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I.OZET

Hidroksiapatit Kaph Giiclendirilmis Non-absorbable Polifilaman Siitiir
Materyalinin Kemik — Tendon Iyilesmesindeki Etkisi

Giris: On ¢apraz bag (OCB) yaralanmalar1 sporcu popiilasyonun yanisira normal popii-
lasyonda da siklig1 her gegen giin artmakta ve tedavi siirecinde 6n ¢apraz bag rekonstriiksiyonu
(OCBR) ameliyat1 6n plana ¢ikmaktadir. OCBR sonrasinda kullanilan tendon grefti ile kemik
tiinel arayliziindeki iyilesmeyi arttirici tibbi uygulamalar giiniimiizde arastirilmaktadir. Hidrok-
siapatit(HAp) kemik defektlerinde, artroplasti ve dis hekimligi implantlarinda kullanilan fakat
kemik — tendon iyilesmesini (KTI) arttirmaya yonelik uygulamalar1 kisitl olan bir materyal.
Biz bu ¢alismamizda OCBR’de tendon grefti hazirliginda kullanilan gii¢lendirilmis non-absor-
bable siitiir materyalinin HAp ile kaplanmasinin KTI iizerindeki etkilerini arastirmay: amagla-

dik.

Materyal ve Metot: Siitiir materyalinin kaplanmas1 prosediirinde HAp’n siitiir mater-
yaline stabil ve yaygin bir katman olusturarak kaplanmasi i¢in jelatin ile hazirlanan ¢ézelti ve
HAp kristallerinin ¢éziinmesini saglayan HAp ile hazirlanan ¢6zelti kullanildi. Kaplama iglemi
sonrasinda kapli siitlir materyallerinin taramali elektron mikroskobu (TEM) ve enerji dagitic
spektrum (EDS) analizleri yapildi. Hayvan deneyi i¢in 16 adet Yeni Zelanda tavsani kullanil-
mas1 planland1 ve her iki (sag — deney grubu, sol — kontrol grubu) dizde de ekstraartikiiler KTT
hayvan modeline yonelik cerrahi prosediir uygulandi. Tavsanlarin 4 tanesi 6’nc1 haftada erken
donem histolojik degerlendirme, geri kalanlart ise 12°nci haftada (n=4) histolojik, radyolojik
ve biyomekanik degerlendirme igin sakrifiye edildi. HAp kapl siitiir materyalinin KTI {izerine
etkisini degerlendirmek igin histomorfometrik analizler, histolojik kesitlerde KTI karakterizas-
yonu, mikro bilgisayarli tomografi (Mikro — BT) ile yeni olusan kemik miktari, kemik mineral
yogunlugu (KMY), kemik tiinelin daralmas1 ve gekme testi ile de kopma kuvveti, sertlik, dep-

lasman vb. parametreler degerlendirildi.

Bulgular: Histolojik degerlendirmelerde 6 ve 12°nci haftada histomorfometrik analizler
sonucu deney grubunda kemik/fibréz interzon orani (alan orani 6’nc1 hafta 1.24+0.14, 12’nci
hafta 2.07+0.47; derinlik orani1 6’nc1 hafta 1.12+0.18, 12’nci hafta 1.87+0.42) Kontrol Grubuna
kiyasla (alan orani 6’nc1 hafta 0.45+0.18, 12’nci hafta 0.74+0.11; derinlik oran1 6’nc1 hafta
0.46+0.26, 12°nci hafta 0.714+0.21) anlamli olarak daha yiiksek (alan orani 6’nc1 hafta p=0.011,
12°nci hafta p=0.013; derinlik oran1 6’nc1 hafta p=0.022, 12’nci hafta p=0.017), yeni olusan



cevresel kemik miktari (%) ise sadece 6’nci1 haftada deney grubunda (89.17+5.97) kontrol gru-
buna kiyasla (29.66+10.05) anlamli olarak daha yiiksek (p=0.012) goriildii. Ayrica histolojik
kesitlerde KTI karakterizasyonu sonucu 6 ve 12°nci haftada da fibrokartilaj tabaka, Sharpey
lifleri, tendondan kemige doku olarak gecisin belirsizligi, interdijitasyon, tidemark vb. kriter-
lere gore deney grubunda kontrol grubundan daha iyi sonuglar (6’nc1 haftada daha belirgin ol-
mak lizere) goriildi. Radyolojik degerlendirmelerde ise mikro — BT analizleri sonrasinda Deney
Grubunda KMY’nin (2.09+0.41) Kontrol Grubuna kiyasla (1.35+0.36) anlamli olarak daha
fazla (p=0.037) oldugu, kemik tiinel ¢evresinin de (sirasiyla 1551+49.6, 1707.6+42.38) anlamli
olarak daha az oldugu (p=0.004) yani daha fazla daraldig: gortildii. Biyomekanik degerlendir-
meler sonrasinda ise Deney Grubunda Kontrol Grubuna kiyasla kopma kuvveti (sirasiyla
23.91+15.03, 29.63+15.25) ve deplasman miktarinin (sirasiyla 10.83+4.86, 12.6+4.58) daha az
oldugu goriildii fakat anlamli degildi (sirasiyla p=0.069, p=0.148). Sertlik degerlendirmesinde
ise Deney Grubu (4.22+1.33) Kontrol Grubundan (3.18+0.76) anlamli olarak daha yiiksekti
(p=0.044). Numunelerin kopma yerlerine baktigimizda ise Deney grubunun tamami kemik ten-

don bileskesinden koparken, kontrol grubunda ise bir numune harig tendonlar tiinelden siyirildi.

Sonuc: Hidroksiapatit kapli giiclendirilmis non-absorbable polifilaman siitiir materyali-
nin normal siitiir materyaline kiyasla KTI’deki etkisinin erken donemde belirgin olmak iizere
olumlu yonde oldugu histolojik, radyolojik ve biyomekanik degerlendirmeler sonrasinda gos-
terildi. Caligmamizin sonuglar1 dogrultusunda klinik uygulamalara gegilebilmesi adina daha

ileri klinik ¢aligsmalarin yapilmasi onerilir.

Anahtar Kelimeler: Hidroksiapatit, Kemik — tendon iyilesmesi, On ¢apraz bag rekonst-

riiksiyonu, Non-absorbable siitiir



ABSTRACT

The Effect of Hydroxyapatite Coated Reinforced Non-absorbable Polyfilament
Suture Material on Tendon - Bone Healing

Introduction: The incidence of anterior cruciate ligament (ACL) injuries is increasing
day by day in the normal population as well as in the athletic population and anterior cruciate
ligament reconstruction (ACLR) surgery comes to the forefront in the treatment process. The
inability to start rehabilitation early after surgery and the increase in revision surgery rates cause
patients to have problems in returning to normal life and increase costs. Hydroxyapatite (HAp)
is a material that is used in bone defects, arthroplasty and dental implants and also has applica-
tions to increase tendon-bone healing (TBH). In this study, we aimed to investigate the positive
effects on BTH after HAp coating of reinforced non-absorbable suture material, which we pre-
fer because of its use in tendon graft preparation in SCBR, although it is frequently used in

bone-tendon injuries.

Material and Method: In the suture material coating procedure, a solution prepared with
gelatin was used to coat HAp by forming a stable and widespread layer on the suture material
and a solution prepared with Hapil to dissolve HAp crystals. Scanning electron microscopy
(SEM) and energy dispersive spectrum (EDS) analyses of the coated suture materials were per-
formed after the coating process. For the animal experiment, 16 New Zealand rabbits were
planned to be used and both knees (right - experimental group, left - control group) underwent
surgical procedure for extra-articular BTH animal model. Four of the rabbits were sacrificed at
the 6th week for early histological evaluation and the rest were sacrificed at the 12th week (n=4)
for histological, radiological and biomechanical evaluation. To evaluate the effect of HAp-co-
ated suture material on TBH, histomorphometric analyses and characterisation of TBH in his-
tological sections were performed. In addition, the amount of newly formed bone, bone mineral
density (BMD), narrowing of the bone tunnel were evaluated by micro-computed tomography
(Micro-CT) and parameters such as failure load, stiffness, displacement etc. were evaluated by

tensile test.

