incelemeler {iizerinde kantitatif bir Ol¢iim ve puanlama uygulamayip histolojik
degerlendirmemize bir destek olarak kullandik(59,130,134).

Literatiirii arastirdigimizda kirik iyilesmesinin c¢esitli donemlerinde ve hiicresel
fonksiyonlarinda rolii oldugu belirtilen bir¢ok faktoriin disaridan kirik hattina verilmesinin
etkileri hakkinda ¢ok sayida ¢alismanin oldugunu gordiik. Bu faktorlerin; lokal veya sistemik
olarak, tek basina veya tasiyict esliginde, enjeksiyon veya acik uygulama seklinde
uygulanabilecegi belirtilmistir(103). Sistemik uygulamanin nadiren hormon ve ila¢ etkilerini
arastirmak icin(59,125,129,130), acik uygulamanin ise daha ¢ok kemik defektlerinde greft ile
birlikte uygulanimda kullanildigini(96,133) gordiik. Literatiirde sik uygulanan yontem olarak

erken donemde tek enjeksiyon ve tasiyici esliginde uygulama goze carpmaktadir(94,99,
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100,131,134). Biz de c¢alismamizda amniyotik siviy1 erken donemde kirik hattina tek doz
lokal enjeksiyon seklinde uyguladik. Hyaluronik asidin viskosuplementasyon amaciyla
kullaniminin birden fazla enjeksiyonlar seklinde uygulamiyor olmasi ve bu nedenle
amniyotik sivinin da birden fazla kez yapilmasimin uygun olabilecegi diisiiniilse de, gerek
literatiirdeki diger amniyotik sivi calismalari(118,121,122) gerekse de modelleme olarak
aldigimiz  biiyiime faktorii ve hyaluronik asit kombinasyonlarinin(95,99,100) tek doz
enjeksiyon seklinde uygulanmis olmasi bizi bu yonde uygulamaya yoneltti.

Calismamizda tek basina amniyotik s1vi uygulamasi ile amniyotik membranla kombine
olarak amniyotik sivi uygulamasimin kirik iyilesmesi tizerine etkilerini arastirdik.

[Ik olarak tek basma amniyotik sivi enjeksiyonu uyguladigimiz tedavi seklini
inceleyecek olursak, bu tedaviyi literatiirde biiyime faktorlerinin ayr ayri, bir arada veya
tasiyici ile tek doz enjeksiyon seklindeki uygulamalarina benzetebiliriz.

Amniyotik siv1 fetal hayatta koryonik villuslar tarafindan iiretilir ve igeriginde bol
miktarda hyaluronik asit ve biiyiime faktorleri icerir. Ozellikle ikinci trimaster esnasinda
amniyotik s1v1 yiiksek oranda, yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asit igerir. Fetal donemde
olusan bir yaralanma, amniyotik sivin igerigindeki faktorlerle erigkinde oldugu gibi skar
dokusuyla degil orjinaline egdeger bigimde iyilesir(110,111,115,116). Longaker’in yaptig1 bir
calismada, fetal dokulardaki bu rejenerasyon yeteneginin ortamda bulunan hyaluronik asidin
mezenkimal hiicreleri uyarmasina bagli oldugunu soylemistir(111). Longaker ve ark.’lar
yaptiklar bir diger ¢alismada ise, fetal donemde olan yaralanma ile erigkin donemde olan
yaralanmay1 karsilastirmis ve sonugta fetal donemde yara bolgesinde yiiksek miktarda
hyaluronik asidi stimiile eden faktér (HASA) saptanmistir. Bu faktor, devamli hyaluronik asit
salgilatarak iyilesmenin rejenerasyonla olmasini saglamaktadir(116).