Results: In histological evaluations, as a result of histomorphometric analyses at 6 and
12 weeks, bone/fibrous interzone ratio in the experimental group (area ratio 1.24+0.14 at 6
weeks, 2.07+0.47 at 12 weeks; depth ratio 1.12+0.18 at 6 weeks, 1.87+£0.42 at 12 weeks) The

amount of newly formed circumferential bone (%) was significantly higher in the experimental



group (area ratio 0.45+0.18 at week 6, 0.74+0.11 at week 12; depth ratio 0.46+0.26 at week 6,
0.71+0.21 at week 12) compared to the control group (area ratio p=0.011 at week 6, p=0. 013;
depth ratio 6th week p=0.022, 12th week p=0.017), and the amount of newly formed circumfe-
rential bone (%) was significantly higher in the experimental group (89.17+5.97) compared to
the control group (29.66+10.05) only in the 6th week (p=0.012). In addition, as a result of CTT
characterisation in histological sections, better results were observed in the experimental group
than in the control group (more prominent in the 6th week) according to criteria such as fibre-
cartilage layer, Sharpey fibres, uncertainty of the transition from tendon to bone as tissue, in-
terdigitation, tidemark, etc. at 6 and 12 weeks. In radiological evaluations, after micro-CT
analyses, BMD in the experimental group (2.09+£0.41) was significantly higher (p=0.037) com-
pared to the control group (1.35£0.36) and bone tunnel circumference (1551+49.6,
1707.6+42.38, respectively) was significantly less (p=0.004), i.e. more narrowed. After the bi-
omechanical evaluations, it was observed that the rupture force (23.91£15.03, 29.63+15.25,
respectively) and displacement (10.83+4.86, 12.64+4.58, respectively) were less in the Experi-
mental Group compared to the Control Group, but not significantly (p=0.069, p=0.148, respec-
tively). In the hardness evaluation, the Experimental Group (4.22+1.33) was significantly hig-
her than the Control Group (3.18+0.76) (p=0.044). When we look at the rupture sites of the
specimens, all of the specimens in the experimental group ruptured from the bone tendon junc-
tion, while in the control group, except for one specimen, the tendons were stripped from the

tunnel.

Conclusion: After histological, radiological and biomechanical evaluations, it was shown
that hydroxyapatite coated reinforced non-absorbable polyfilament suture material had a posi-
tive effect on TBH compared to normal suture material, more prominent in the early period. In
line with the results of our study, further clinical studies are recommended for clinical applica-

tions.

Keywords: Hydroxyapatite, Tendon — bone healing, Anterior cruciate ligament reconst-

ruction, Non-absorbable suture



I1.GIRIS VE AMAC

On ¢apraz bag (OCB) yaralanmalari, sporcu popiilasyonun yaninda genel popiilasyonun
da yiiksek yogunluklu pivotal aktivite igeren fiziksel aktivitelere artan katilimi1 nedeniyle daha
stk goriilmeye baslamustir. Geng-erigkin popiilasyonun OCB yaralanma yillik insidans:
100.000°de 68,6 olmakla birlikte ABD'de y1lda 200.000 ila 400.000 OCB yaralanmasi meydana
gelmekte ve yaklasik 175.000 hastaya ise OCB rekonstriiksiyonu (OCBR) ameliyat1 yapilmak-
tadir (1-3). Spor cerrahisi alaninda en sik goriilen yaralanma ve en sik yapilan ameliyat olmasi
nedeniyle OCBR i¢in bir ¢ok teknik tanimlanmustir; artrotomi yapilan acik rekonstriiksiyondan
minimal invaziv, tamamen igeride rekonstriiksiyona kadar (4). Bu teknikler arasinda tendon
grefti kullanim1 mutabik olunan tek unsurdur. Son yillarda greft se¢imi, greft alma yontemi,
greft tespiti ve tibial - femoral tiinellerin konumlandirilmast literatiirde tartismaya agik konular
olmustur. Bu konular1 6zellikle arastiran ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir; genel sonuglari tatmin

edici olan bu farkli cerrahi teknikler arasinda 6nemli bir fark ortaya konulamamustir (5, 6).

OCBR ameliyat: bir tendon greftinin femoral ve tibial tiinellerden gegirilerek tibia ve
femur kemiklerine tespit edilmesini gerektirir. Kemik tiinel ile tendon arasindaki yiizeyin uygun
bir entegrasyon icin biyolojik olarak elverisli olmamasi ve kemik — tendon iyilesmesinin (KTI)
nispeten uzun siirmesi ameliyat sonras1 énemli bir klinik sorundur. OCBR’de KTi, kemigin
greft icine biiylimesi ile birlikte kemige dogru dolayl olarak uzanan ve baglanan (Sharpey lif-
leri) fibroz doku olusumu araciligiyla meydana gelmektedir (7). KTI yaklasik 6’nc1 haftada
olusmaya baglar, fakat kullanilan tendon greftinin eklem igindeki kisminin en zayif nokta ol-
masina kadar yani KTI olusana kadar yaklasik 12 hafta gecmesi gerekir (8). Bu nedenle re-
konstriiksiyon sonras1 donemde erken aktiviteden kaginmanin kemik — tendon arayiiziinde
(KTA) saglikli ve siirekli bir biyolojik iyilesme siireci i¢in yararli oldugu da savunulmaktadir.
Diger yandan rekonstriiksiyon sonrast uzun siireli immobilizasyon tendonu zayiflatir, eklem

sertligine neden olur ve fonksiyonel sonuglari olumsuz etkileyebilir (9).

KTI’yi hizlandirmak ve giiglendirmek icin farkli yontemler ortaya konmustur (10-12).
Bunlar arasinda, KTA’ya osteoindiiktif materyallerin yerlestirilmesi maliyet etkin goriinmesi-
nin yaninda OCBR'ye kolayca entegre edilebilmesi nedeniyle cok umut verici bir strateji olarak
goriinmektedir. Bu stratejiye binaen literatiirde kolajen, sitosan, polikaprolakton vb. polimer
osteoindiiktif materyallerin yama seklinde tendon etrafina sarildigi, kolajen, hidroksiapatit

(HAp), fibrin vb. osteoindiiktif materyallerin yapistirici formunda tiinele enjekte edildigi, HAp,



polikarbonat vb. osteoindiiktif materyallerden yapilan tespit amagh kullanilan arayiiz vidalari-
nin KTA’ya yerlestirildigi goriilmektedir. Bunlarin yaninda basta kemik morfojenetik protein
(bone morphogenetic protein, BMP) olmak iizere graniilosit koloni uyarici faktor (granulocyte
colony-stimutalting factor, G-CSF), fibroblast biiyiime faktorii (fibroblast growth factor, FGF),
transforme edici faktor beta (transforming growth factor beta 1, TGF-B1) vb. osteoindiiktif fak-
torlerin kullanildigi ilag salinim sistemlerinin tendonu yamayla sarma yontemi vb. tekniklerle

KTA’ya yerlestirildigi de goriilmektedir (13).

Giiniimiizde tendon grefti OCBR igin hazirlanirken greft uclari farkli siitiir teknikleri ile
hazirlanmakta ve greft uglar ile birlikte kullanilan siitiir materyali de kemik tlinel i¢inde
KTA’da yer almakta (14) (Sekil 1). Bu siitiir teknikleri her ne kadar farklilik gosterse de greft
hazirlhig1 i¢in piyasada kullanilan siitiir materyallerinin ¢ogu polietilen igerikte non-absorbable
olup polifilaman yapidadir. HAp genellikle biyouyumlulugu ile bilinir ve hayvan ¢aligmala-
rinda KTI’yi arttirdigr gsterilmistir (15). Implantlarin HAp ile yiizey modifikasyonu i¢in kul-
lanilan yontemler arasinda biyomineralizasyon, lazer puls biriktirme, plazma piiskiirtme, elekt-

rokimyasal biriktirme, elektroforetik biriktirme ve daldirma-kaplama yer almaktadir (16)

Sekil 1: Hepsi icerde
(sag), normal (sol) OCBR’ de

siitlir materyalinin kemik tii-

Femoral Femoral o
tespit tespit  neller icinde KTA’da yer al-
masi. ‘Yang YT, et al. All-In-
Tendon Tendon  sjde Anterior Cruciate Liga-
grefti grefti .
ment Reconstruction: A Re-
Tibial Tibial  view of Advance and Trends.
tespit tespit

Front Biosci (Landmark Ed).
2022 Mar 8;27(3):91."

Biz bu ¢alismada osteokondiiktif 6zelliginin yaninda osteoindiiktif etki de gdsteren ma-
teryallerden olan HAp kristalleri (17-19) ile kapli gii¢lendirilmis non-absorbable polifilaman
siitlirlin KTA iizerine olan etkisini degerlendirmeyi amacladik. Tendon grefti hazirlamada kul-
lanilacak olan siitlir materyali araciligiyla HAp’in kemik ile tendon arasinda biyoaktif ve oste-
oindiiktif etkisi ile KTI’yi giiglendirmeye y&nelik bir kdprii gorevi gorecegini varsaydik (18).
Bu amagla KTA nin fonksiyonel iyilesmesini ve giiciinii degerlendirmek i¢in radyolojik goriin-

tillemeler, histolojik ve biyomekanik degerlendirmeler yapildi.



111.GENEL BILGILER

111.A.On Capraz Bag Rekonstriiksiyonu (OCBR)
II1.A.1.0CB Anatomisi, OCB Yaralanmasi

Diz eklemi, statik baglar ve dinamik kas kuvvetleri ile eklem ylizeylerinin birlesik etki-
siyle saglam kalir. Femur ve tibia arasindaki esglidiimlii kayma ve yuvarlanma hareketleri sa-
yesinde genis bir hareket arki elde edilir (20). Dizin dengeli hareketinde 6nemli rol oynayan
dort bagdan biri olan 6n ¢apraz bag (OCB), rotasyonel ve translasyonel destek saglar (21).
OCB'nin anteromedial (AM) ve posterolateral (PL) olmak iizere iki fonksiyonel demeti, dizin

on-arka ve kompleks rotasyonel hareketlerinde farkli rollere sahiptir (22) (Sekil 2).

Sekil 2: Femoral (A) ve tibial (B) OCB yapisma bélgeleri, eksize edilen AM ve PL demetler (C),
diz ekstansiyonda iken demetler paralel (D), diz fleksiyonda iken demetler birbirini ¢aprazlar (E).
‘Irarrdzaval S, Kurosaka M, Cohen M, et al. JISAKOS 2016;1: 38-52, p:45’ ve ‘Prodromos, et al. (2007)

The Anterior Cruciate Ligament: Reconstruction and Basic Sciencelst Edition, Elsevier, USA, p:5, 7’



OCB yaralanmalarmin tedavi yontemleri, goriilme sikliginin artmasi nedeniyle dnemli
bir odak konusu olmustur. Bu tedavilerin temel amaci, hastalarin yaralanma oncesi islev dii-
zeylerine geri dondiiriilmesidir. Cesitli tedavi yontemleri ve rehabilitasyon yaklagimlari gelis-
tirilmistir ancak OCB tamamen koptugunda bagin iyilesme kapasitesinin kisitli olmasi nede-
niyle OCB rekonstriiksiyonu tercih edilmektedir (23). Artroskopik cerrahi prosediirlerdeki ge-
lismeler, dogal OCB'nin fonksiyonuna yakin rekonstriiksiyonlarmn yapilmasini miimkiin kilmis-
tir (24). Klinik ve fonksiyonel degerlendirmeler, anatomik rekonstriiksiyonlarin daha olumlu
sonuglar verdigini gdstermektedir ve bu sonuglarla modern artroskopik OCBR yaklasimlari

eski tekniklerin yerini almistir (25) (Sekil 3,4).

OCBR, eklemi stabilize ederek tibiofemoral kinematigi yeniden saglar ve uzun vadede
dejeneratif siireglerden korur (26). Ozellikle geng, aktif ve elit sporcular icin cerrahi tedavi ge-
nellikle daha uygun goriiliir (27). Ancak cerrahi miidahale kararini etkileyen bagka faktorler de
vardir. OCB yaralanmalar ile birlikte meniskiis yirtiklari, akut osteokondral lezyonlar veya

coklu bag yaralanmalar1 gibi ek patolojiler, cerrahi tedavi segiminde belirleyici olabilir.

Sekil 3: Tek demet - TD (solda) ve cift demet — CD (sagda) OCBR artroskopik gériintiileri.
‘Irarrdzaval S, et al. Anterior cruciate ligament reconstruction JISAKOS 2016;1: 38-52, p:48’

I11.A.2.Greft Se¢imi: On capraz bag rekonstriiksiyonu (OCBR) cerrahisinde greftler
onemli bir rol oynar ve genellikle allogreftler ve otogreftler olarak iki kategoriye ayrilir. Greft

se¢imi, hastanin durumu, aktivite seviyesi, yasi ve cerrahin tercihine gore yapilir.



Sekil 4: Hepsi icerde (A) ve normal (B) OCBR sonrasi radyografi ve kullanilan tendon greftleri..

‘Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Bolimii Prof-Dr. G. Polat argivi’

a.Allogreftler:

Kadavralardan temin edilen greftlerdir ve greft alinan dondr bolgesinde morbidite olma-
masi gibi avantajlara sahiptir. Bu, cerrahinin daha az invazif olmasini1 ve daha hizli iyilesmeyi
saglar. Allogreftler cerrahi ve rehabilitasyon siirelerini kisaltarak hastalarin normal aktivitelere
daha hizli donmesine olanak tanir. Ayrica postoperatif agr1 azalir ve kozmetik sonuglar daha
iyidir (26). Ancak biyolojik uyumlarinin az olmasi, temin edilmesinin zor ve maliyetli olmasi
gibi dezavantajlar1 vardir. OCB rekonstriiksiyonunda asil tendonu, tibialis anterior tendonu,

hamstring tendonu ve tensor fasya lata gibi ¢esitli allogreftler kullanilabilir (27).
b.Otogreftler: (Sekil 5)

(1).Kemik-patellar tendon-kemik otogrefti (K-PT-K): Yiiksek tensil giice sahip
olmas1 ve kolay alinabilir olmas1 gibi avantajlarla tercih edilen bir greft yontemidir. Kemik-
kemik iyilesme imkani sunmasi eklem iginde saglam bir tespit imkani saglar. Ancak donor sa-
hada morbiditeye hatta komplikasyonlara neden olabilirler. Ayrica diz eklemi ekstansér meka-

nizmasini olumsuz etkileyebilir (28).
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(2).Hamstring Otogrefti: OCBR’de kullanilan greftin dogal OCB'ye daha yakin ol-
masi eklem mekanigini ve stabilitesini daha iyi yeniden olusturabilir. K-PT-K tendonunun yan
etkilerinin olmamasi da greft se¢iminde 6nemli bir faktérdiir. Ancak yavas greft-tiinel iyiles-
mesi, greftin eklem i¢inde uzun sabitlenme siireci ve potansiyel tiinel genislemesi ve gevseklik

gibi dezavantajlari vardir, ki bu da cerrahi sonras1 komplikasyon riskini artirabilir (25).

(3).Kuadriseps Otogrefti (KT): Diger greft tiplerine kiyasla daha iistiin tensil 6zel-
liklerine sahiptir. Genis ylizey alan1 ve kalin yapisi, daha gii¢lii bir dayanma ve gerilme yetenegi
saglar. Bu tendonun genis yiizey alani, tiinel icinde hareketin daha az olmasini saglayarak gref-
tin eklemde daha stabil bir sekilde yerlestirilmesine ve daha saglam bir iyilesme siirecine olanak

tanir. Bu 6zellikler, kuadriseps tendonunu hamstring ve patellar tendon greft seceneklerine ter-
cih edilebilir kilar (29).

Sekil 5: OCBR’de kullanilan
cesitli otogreft tipleri, RF (Rektus
Femoris). ‘Strauss MJ et al (2022).
Full thickness quadriceps tendon
grafts with bone had similar material
properties to bone-patellar tendon-

bone and a four-strand semitendino-
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sus grafts: a  biomechanical
study. Knee Surgery, Sports Trau-
matology, Arthroscopy, 30(5), 1786-
1794.°

I11.A.3.Tiinel Yerlesimi: Femoral ve tibial tiinellerin dogru konumlandirilmasi, greftin
uzunlugu ve pozisyonu ile iligkilidir ve eklem mekaniginin restore edilmesi ve stabilizasyonun
saglanmasi icin kritiktir. Yanlis acilan tiineller, greftin istenilen stabiliteyi saglayamamasina ve
eklem hareketinde anormalliklere neden olabilir. Hassas cerrahi teknikler ve uygun cerrahi
planlama ile dogru tiinel yerlesimi saglanarak istenilen klinik sonuglar elde edilebilir (30). Do-
gal OCB anatomisine en uygun tiinel yerlesimi, greftin dogal OCB'nin yerini ve hareketini taklit

etmesini saglar ve genelde kabul edilen bir altin standart olarak kabul edilir (30) (Sekil 6).
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1980’ler agik cerrahi 1990’1ar transtibial TD Erken 2000’ler CD

Yiiksek transti- |7
bial tiinel Yiiksek transti-
bial tiinel

Anatomik TD Anatomik CD

90° diz fleksiyonu

Sekil 6: OCBR’de femoral tiinel yerlesimlerinin tarihsel gelisimi, TD (Tek Demet), CD (Cift
Demet). ‘Kopf, S. et al (2012). Transtibial ACL reconstruction technique fails to position drill tunnels

anatomically in vivo 3D CT study. Knee Surgery, Sports Traumatology, Arthroscopy, 20, 2200-2207.’