Ozgenel ve ark’lar tavsanlar iizerinde yaptiklari deneysel ¢alismada, fleksor tendon
cerrahisi uyguladiklar1 deneklerde tek doz amniyotik sivi enjeksiyonu uygulamasinin tendon
cevresindeki adezyonu azalttigini ve tendonun kontrol grubuna gore tensil kuvvetini arttirarak
iyilesme {iizerine de etkili oldugunu saptamislardir(118). Yine literatiirde, insan amniyotik
sivisinin, periferik sinir iyilesmesini arttirdigi ve ¢evre dokulara olan yapisiklign azalttig
(117), perikondral fleplerdeki kikirdak doku gelisimini arttirdigi(119) deneysel olarak
gosterilmistir.

Huang ve ark.’lart ratlarin kafatasindan elde ettikleri mezenkimal hiicrelere farkli

molekiil agirligi ve konsantrasyonlarda hyaluronik asit stimulasyonu uygulayarak osteojenik
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farklilagma iizerine etkilerini degerlendirmislerdir. HA’in mezenkimal hiicreler iizerindeki
osteoblastik farklilagmay1 stimiile edici etkisinin doza ve molekiil agirligina bagimli oldugunu
belirtmislerdir. Ozellikle yiiksek molekiiler agirlikli HA’de bu etkinin daha belirgin olduguna
dikkat cekmislerdir(135).

Aslan ve ark.’lar tavsan tibialarinda olusturduklar kemik defektini kontrol grubunda
sadece spongioz allogreft ile deney grubunda ise hyaluronik asit ile kombine edilmis greftle
doldurmuglar. Histolojik karsilastirmada 20.giinde iki grup arasinda anlamli bir fark yokken
30. ve 40. giinlerde hyaluronik asit uygulanan grupta kemik iyilesmesinin kontrol grubuna
oranla anlaml1 sekilde iistiin oldugu gosterilmistir(108).

Radomsky ve ark.’lar1 babunlarin fibulasinda olusturduklar1 kapali kirtk modelinde
FGF-2 ile birlikte hyaluronik asidi tasiyict olarak kullanmislar ve bunu tek doz enjeksiyon
seklinde lokal olarak uyguladiklarini bildirmislerdir. Bu uygulamanin histolojik, radyolojik ve
biyomekanik degerlendirmeler sonucunda kontrol grubuna gore kirik hattinda kallus
olusumunu stimiile ederek kirik iyilesmesini olumlu yonde etkiledigini bildirmislerdir.
Hyaluronik asidin biiytime faktorii icin rezervuar gorevi gorerek koruyucu etki gosterdigi
belirtilen yayinda FGF-2 nin hiicre proliferasyonunu uyarici etkisinin yani sira hyaluronik
asidin de hiicresel siirecler ve iyilesme icin uygun lokal fiziksel c¢evre olusturdugu
belirtilmistir(100). Aym1 yazar bir baska calismasinda yine FGF-2 ve hyaluronik asit
kombinasyonunu ratlarda kafatasinda olusturdugu kemik defekti ve tavsanlarda olusturdugu
fibula kirik modellerinde farkli dozlarda FGF-2 ile uygulamis. Hyaluronik asidin kirik
hattinda kemik gelisimi i¢in bir matriks gorevi gordiigiinii ve FGF-2 ile sinerjistik etki
gosterdigini belirtmistir. Kombinasyonun kirik iyilesmesini olumlu etkiledigini bildirmekle
beraber FGF-2’nin ekzojen uygulanmasinin kirik iyilesmesi iizerine olumlu etkilerinin doza
bagimli oldugunu belirtmistir(99).