I11.A.4.Greft Gerginligi: Greftin basaril1 bir sekilde iyilesebilmesi i¢in uygun biyolojik
ortam ve dogru gerginlik seviyesinin saglanmasi gereklidir. Uygun gerginlik, diz kinematiginde
anormallikleri 6nler ve iyilesmeyi olumlu etkiler (31). Otojen greftler, erken donemde fibrob-
last nekrozu ve revaskiilarizasyon siireciyle yapisal ve mekanik dzelliklerini kazanir (32). Lite-
ratiirde greft gerginligi ile ilgili farkli goriisler vardir; bazi ¢aligmalar yiiksek gerginligin greft
yapisina zarar verdigini, bazilari ise daha iyi eklem stabilizasyonu sagladigini belirtir (33, 34).
Bu nedenle, basaril bir rekonstriiksiyon i¢in greftin uygun gerginlik seviyesinin saglanmasi ve

dogru cerrahi tekniklerin kullanilmas1 énemlidir.

I11.A.5.Greft Tespit Materyalleri: Saglam bir greft tespiti KTA iyilesmesi saglanana
kadar erken donemde yiik verilmesine ve rehabilitasyona imkan saglar (35). K-PT-K greftleri
tiinelde stabil sert bir tespiti saglar ve kemik-kemik iyilesmesine sahiptir. Ancak hamstring
otogreftlerinin KTI farklilik gdstermektedir. Greftin kemige tespitinin ideal bir sekilde yapil-
masi i¢in materyaller ve teknikler farklilik gostermektedir. Sabit looplu/ayarlanabilir looplu
kortikal aski sistemleri, interferans vidalari, U ¢ivileri (staple), suture post vidalari, disli pullu

vidalar (spiked washer)...vb. olmak iizere gesitli tespit materyalleri kullanilmaktadir.(36).
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OCBR fonksiyonel ve Kklinik sonuglar1 belirleyen faktdrler; dondr greft tipi, tiinellerin
anatomik pozisyonu, greftin tespit materyalleri ve gerginligi, rekonstriiksiyon esnasinda dizin

pozisyonu... vb. olarak siralanabilir (37-41).

OCB revizyon ameliyatlar1 sikliginin artmasinin bircok sebebi var ve bu artisin ekono-
mik, duygusal ve fiziksel etkileri de olduk¢a 6nemlidir. Ameliyat sonrasi siirecin daha etkili
takip protokolleriyle desteklenmesi, hastalarin talep ve beklentilerinin artmasi, aktivite seviye-
lerinin yiikselmesi ve cerrahi miidahalelerin geng yaslarda daha sik yapilmasi gibi faktorler re-
vizyon riskini arttirabilir. Bu durumun ekonomik boyutu da géz ardi edilmemeli. Bununla bir-
likte, OCB yaralanmalar1 sadece fiziksel saglig1 degil, ayn1 zamanda duygusal saglig1 da etki-
leyebilir. Ek cerrahi miidahalelerin neden oldugu psikolojik travma, uzun ve zorlu rehabilitas-
yon siireglerinden kaynaklanan hayal kiriklig1 ve motivasyon kaybi gibi durumlar ortaya ¢ika-
bilir. Bu nedenle, hastalarin duygusal ve fiziksel ihtiya¢larina uygun destek saglamak ve ame-
liyat sonrasi stireci dikkatli bir sekilde yonetmek son derece 6nemlidir. Gelismis ameliyat tek-
niklerinin uygulanmasi ve ameliyat sonrasi siirecin iyi bir sekilde yonetilmesi, hastalarin daha
iyi sonuglar elde etmesine yardimci olabilir. Bu, cerrahi miidahalelerin etkinligini arttiracak ve
revizyon ameliyatlarinin gereksinimini azaltmakla birlikte fonksiyonel sonuclar1 daha iyi hale

getirecek ve hastalarin yasam kalitesini arttiracaktir. (42).
111.B.Kemik — Tendon lyilesmesi (KTT)

Tendon yaralanmalarinin ¢ogu tendonun orta kismindan veya yaralanma sirasinda kemik-
ten ayrilma seklinde olugsmaktadir. KTA’da dogrudan yaralanma oldukca nadir goriilse de ten-
don yapilarinin yaralanma veya cerrahi miidahale sonrasinda KTA’da uygun sekilde iyilesmesi
onemlidir. Bu iyilesme, ilgili fonksiyonel hareket biriminin tam olarak yeniden saglanmasi i¢in
temel bir gerekliliktir. Ozellikle rotator manset yirtiklar1 gibi durumlarda, tendon dokusunun
yaralanmadan once dejeneratif degisiklikler gosterdigi durumlarda bile, genellikle KTB’ye ya-
kin bir yerde hasar meydana gelir. Genellikle bu KTA’da iyilesme genellikle gergeklesmez.
Bunun yerine, cogu anatomik yapida, iyilesme siireci tendon greftleri, yumusak doku greftle-
riyle 6n/arka capraz baglarin rekonstriiksiyonu veya tendon grefti kullanilan el, ayak ve ayak

bilegi cerrahisi gibi islemler sonrasinda ortaya ¢ikar.
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OCBR sonras1 KTI’de yasanan sikintilar diz ekleminde dengesizlik, hareketlerde rahat-
sizlik, meniskiis ve kikirdak hasari ile bunlara bagli gelisen osteoartrit gibi ¢esitli ikincil bulgu-
lara neden olabilir (43, 44). Basaril bir KTi, bu yaralanmalarda fonksiyonel islevi geri kazan-

manin anahtaridir, ancak klinik bir zorluk olmaya devam etmektedir (45).

OCBR gibi cerrahi miidahalelerde kullanilanlar basta olmak iizere tendon greftlerinin
uzun siireli hayatta kalmasi i¢in saglam bir KTI esastir. Gegmiste genellikle K-PT-K grefti
tercih edilirdi, ancak son zamanlarda 6zellikle hamstring tendonlar1 ve distal kuadriseps tendo-
nunun proksimal kismi1 gibi yumusak doku greftleri daha popiiler hale gelmistir. K-PT-K gref-
tinde, greft kemik tiinelindeki KTI ile kemikten kemige iyilesme yoluyla entegre olur. Bu siire,
gecmiste incelenmis ve genellikle 4 ila 6 haftada greftin belirli bir stabiliteye ulagtigi gézlem-
lenmistir. Bu siireg, greftin yerlestirildigi kemik tiinelindeki iyilesme siirecini igerir ve greftin
kemik dokusuyla entegrasyonunu saglar. Bu stabilite, hastanin rehabilitasyon siirecini yonlen-
dirmek ve sportif aktivitelere geri doniis zamanlamasini belirlemek igin 6nemlidir. (46-48).
Baska bir segenek olarak, OCBR i¢in bir yamusak doku grefti kullanildiginda, kemik tiinelin-
deki ossedz entegrasyonu tendondan kemige iyilesme ile ilerlemektedir. Bu siire¢ daha dnce
¢esitli hayvan modellerinde arastirilmis ve saglam bir KT1’nin farkli zaman dilimlerinde olus-
tugu bildirilmistir (7, 8, 49-57). Biyolojik ve mekanik kosullar KTI iizerinde giiclii bir etkiye
sahip olabileceginden, bunun sonucunda ortaya ¢ikan klinik 6nemi de dahil olmak iizere, erken
ve ge¢ KTI sirasinda etkili bulunabilecek mekanizmalar konusunda tartismalar devam etmek-
tedir (58, 59).

111.B.1.Kemik Tendon Bileskeleri (KTB)

1691 yilinda KTB’lerin tanimlanmasina dair Havers, farkli histolojik yapilar1 olan dog-
rudan ve dolayh bileskeleri ilk kez tanimladi. 1957 ve 1958'de Alman anatomistler Biermann
ve Knese, bileskelerdeki kemik bilyiimesi hakkinda bilgi verdi ve periosteal-diyafizer (indirekt)
bileskeler (60) ile kondral-apofizer (direkt) bileskeler (61) arasindaki farki vurguladilar.