Eckardt ve ark.’lar1 tavsan tibiasinda olusturduklari nonunion modelinde rhBMP-2
(rekombinant insan bone morfogenetik protein) ve tasiyict olarak hyaluronik asidin tek doz
lokal enjeksiyon seklinde kullaniminin kirik iyilesmesi iizerine etkilerini arastirmislar ve
olumlu sonuglar bildirmislerdir. Kontrol grubuna sadece hyaluronik asit uygulamiglar ve
kombine tedavi uygulanan deney grubunda ¢ok daha belirgin iyilesme gormiislerdir. Yayinda;
hyaluronik asidin immunojenik olmayan, enfeksiyon riski tasimayan, osteoblast migrasyonu
icin skafold benzeri matriks olusturan ve baglandig1 bilytime faktoriiniin etki siiresini uzatan

efektif bir tasiyici oldugu belirtilmistir(95).
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Hipotezimizde de belirttigimiz sekilde hyaluronik asit ve HASA yam sira IGF(I-II),
FGF(I-II), NGF gibi biiyiime faktorleri ve fibronektin, laminin gibi ekstraselliiler
makromolekiilleri iceren insan amniyotik sivisini, literatiirde igeriginde barindirdigi
faktorlerin kirik iyilesmesi iizerine ayr ayr ve birlikte olumlu etkilerinin bildirilmesine
dayanarak ratlarda olusturdugumuz kirik modeline tek doz lokal enjeksiyon seklinde
uyguladik. Uciincii hafta sonunda; kontrol grubu ile aralarinda anlamli bir fark olmayip
amniyotik membranla kombine uygulandigi gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
daha olumlu etki gostermistir (sirasiyla p=0.630, p= 0.021%*). Altinci hafta sonunda ise
histolojik iyilesme acisindan hem kontrol grubu hem de amniyotik membranla kombine
uygulandig gruba gore daha olumlu etkileri gosterilmis ve bu olumlu etki istatistiksel agidan
da anlamli bulunmustur (sirasiyla p=0.036%, p=0.019%). Literatiirle benzer sekilde biz de
amniyotik sivi tedavisi uyguladiimiz hayvanlarda belirgin lokal ve sistemik reaksiyon
saptamadik.

Amniyotik sivi tedavisinin kirik iyilesmesi iizerine olumlu etkilerinin; endojen ve
ekzojen hyaluronik asidi arttirmasi(110,111,116) ve igerdigi bilylime faktorlerinin bir arada
bulunmasi(111,112,113,114) ile agiklanabilecegini diisiinmekteyiz. Hyaluronik asidin
mezenkimal hiicre farklilagmasi ile osteoindiiksiyonu uyarabilecegi, bilyiime faktorleri icin
tasiyici, kirik iyilesme bolgesinde de etkili bir matriks olusturabilecegi(95,99,136) ve
bilytime faktorlerinin de kirik iyilesmesi {izerine gosterilen olumlu etkileri(99,100,102,127)
dogrultusunda amniyotik sivinin kirik iyilesmesi tizerine 6zellikle kontrol grubuna gore altinci
haftada olumlu etki gostermesi literatirde bu konuda yapilan c¢alismalarin sonuglariyla
paralellik gostermektedir.

Amniyotik membranin hyaluronik asit ile birlikte kullanildigi hayvan ¢alismalarinda
perindral adhezyonlari(121) ve fleksér tendon iyilesmesi sirasinda olusan peritendindz
adhezyonlar1 belirgin Olciide engelledigi(122) gosterilmistir. Amniyotik membran 6zellikle
oftalmoloji alaninda uzun zamandir ilgi alan1 olusturmus ve giiniimiizde biill6z keratit, termal
ve kimyasal yaralanmalar gibi bircok patolojide amniyotik membran transplantasyonu
seklinde klinik tedavide kendine yer edinmistir(138,137).

Tejwani ve ark.’lar1 termal ve kimyasal yaralanma olan 69 hastanin 72 goziine
uyguladiklart amniyotik membran transplantasyonu ile olumlu sonuglar elde ettiklerini, bu
olumlu etkinin amniyotik membranin erken donemde hem inflamasyonu engelleyerek skar

gelisimi ve fibrozisi onlemesi hem de altindaki dokuda epitelizasyonu arttirmasi ile baglantili
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olabilecegini belirtmislerdir(137). Benzer sekilde Lee ve ark.’lar1 biilloz keratopatili
hastalarda amniyotik membran uygulamasinin olumlu etkilerini bildirmislerdir. Amniyotik
membranin bir mekanik bariyer olarak ve TGF-f seviyesini azaltarak altindaki kok hiicrelerin
fibroblast gibi farkli hiicrelere farklilagmasim1i engelleyerek fibrozisi Onleyebilecegi
belirtilmistir(138).

Kalcga tiiberkiilozuna bagh olarak gelisen eklem dejenerasyonunun tedavisinde, yeni
eklem yiizeyi olusturmak amaciyla kullaniminda da (amniyotik artroplasti) basarili sonuglar
literatiirde yer almaktadir(123). Mencucci ve ark.’lar1 invitro olarak amniyotik membranin
antibiyotikli (netilmisin) ortamda antibiyotigi absorbe edebildigini, antibiyotiksiz ortama
alindiginda ise bu antibiyotigi ortama salarak antibiyotik icin tasiyict olabilecegini
gostermislerdir(139).

Gomes ve ark.’lar tavsan kafatasinda olusturduklar1 kemik defektini kontrol grubunda
doldurmayarak iizerine sadece insan amniyotik membrani, deney grubunda ise defekte otojen
demineralize dentin matriksi koyarak iizerine yine amniyotik membranmi uygulamislardir.
Kilavuz esliginde rejenerasyon modeli olusturarak amniyotik membran kilavuzlugunda
defektteki yeni kemik gelisimini histolojik olarak degerlendirmisler ve sonug olarak sadece
amniyotik membran uygulanan grupta kemik gelisiminin deney grubuna gore geri kaldigim
ve membranin kemik yapiminda etkili olmadigim belirtmislerdir. Ancak ayni1 zamanda hig
amniyotik membran uygulanmamig bir grubun olmamasina da calismanin eksik yam olarak
dikkat cekilmistir. Amniyotik membranda doérdiincii haftada fagositik rezorbsiyon goriilmiis
ancak rejeksiyon ve enfeksiyon tespit edilmemistir(140).

Hem insan caligmalarinda hem de hayvan deneylerinde, immunolojik reaksiyonlara
sebep olmaksizin kullanilabilmesinin, amniyotik membranin diisiik immiinitesi ile ilgili
oldugu disiiniilmektedir. Aslinda ideal sartlarda kullanilacak amniyotik sivi ve amniyotik
membranin deneklerden elde edilmesi daha yararl olabilir. Ancak her ikisininde hem miktar
hem de mevcut kosullar nedeniyle teminindeki zorluklar ve daha Once literatiirde
yaymlanmis, insan amniyotik dokulari kullanilarak yapilan calismalarda immunolojik
reaksiyonlarin goriillmemesi nedeniyle, calismamizi insan dokulan kullanarak yapmayi uygun
bulduk(117,118,119,121,122).

Insan amniyotik membraninin, tartisildign iizere tipta kullamldigi farkli alanlarda
oldukg¢a basarili sonuglarinin bildirilmesi, icerdigi vazoaktif peptidler, biiyiime faktorleri ve

sitokinler nedeniyle multifonksiyonel olusu ve bir tasiyict matriks olabilecegi diisiincesi kirik
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iyilesmesi sirasinda Ozellikle amniyotik sivi ile birlikte uygulaniminin etkili olabilecegi
konusunda bizi olduk¢a umutlandirdi(123,138,139,141).