Indirekt bileske (periosteal bileske), tendondan periosta ve kemige dogru devam eden
cok sayida kolajen lif ile tanimlanmakta (Sekil 7) olup 1856 yilinda William Sharpey tarafindan

ilk kez literatiire kazanilmasindan 6tiirii "Sharpey lifleri" olarak isimlendirilir. Sharpey, kemik
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Sekil 7: Indirekt bir KTB tipi.
Yiiksek yogunlukta Sharpey lifleri ile
periostu (P) alttaki kemige (bone - B)
baglayan genis bir fibroz doku bolgesi
(O) vardir. Woo SL-Y, Akeson W. Liga-
ment, tendon, and joint capsule inser-
tion to bone. In Injury and Repair of
the Musculoskeletal Soft-Tissues. Woo
SL-Y, Buckwalter JA, eds. The Ameri-
can Academy of Orthopaedic Surge-
ons, Park Ridge, IL, 1988, pp 133-166,
p 138’

lamelleri boyunca yayilan gozenekli kolajen liflerini sanki tahtaya dikey veya egik olarak ¢a-
kilmis ¢iviler gibi veya onlar1 birbirine civatalamig gibi tanimlamustir. Ayrica periost, tendon-
larin ve baglarin kemiklere daha saglam bir sekilde baglanmasina katkida bulunur; aslinda bu
lifli yapilar, baglandiklar1 noktada kemikle siirekli hale gelerek birlesir ve siki bir bag olusturur
(62) (Sekil 8). Bir indirekt bileske 6rnegi, dizdeki medial kollateral ligamentin tibial baglanma
noktasidir. Bu tiir bileskeler genellikle kemikle biiyiik bir temas alanina sahip kisa ligamentler
veya tendonlarda bulunur. Indirekt bileskelerin belirgin 6zelligi, bileske bolgesinin distal ve

proksimalinde periostun devamliligidir; bu nedenle, periosteal bileske olarak da adlandirilirlar.

Direkt bileske tipinde, siirekli olan bir periost s6z konusu degildir ve tendon veya bag
dokusu dogrudan alttaki kemikle temas halindedir (63). Bu tiir bileskelerin tipik histolojik go-
rintimt, ilk olarak 1929'da Dolgo-Saburoff tarafindan tanimlanmis ve tendon, fibrokartilaj,
mineralize fibrokartilaj ve kemik olmak iizere dort bolgeden olusmaktadir (64) (Sekil 9). Daha
sonraki ¢alismalar, bu histolojik yapiy1 151k ve elektron mikroskobu kullanarak dogrulamis ve
on/arka ¢apraz baglar, supraspinatus tendonu, patellar tendon, asil tendonu, deltoid kas yapigma
yeri ve viicuttaki diger bircok bag ve tendon yapisma yerinde mevcut oldugunu belirlemistir
(60-63, 65-70) Dolgo-Saburoff ayrica fibrokartilaj ile kemik arasinda mineralize kikirdak tide-
mark veya ¢imento hatti olan "mavi ¢izgi" varligin1 tammlamistir (64). Mineralize kikirdak

tidemark derin interdijitasyonlar olusturur (Sekil 10), boylece mekanik olarak farkli olan iki
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bolge arasindaki temas alaninmi ve Schneider (63) tarafindan 1956'da tanimlandig: tizere bu
bileskenin makaslayict ve ¢ekme kuvvetlerine direnme giiciinii arttirir. Bu tidemark, hiyalin
eklem kikirdag: ile subkondral kemik arasindaki mineralize kikirdak tidemark ile benzerlik gos-
terir; bu da eklem kikirdag: ile alttaki kemik arasindaki sertlik gradyanini azaltarak bir sok emici

gbrevi goriir ve boylece kondral makaslama yaralanmalar1 olasiligini azaltir.

Sekil 8: Yumusak dokudan
kemigin derinliklerine uzanan
Sharpey lifleri (Masson Goldner'in
trikrom boyasi, X400 orijinal bii-
yitme). ‘Weiler, A., Scheffler, S.,
Apreleva, M. (2006). Healing of
Ligament and Tendon to Bone. In:
Walsh, W.R. (eds) Repair and Re-
generation of Ligaments, Tendons,
and Joint Capsule. Orthopedic Bi-
ology and Medicine. Humana
Press. p: 203°

Ozetlemek gerekirse, bileske bolgelerinin morfolojisi, bulunduklar1 anatomik yapimin
mekanik kosullarin1 yansitir. Ancak mekanik ortamin direkt (kondral-apofizer) veya indirekt

(periosteal) bileske gelisimini nasil etkiledigi hala belirsizdir.
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Sekil 9: (A) Bir koyunda OCB'nin femo-
ral yapisma yeri, tipik bir direkt KTB goster-
mektedir (Masson Goldner'in trikrom boyast,
polarize 151k, x16 orijinal biiyiitme). (B) Direk
bir KTB’nin daha yiiksek bityiitmesi. Dort farkl
bolge vardir: Lamellar kemik (B), mineralize ki-
kirdak (MC), fibrokartilaj (FC) ve ligament do-
kusu (L). ‘Weiler, A., Scheffler, S., Apreleva, M.
(2006). Healing of Ligament and Tendon to
Bone. In: Walsh, W.R. (eds) Repair and Rege-
neration of Ligaments, Tendons, and Joint Cap-
sule. Orthopedic Biology and Medicine. Hu-
mana Press. p: 203’

Tendon

- L -— - —
-

Mineralize ol- t Mineralize

mayan . olan
y tidemark

Sekil 10: i¢ ice gegmis dort bolgeli bir direkt KTB sematik gosterimi. ‘Friese, N..et al.

(2020). Regeneration of damaged tendon-bone junctions (entheses)—TAK1 as a potential node

factor. International journal of molecular sciences, 21(15), 5177.°
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111.B.2.KTi Hayvan Modelleri

Tendon greftinin bir kemik tiineline yerlestirilmesinin temel nedeni, OCBR basta olmak
iizere ¢esitli tendon rekonstriiksiyonlari, tendon transferleri ve tenodez cerrahileridir. Ozellikle,
yumusak doku greftlerinde (hamstring tendonlar1 veya kuadriseps tendon greftinin proksimal
kismi) ve 6zel allogreft dokularinda iki ana sorunla karsilasilir. Birincisi, greftin sekillenmesin-
den sonra normal doku morfolojisine ve mekanik 6zelliklere sahip bir neoligament elde edil-
mesidir. Ikincisi, kemige normal bir giris saglamak ve boylece normal ligament fonksiyonu igin
gerekli olan yumusak doku ile kemik arasindaki bu 6zel ge¢is bolgelerinin yeniden olusturul-

masidir (71).

KTIyi arastirmak i¢in uygun bir hayvan modeli segilmelidir. Farkli hayvan modellerinin
sonuclari farklilik ve klinik uygulanabilirlikleri degiskenlik gosterebileceginden 6tiirii literatiir-
deki galismalarin sonuglarini yorumlarken de kullanilan hayvan modelinin tam olarak anlasil-
mas1 gerekmektedir. Kemik tiinelinde KTI’yi arastiran ¢alismalarin ¢ogunda ekstraartikiiler
tendon transfer prosediirleri kullanilmustir. (8, 50, 53, 55, 56, 72-78). Ekstraartikiiler modellerin
bir dizi avantaji vardir. Ozellikle, transfer edilen tendon dokusu genellikle 5nemli olan yeniden
sekillenmeye tabi tutulmaz, bu da mekanik arayiiz giicii ile iliskili konularin daha kolay ince-
lenmesini saglar (8). Aksine, intraartikiiler modellerde, &zellikle OCBR’lerde oldugu gibi, ek-
lenen tendon dokusu yogun bir yeniden sekillenmeye maruz kalir. Bu durum, erken donemde
tendon dokusunun mekanik 6zelliklerinin azalmasina ve greftin orta kismindan basarisiz olma-
sina yol agabilir. Sonug olarak, bu modellerde KTA giicii hakkinda net bir sonuca varmak zor-
dur (59). Ekstraartikiiler modellerin, 6zellikle siganlar ve tavsanlar gibi kiiglik hayvanlarda
kullanilmasi arastirmacilara pek ¢ok avantaj saglar. Ancak bu tiir kii¢iik hayvanlarda OCBR
modellerinin uygulanmasinda bazi zorluklarla karsilasilabilir. Bu hayvanlarin eklemlerinin bo-
yutlar1 insanlardakilerden oldukga farklilik gostermektedir, bu da yapilan rekonstriiksiyonlarin
insan eklemlerine ne derece uygun oldugunu sorgulamamiza sebep olur. Koyun, kegi, kopek
vb. daha biiyiik hayvanlar, insanlara daha yakin eklemlere sahiplerdir ancak hala bazi zorluk-
larla karsilasiimaktadir (Sekil 11). Ozellikle, bu hayvanlarin diz eklemlerinin boyutlari bile in-
san esdegerine tam olarak uymayabilir. Bu nedenle, daha biiyiik hayvanlarda yapilan ¢aligma-
larin klinik gegerliligi baz1 agilardan sinirl olabilir. Bu tiir hayvan modellerinde yapilan ¢alig-
malarin sonuglarinin insanlara nasil genellestirilebilecegi ve klinik olarak ne kadar gegerli ol-
dugu konulari, arastirmacilar arasinda devam eden bir tartisma konusudur. Bu tiir hayvan mo-

delleri, insanlarda ortaya ¢ikan patolojileri ve tedavi yontemlerini anlamak i¢in 6nemli bir arag
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olabilir, ancak bulgularin insanlar tizerindeki etkilerini dogru bir sekilde yorumlamak énemlidir
(79).