Calismamizda, tibiada agik disseksiyon ile kas gecilerek osteotomi yapilacak yerin
proksimal ve distalinde periost siyrilip salinle yikama esliginde osteotomi yapild1 ve ardindan
intramediiller tespit sonrasi siyrilan bolgeyi saracak genislikte hazirlanmis olan amniyotik
membram kemigin etrafina sardik. Kas fasciasini ve cildi kapattiktan sonra kirik hattina
amniyotik siv1 enjeksiyonu ile prosediirii sonlandirdik. Ikinci tedavi yontemi olarak etkisini
aragtirdigimiz amniyotik membran ve sivinin birlikte uygulanmasimin kontrol grubuna gore
hem ii¢iincii hem de altinci hafta da olumlu etkisi saptanmadi. Hatta tigiincii haftada iyilesme
olarak kontrol grubunun gerisinde iken altinci haftada bir miktar oniine ge¢cmistir. Ancak her
iki donemde de aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi(sirasiyla
p=0.123 p=0.418). Sadece amniyotik sivi uygulanan grup ile karsilastirildiginda ise hem
ictinci hem de altinci hafta sonunda tek bagina amniyotik sivi enjeksiyonunun (grup 2)
istatistiksel olarak anlamli sekilde iistiin oldugu goriilmektedir.(p<0,05)

Amniyotik membranin diger caligmalarda belirtilen olumlu etkilerinin aksine biz
caligmamizda kirik iyilesmesi iizerine olumlu etkisini saptayamadik Bu sonuglara
bakildiginda amniyotik membranin kirik iyilesmesini hizlandirmak ve olumlu etkilemek
acisindan kontrol grubuna iistiinlik saglayamamasi ve sadece amniyotik sivi uygulanan
grubun gerisinde kalmasi bize amniyotik membranin literatiirde de belirtildigi sekilde
gercekten de etkili bir mekanik bariyer oldugunu diisiindiirmiistiir(137,138).

Ciinkii 6zellikle literatiirde de tarif edildigi sekilde kirik iyilesmesinin daha geg
olusmasi ve uygulanan tedavinin etkinliginin daha net ortaya konabilmesi i¢in yapilan agik
osteotomi, periost siyrilmasi ve intramediiller tespit yapilip eksternal tespit uygulanmamasi
bizim ¢alismamizda da belirtildigi sekilde uygulanmis(131,142,143) ve bu sekilde olusturulan
kirik sonrasi iyilesme icin gerekli temel hiicre kaynaginin ¢evre yumusak doku yani kas
dokusunun oldugu belirtilmistir(131,143). Yine literatiirde kirik hatt1 ile ¢evre yumusak
dokular arasima konan cerrahi yamanin bariyer gorevi gorerek kirik iyilesmesini olumsuz
yonde etkiledigi gosterilmistir(143).

Geriye doniip baktigimizda amniyotik membranin kullanildigi ve iyi sonucunun
bildirildigi durumlarin aslinda higbirinin kirik iyilesmesi kadar kompleks bir siire¢ olmadig
dikkat cekmektedir. Genelde yiizeyi mekanik bariyer seklinde oOrterek altindaki dokuyu

cevreden izole edip aym doku olarak rejenerasyonunu sagladigi(123,137,138) veya
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inflamasyonu cesitli sekillerde engelleyerek sonrasindaki fibrozis ve adhezyonlar
onledigi(121,122) goriillmektedir. Oysa kirik iyilesmesi 6zellikle de bizim fiksasyon seklimiz
sonucu olusmasini bekledigimiz sekonder yani kallus dokusu ile iyilesme; tek bir hiicre veya
hiicresel basamak degil bir ¢ok hiicre ¢izgisini (fibroblast, kondrosit, osteoblast, monosit,
osteoklast) iceren ve hem endokondral hem de intramembrandz kemiklesmeyi iceren bir
siirectir(40,41,43). Bu siiregte kemik dokusu kadar periost ve c¢evre yumusak doku da
ozellikle kanlanma agisindan olduk¢a 6nemlidir(143,144,145).