Biyolojik miidahale prosediirleri veya mekanik kosullarini inceledigimizde, ekstraartikii-
ler modeller avantajlidir ¢iinkii daha az degisken sunarlar. Ornegin, bagin yeniden sekillenmesi
veya sinovyal temas gibi faktorler daha az etkileyici olabilir. Bu durum, arastirmacilarin belirli
degiskenlere odaklanmasini ve sonuglart daha net bir sekilde ¢ikarmasini saglar. Bu nedenle,
ekstraartikiiler modeller, belirli biyolojik veya mekanik siiregleri anlamak ve miidahalelerin et-

kilerini degerlendirmek i¢in daha kontrollii bir ortam saglayabilir (8, 73).

KTlI'yi incelerken, 6zellikle OCBR prosediirlerini ele aldigimizda, klinik duruma daha
yakin bir perspektif elde etmek i¢in intraartikiiler bir modelin dikkate alinmasi1 da 6énemli ola-
bilir. Son zamanlarda, yumusak doku greftlerinin KTI intraartikiiler ortamlarda incelendigi
daha fazla literatiir bulunmaktadir. Bu, arastirmacilara ger¢ek hayatta goriilen kosullara daha
yakin bir ortamda ¢alisma firsat1 saglar. Intraartikiiler modeller, greftin tendon ile kemik ara-
sindaki baglanti siirecini daha iyi anlamak ve bu siireci iyilestirmeye yonelik miidahaleleri de-
gerlendirmek icin degerli bir ara¢ sunar. Bu nedenle, OCBR gibi klinik uygulamalara odaklanan
caligmalarda intaartikiiler modellerin kullanilmasi, arastirmalardan elde edilen bulgularin klinik
uygulanabilirligini artirabilir (7, 11, 49, 51, 52, 54, 57, 59, 80-83). Bu modellerin belirgin avan-
tajlarindan biri, greft-tiinel hareketinin ve olasi sinovyal girisin degerlendirilebilmesi gibi fak-
torlerin incelenebilmesidir, bunlar da tiinel genislemesindeki ana etkenlerdir. Ancak daha bii-
yiik hayvanlar kullanilarak yapilan ¢aligmalar sinirlidir; bazi ¢aligmalarda kopek, koyun veya
keg¢i gibi bu tiir hayvanlar kullanilmistir. Bu, biiyiik hayvan modellerinin bu tiir aragtirmalarda
daha fazla kullanilmasinin gerekliligini vurgular. Daha biiyiik hayvanlar, insanlara daha yakin
anatomik o6zelliklere ve boyutlara sahip olduklari i¢in elde edilen bulgularin insan klinik uygu-
lanabilirligini daha iyi yansitabilir (50, 51, 54, 57, 59). Bu nedenle, OCBR’ ye dair KTI hak-
kindaki bilgiler hala yeterli diizeyde degildir.

Ayrica kiigiik hayvan modelleri, 6zellikle siganlar ve tavsanlar, intraartikiiler modellerde
kullanilmak igin genellikle elverisli degildir ve daha ¢ok ekstraartikiiler KTI ¢alismalarinda
tercih edilirler. Ekstraartikiiler prosediirler genellikle tendonlarin veya baglarin transferi veya
implantasyonu yoluyla ekstraartikiiler tedavi yontemlerini temsil eder. Tavsanlarda kalkaneus
cevresine tendon transferi prosediirleri (50, 55, 56) veya kopek, koyun ve tavsanlarda dijital
ekstansor tendonunun proksimal metafizyel tibiaya implantasyonu (8, 73-77) gibi eklem dis1

modeller, ¢esitli caligmalarda etkili bulunmustur. Fakat yumusak doku greftlerinin tendondan
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kemige iyilesmesini arastirmak i¢in en uygun greft kaynagi hakkinda yapilan ¢aligmalar ¢esit-
lilik gostermektedir. Ancak birgok ¢alisma koyun, ke¢i, maymun veya kopeklerde K-PT-K (pa-
tellar tendon grefti) grefti kullanildigini belirtmektedir. Bu greft, kolayca alinabilir ve sadece
tek bir insizyon gerektiren bir artrotomi ile elde edilebilir. Ancak yumusak doku greftlerinde,

insan hamstring tendonuna uygun esdegerin ne oldugu konusunda tartismalar bulunmaktadir.

Sekil 11: Farkli greft tespit yon-
temleri kullanilan koyunda intraarttikii-
ler KTI modeli. ‘Weiler A. et al, Tendon
healing in a bone tunnel—Part I: Bio-
mechanical results after biodegradable
interference fit fixation in a model of an-
terior cruciate ligament reconstruction
in sheep. Arthroscopy 2002;18:113-
123.”

111.B.3. KTI Temel Prensipleri

Forward ve Cowan, KTI’de tendondan kemige iyilesmenin temel prensiplerinden Rodeo
ve arkadaglarinin da (8) belirttigi sekilde bahsettiler ve kemik dokusuna yakin olan kondroid
hiicre doniigiimiini arastirdilar. (56). Ancak kondroblastik reaksiyonu iyilegen kallusun bir par-
cas1 olarak ele aldilar. Diger bir calismada, Jones ve arkadaslari, kemik tiinellerine yapilan ten-
don transferi ve tendon greftlemenin etkilerini inceledi. Ancak her iki yontemin de histolojik
olarak dort bolgeli bir tendon birlesimi olusturmadigini gézlemlediler (53). Bu sonuglar, iyi-

lesme siirecindeki anatomik ve histolojik degisikliklerin karmasikligini vurgulamaktadir.

Rodeo ve arkadaslar1, kdpeklerdeki ekstraartikiiler bir modelde yaptiklari bir aragtirma
sonrasi, implant edilen tendon ile ¢evresindeki kemik arasinda bir ara bdlgenin (Fibroz Inter-
zone — FIZ) gelisimini tanimlamislar (8). FIZ, eger bir tiinel genislerse genisleyebilecegi igin
(59) diizensiz, yiiksek oranda hiicresel ve yiiksek oranda vaskiiler bag graniilasyon dokusundan
olusur (Sekil 10). Bu, kemik ve tendon arasindaki iliskinin detaylarini anlamak i¢in 6nemli bir

bulgu olabilir.
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Erken iyilesme siirecinde, kemigin dokuda apozisyonel biiylimesi ve ayn1 zamanda re-
zorpsiyonu gerceklesir. Bu siiregte kemik dokusu yogun bir sekilde yeniden sekillenir (Sekil
12). FiZ kalinlig1 belirgin olarak degiskenlik gdsterebilir ve implantasyon sirasinda tendon ile
kemik tiineli arasindaki uyuma, daha sonra tiinel genislemesinin meydana gelmesine veya erken

iyilesme sirasinda kemigin ne kadar apozisyonel biiyiidiigiine bagli olabilir. (54, 74) (Sekil 13).

Iyilesmenin ilerlemesiyle FiZ - tendon ve FiZ - kemik arayiizlerinde su degisiklikler mey-
dana gelir:

- FiZ histolojik olarak daha az vaskiiler ve hiicresel hale gelir. FiZ - tendon arayiizii be-

lirsizlesir ve ekstraseliiler matriks, lifleri uzunlamasina dizilir.

Sekil 12: A) Koyunlarda OCBR’den 6 hafta sonra tibial tiinelden uzunlamasina kesit. Greft do-
kusu (G) ve gevresindeki kemik (B) arasinda genis bir FiZ (oklar arasinda) vardir. (Masson Goldner'mn
trikrom boyasi, x15 biiyiitme). (B) OCBR’den 9 hafta sonra FiZ'in daha yiiksek biiyiitmesi. Doku hi-
perselliiler ve hipervaskiilerdir. (Masson Goldner's Trikrom boyasi, x100 orijinal). (C) Kemik - FizZ
araylizii ameliyat sonrasi 9. hafta. Yiiksek miktarda osteoblast (oklar) ve siirekli kalsifiye olmamig os-
teoid (ok baslari) igeren yogun bir apozisyonel kemik biiyiimesi var (Masson Goldner'in trikrom boyast,
x400 biiyiitme). (D) Kemik - FiZ arayiizii ameliyattan 6 hafta sonra. Kemik tiinelinin yeniden sekillen-
digini gosteren yliksek miktarda osteoklast (oklar) (Masson Goldner'in trikrom boyasi, X400 biiyiitme).
‘Weiler, A., Scheffler, S., Apreleva, M. (2006). Healing of Ligament and Tendon to Bone. In: Walsh,
W.R. (eds) Repair and Regeneration of Ligaments, Tendons, and Joint Capsule. Orthopedic Biology

and Medicine. Humana Press. p: 203’
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- FiZ - kemik arayiiziinii bilestiren, hatta tendonla kemigi dogrudan képriileyen Sharpey

benzeri kolajen liflerinin erken gelisimi vardir ve bu lifler zaman gectik¢e daha da yogunlasir.

- FIZ - kemik arayiiziinde de kemigin tiim tiinel boyunca kesintisiz stabil bir iyilesme
saglamasi icin tiim acik intertrabekiiler bosluklari doldurana kadar kemik doku biiyiir. ilerleyen
siiregte, daha fazla tiinel genislemesi olmadan bir kemik daralmas1 meydana gelir ve FiZ -

kemik arayiiziindeki kemik sklerotik hale gelir.

Sekil 13: (A) Koyunlarda yumusak doku grefti ile OCBR’den 6 hafta sonra proksimal tibia iize-
rinden sagital kesit. Baslangicta 4,5 mm delinen tiinel 5 mm ¢apa yiikselmistir; FiZ her iki tarafta 0,25
mm biiyiimiis olmalidir (Safranin O-van Kossa boyas1). (B) Koyunlarda OCBR’den 24 hafta sonra tibia
iizerinden sagital kesit, yogun bir tiinel genislemesi gosteriyor. Tiinel ¢ap1 4,5 mm'den maksimum 11
mm'ye ¢ikmistir. Bu nedenle, FiZ her iki tarafta 3,25 mm artnus olmalidir (Safranin O-van Kossa bo-
yasi). ‘Weiler A, et al. Aktuelle aspekte in der verankerung von hamstringsehnen-transplantaten in der
kreuzbandchirurgie. [Current aspects of anchoring hamstring tendon transplants in cruciate ligament
surgery.] Chirurg 2000;71:1034-1044"

Calismalarin gogunda greftlenen tendonun tiinel i¢indeki kismi histolojik a¢idan incelen-
mistir fakat sadece birka¢i kondroid bir gegis bolgesinin gelistigini gérmistiir (51, 56, 73), bu
da direkt bir KTB tipinin gelistigini gosterebilir. Greftlenen tendonun tiinel i¢indeki kisminda

ve tiinelin giris bolgesinde tendondan kemige iyilesme siireci incelendiginde de farkli iyilesme
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mekanizmalar1 oldugu goriilmistiir. Erken tiinel i¢i iyilesme, indirekt bir KTB gelisimi ile bag-
lantil1 olabilir ve daha sonraki yiizey iyilesmesinde, belirli mekanik kosullar ile direkt KTB
olusabilir (59, 73). Bu nedenle, indirekt ve direk KTB gelisimine iligskin tartismalarin ¢ogu,

incelenen KTI dokusunun farkl1 bélgelerindeki metodolojik farkliliklardan &tiiriidiir.

KT1 siirecinin ilerlemesini ve kalitesini degerlendirmek igin temel bir parametre oldugun-
dan, histolojik goriiniim ve yeni gelisen KTB giicii hakkinda bilgi sahibi olmak, rehabilitasyon
protokollerini daha iyi uyarlamak i¢in 6nemlidir. Rodeo ve arkadaslari, ekstraartikiiler model-
lerinde, yaptiklar1 ¢ekme testlerinde 2 ila 8. haftalarda greft dokusunun siyrilarak basarisiz ol-
dugunu, 12 ila 26. haftalarda ise greft dokusunun ortasindan veya tiinel girisinde koptugu ta-
nimlamistir (8). Bu durum, 8 ila 12. haftalar arasinda basarisizlik bolgelerinde bir degisiklik
oldugunu ve KTA’nin erken iyilesme doneminde zayif oldugunu géstermektedir. Erken iyi-
lesme doneminde greftin basarisizliga ugrama riski yiiksek oldugundan rehabilitasyon planla-

masinin bu géz oniinde bulundurularak yapilmasi gerekmektedir.
I11.C.Hidroksiapatit (HAp)

Nanoteknolojinin gelisimiyle birlikte nanomalzemelerin iiretimi ve kullanimi bir¢ok
alanda biiytlik potansiyel sunmustur. Nanomalzemeler, birimlerinin kuantum boyutlarinin ayar-
lanabilirligi ve yiiksek ylizey/hacim oranina sahip olmalar1 sayesinde ¢esitli teknolojilerde kul-
lanilabilir. Hidroksiapatit (HAp), bu nanomalzemelerden biridir ve memelilerin sert dokulari-
nin ana bileseni olarak dogal bir biyolojik malzemedir. HAp, mine yapisindaki yiiksek en-boy
oranli gubuklar veya dentin ve kemik yapilarindaki trombositler gibi ¢esitli formlarda buluna-
bilir. HAp, diger seramik nanomalzemelerle bazi ortak 6zellikler paylasirken, kendine 6zgii

ozellikleri sayesinde bir dizi uygulama ig¢in ideal bir adaydir (84).

Hidroksiapatit (HAp), kalsiyum fosfat (CaP) biyomalzeme ailesinin en kararli iiyesi olup,
kemik ve dislerde bulunan apatitik CaP faziyla en yiiksek bilesimsel ve yapisal benzerligi gos-
terir (85). Bu ozellikleri, HAp'1 birgok tibbi uygulama i¢in ideal hale getirir. HAp nanopartikiil-
leri, olaganiistii biyouyumlulugu ve biyoaktivitesi sayesinde dis hekimleri, ortopedik cerrahlar
ve kemik dokusu miihendislerinin dikkatini ¢ekmistir. Gliniimiizde ise HAp'in potansiyel uy-
gulamalar1 bu alanlarin 6tesine gegmistir. Her bir HAp formu, belirli 6zelliklere sahip olup,
benzersiz bir biyolojik yanit ortaya ¢ikarir. Bu ¢esitlilik, HAp'in farkl tibbi uygulamalarda kul-
lanilmasini saglar ve dokularin teshisi, tedavisi ve giiclendirilmesi gibi ¢esitli ihtiyaglar kargi-

layabilir (Sekil 14).
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Sekil 14: HAp igeren bazi tasarlanmig skafoldlar, A) HAp/grafen oksit/sitosan kompozit hidrojel;
B) HA/sitosan matriksinde manyetik nanopartikiiller; C) kobalt katkili HAp; D) ipek fibroin/HAp kom-
pozit; E) polietereterketon ve HAp arasinda bir arayiiz faz1 olarak grafen oksit. ‘Ghiasi B, et al. Hyd-
roxyapatite as a biomaterial - a gift that keeps on giving. Drug Dev Ind Pharm. 2020 Jul;46(7):1035-
1062.”

Cok sayida ¢alismaya gore, HAp uygulamalarinin ana odak noktast doku miihendisligi,
ozellikle de kemik defektlerinin yenilenmesi ve onarimidir. Ancak Hap’in sert doku miihendis-
liginde karsilasilan temel mekanik sorunlar arasinda yetersiz kirilma dayanimi, yorulma kay-
nakli basarisizlik ve kirilganlik bulunmaktadir. Ideal bir kemik ikamesinin, yeni kemik biiyiime
hiziyla uyumlu olarak asamali olarak rezorbe olmasi beklenirken, kompakt HAp bloklarinin
rezorpsiyon hizi hi¢ de pratik olmayarak yillar hatta on yillar siirebilir (86). Bu engellerin iiste-
sinden gelmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yaklasim, HAp'in tamamlayic1 6zelliklere sahip

ve sinerjik etkiler saglayan bilesenlerle birlestirilmesini igerir (87).

HAp implantlarda kullanilmasini uygun hale getiren faktorlerden biri, milkemmel osteo-
kondiiktiviteye ve immiinolojik reddin olmamasina sahip olmasidir. HAp’in yapisal 6zellikle-
rini kontrol etmek, implantlarin istenilen 6zelliklere sahip olmasini saglar; bunlar arasinda go-
zeneklilik, faz bilesimi, partikiil boyutu ve kristalinlik yer alir (88). HAp biyolojik uyumlulugu
konusundaki tartigmalar, Kesin bir sekilde sonlanmis degildir. Her bir 6zel baglam i¢in karak-

teristik 6zellikleri agisindan HAp partikiillerinin yeniden test edilmesi 6nerilir (89-91). Mevcut
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anlayis, partikiil boyutu (Sekil 15), yiikii ve canli sistemle etkilesim sekline gore farkli hiicre
kiiltiirleri, HAp’a farkl tepkiler verebilir ve farkli testler genellikle HAp'in biyolojik uyumlu-
lugu konusunda farkli sonuglar ortaya koyabilir (92, 93).