Ve tim bunlart irdeledikten sonra amniyotik sivinin amniyotik membranla birlikte
kombine uygulandigi grubun, tek basina amniyotik sivi uygulamasinin hem {ii¢iincii hem de
altinct hafta sonunda anlamh sekilde gerisinde kalmasinin nedeninin; amniyotik membranin,
iyilesmede oldukca etkin konumda olan ve biiyiime faktorleri tarafindan uyarildigi bilinen
mezenkimal farklilasmamis hiicre kaynagi olan kirik ¢evresi yumusak dokuyla kirik hatti
arasinda bariyer gorevi gormesiyle agiklanabilecegi kanaatindeyiz.

Ayrica her ti¢ grubun kendi i¢inde ii¢iincii ve altinct hafta sonundaki histolojik iyilesme
skorlan karsilagtirildiginda; tiim gruplarda altinci hafta sonuglan tigiincii haftaya gore daha iyi
cikmis olup bu da literatiirle korelasyon gostermektedir(100,102,142,144).

Radyolojik olarak ise yaptigimiz gross degerlendirmelerde iiciincii haftada ve altinci
haftada gruplar arasinda dikkat ¢ekici bir farklilik saptayamadik. Sadece altinci hafta sonunda
amniyotik sivi ile membranin kombine uygulandigi grupta kaynama olmasina ragmen kirik
hatlarinin diger iki gruba gore hala belirgin olarak goriildigii dikkatimizi cekti. Ancak
literatiirde bunu kirik iyilesmesinin radyolojik degerlendirmesinde anlamli bir parametre
olarak goremedigimizden ve radyolojik degerlendirmeyi kantitatif olarak degil sadece
histolojik degerlendirmeye destek olmasi amaciyla yaptigimizdan bir deger tasidigini
diisiinmemekteyiz.

Sonug¢ olarak; yaptigimiz calisma insan amniyotik membranimin kirik iyilesmesini
uyarmada etkili bir yontem olmadigim1 buna karsilik amniyotik sivinin tek basina lokal
enjeksiyon olarak uygulanmasimin ratlarda kirik iyilesmesinin uyarilmasinda olumlu
etkilerinin olabilecegini gostermis ve bunun bir 6n ¢alisma olarak degerlendirildiginde ileride
daha biiyiik hayvanlarda , daha ¢ok sayida denekle ve kirik iyilesmesinin daha ¢ok sayida
parametre ile degerlendirilebilecegi genis calismalarin yapilabilmesi icin umut verici

oldugunu diistindiirmiistiir
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8.SONUC VE ONERILER:

1. Insan amniyotik membrani kullamilacak calismalarda, membrani saglayan boliim ile
cok iyi koordinasyon saglanmali ve calisma siiresinin buna bagimli oldugu

unutulmamalidir.

2. Kink iyilesmesinin radyolojik degerlendirilmesinde mikrotomografi ve kemik
mineral dansitesi gibi daha kantitatif yontemlerin kullanilmasinin objektivite igin
uygun olacagi ancak uygulama imkani ve maliyet sorunlarinin g6z Oniinde

bulundurulmasi gerektigi kanisindayiz.

3. Kemikde iyilesmenin biyomekanik olarak da objektif degerlendirilebilecegini, ancak
bu degerlendirme icin caligmada kullandigimiz hayvan sayisimin belirgin sekilde

arttirllmasi ve miimkiinse daha biiyiik hayvanlarin kullanilmas1 gerektigi kanisindayiz.

4. Amniyotik sivimn  kirik  iyilesmesindeki olumlu  etkileri gbz  Oniinde
bulunduruldugunda, ileride osteoblast hiicre kiiltiirlerinde uyarict etkisinin

arastirilmasinin faydali olacag diisiincesindeyiz.

5. Kirik iyilesmesinin degerlendirilmesinde ¢ok sayida parametre kullanilabilecegini
belirtmemize ragmen elimizdeki imkanlar dogrultusunda kantitatif olarak sadece
histolojik degerlendirme yapip bunu kalitatif olarak radyoloji ile destekleyebilmemiz

bizce ¢alismamizin zayif noktasini olusturdugu kanaatindeyiz.
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