Sekil 15: Boyutlarina gore si-
ralanmis kalsiyum fosfat partikiilleri-
nin morfolojik ve boyutsal karakteri-
zasyonu, TEM goriintiilemesiyle.
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111.C.1.HAp ve Osteoindiiktif Etki

HAp, osteoindiiktif 6zelliklere sahip olmasi, yeni kemik olusumunu tesvik etme potansi-
yeline sahip oldugunu gosteren bir¢ok ¢alisma tarafindan desteklenmektedir. Bu 6zellikler, ke-
mik rejenerasyonu ve implant basarisini artirmak i¢in 6nemli bir faktordiir (94-97). HAp tiirev-
lerinden yapilan implantlarin biyoaktivitesini daha da gelistirmek ve yeni osteoindiiktif malze-
meler gelistirmek i¢in osteoindiiktif mekanizmanin molekiiler diizeyde detayli bir sekilde ka-
rakterize edilmesi gereklidir. Bu, HAp'in hiicrelerle ve ¢evresiyle etkilesimlerini anlamak ve

kemik farklilagmasi tizerindeki etkilerini daha iyi degerlendirmek i¢in 6nemlidir.

HAp osteojenik hiicreler lizerindeki etkisi, laboratuvar ortaminda osteoblastlarla yapilan
etkilesimlerin incelenmesiyle arastirilmistir (98-102). Osteoblastlarin ¢ogalmasi ve farklilas-

masi tizerindeki etkileri, yaygin olarak kullanilan belirtegler olan alkalin fosfataz (ALP), tip I
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kolajen (KOL1) ve osteokalsin (OKN) gibi ¢esitli osteo-spesifik genlerin ekspresyonunun iz-
lenmesi yoluyla degerlendirilmistir. Ancak HAp ve osteoblast etkilesiminden elde edilen so-
nuglar bazen celiskilidir. Ornegin, Shu ve arkadaslarmnin ¢alismasi, HAp'in fare osteoblast ben-
zeri MC3T3-E1 hiicrelerinde ALP ve OKN ekspresyonunu belirgin sekilde artirdigini gosterir-
ken (19); Wang ve arkadaslarinin verileri, osteoblast benzeri Saos-2 hiicrelerinde HAp ve plas-
tik substratlar arasinda ALP, KOLI ve OKN ekspresyonunda %10'dan az bir fark oldugunu
ortaya koymustur (101).

Lin ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, HAp substratlari iizerinde mezenkimal kok hiic-
relerin (MKH) yetistirilmesi incelenmistir. Bu ¢alismada, MKH’lerin HAp tizerinde yetistiril-
mesi, bir osteoindiiktif etkiye sahip oldugunu géstermistir. Ozellikle, HAp ve kemik morfoge-
netik proteinlerin olmadigi bir ortamda bile, MKH'lerin yetistirildigi HAp substratlari, ALP
enziminin aktivitesini artirmis ve osteojenik farklilagmayi tesvik etmistir. Bu sonuglar, HAp'in
hiicrelerle etkilesime girerek ¢evresine osteoindiiktif sinyaller salgilayabilecegini ve bu sekilde
osteojenik farklilasmayi tesvik edebilecegini gostermektedir. Bu tiir sinyaller, hiicreleri kemik
benzeri dokular olusturmak tizere harekete gecirebilir ve doku rejenerasyonunu destekleyebilir.

(18).

Wang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, kemik doku miihendisliginde etkileyici mole-
kiillerin potansiyel etkilerini degerlendirmek i¢in in vitro olarak tasarlanmis bir iki asamali
hiicre-soy modeli kullanilmistir. Bu ¢aligma, hidroksiapatit (HAp) nanopartikiilleri iizerinde
yapilmistir ve endotelyal hiicreler ile mezenkimal kok hiicreler arasindaki is birligine dayali
etkilesimlerin, kemik rejenerasyonunu tesvik etmede olasi bir rolii oldugunu gdstermistir. Bu
bulgular, HAp nanopartikiillerin, farkli hiicre tipleri arasinda etkilesime girerek kemik rejene-
rasyonunu destekleyebilecegini ve bu nedenle kemik doku miihendisligi uygulamalarinda po-

tansiyel bir osteoindiiktif kullanim alanina sahip oldugunu 6ne stirmektedir (17).

111.D.Mikro Bilgisayarh Tomografi (Mikro-BT)

Yakin gecmiste, kemik yapisini degerlendirmek i¢in kullanilan yaygin bir yontem, trabe-
kiiler ve kortikal kemik mimarisini belirlemek i¢in kantitatif histolojik tekniklerdi. Ancak, bu
yontemlerin bazi simirlamalar1 vardi. Ozellikle, kemik mikromimarisini degerlendirme konu-

sunda bazi zorluklarla karsilasiliyordu. Ciinkii bu histolojik analizler genellikle birka¢ 2 boyutlu
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kesitin stereolojik analizine dayaniyordu ve bu da bazen yapisal parametrelerin dogru bir se-
kilde belirlenmesini zorlastirtyordu. Ayrica bu analizler genellikle altta yatan yapiy1 bir plato
gibi varsayarak yapilmaktaydi (103). Buna karsilik, mikro-BT gibi yiiksek ¢oztiniirliiklii 3 bo-
yutlu goriintiileme teknikleri, stereolojik modellere dayanmadan dogrudan kemik mikromima-

risini 6l¢gme imkan1 sunuyor.

Feldkamp ve diger arastirmacilar tarafindan 1980'lerin sonlarinda tanitilan (104) mikro-
BT, kiiciik hayvan modellerinde kemiklerin yapisini incelemek i¢in kullanilan bir yontemdir.

Bu yontem, X-151m1 zayiflama verilerini kullanarak 6rnegin ti¢ boyutlu bir temsilini olusturur
(Sekil 16).

’

0 . FTRETY .
X Isim Kav- 360 Dondiiriilen Numune Algilayic Izdiisiim Yeniden Yapilandirilan Goriintii

Sekil 16: Mikro-BT'nin temellerini gosteren sematik ¢izim. Kirmiz1 kesikli ¢izgi, yeniden yapi-
landirilan gériintiiniin dikey konumunu, yani kesit goriintiisiinii gosterir. ‘Cengiz, I.F., Oliveira, JM. &
Reis, R.L. Micro-CT — a digital 3D microstructural voyage into scaffolds: a systematic review of the
reported methods and results. Biomater Res 22, 26 (2018).’

Mikro-BT kemik morfolojisine yonelik yapilan 6lgiimlerin tekrarlanabilirligi ve tutarli-
l1ig1 birgok ¢alismada gosterilmistir. Bu dlgliimlerin dogrulugu, hayvan orneklerinde degerlen-
dirilmistir. (105-109). Ayrica insan 6rneklerinde de geleneksel 2 boyutlu histomorfometriye
dayali olgtimlerle karsilastirilarak degerlendirilmis ve 2 boyutlu ve 3 boyutlu morfolojik 61-
¢iimlerin yiiksek oranda uyumlu oldugunu gosterilmistir (110-114). Ancak bazi ¢alismalarda
mikro-BT 6lglimlerinin, histomorfometrik 6lgiimlerden daha trabekiiler kalinlik igin yiiksek so-
nuglar verdigi gézlemlenmistir. Kemigi yumusak dokudan ayirmak i¢in kullanilan esik ve elde

edilen goriintiiniin ¢oziiniirligi bu karsilastirmalar: etkiler (113). Ancak tiim bu farkliliklara
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ragmen, mikro-BT ve histomorfometri arasindaki yiiksek korelasyon, mikro-BT'nin kemik

morfolojisini degerlendirmek i¢in giivenilir bir arag oldugunu gostermektedir.
I11.E.Taramali Elektron Mikroskobu (TEM) ve Mineral Karakterizasyonu

Elektron 1sinlari, numunenin ylizeyinin altina dogru hareket eder. Bu elektron 1s1n1, nu-
munenin i¢ kismiyla etkilesime girerken X-1ginlar tiretir. Bu olay, fizikte iyi bilinen bir ilkeye
dayanir; elektronlar, numunenin elektrik alanina girdiklerinde yavaslarlar. Bu yavaslama, elekt-
ronun enerjisini kaybetmesine ve fotonlarin yayilmasina neden olur. TEM analizinde, incele-
nen numunenin karakteristik ozellikleriyle uyumlu X-isinlar1 yayilir (115). Bu siireg, Sekil
17°de gosterildigi gibi gerceklesir. TEM, numunenin yiizeyinden elektronlarin yansitilmasi
veya emilmesi yoluyla detayli goriintiiler elde etmeye olanak tanir. Ayrica X - 1s11 teknikleri,
ozellikle enerji dagilimi spektroskopisi (EDS), numunenin kimyasal bilesenlerini belirlemek

icin TEM ile entegre edilebilir.

. Sekil 17: Incelenen numune
Elektron Demeti

yiizeyi boyunca elektronlarin gesitli

Numunenin Yiizeyi penetrasyon seviyeleri. ‘Ali A4, et al.

Mineral Characterization  Using
Auger Elektronlar ) )
Scanning  Electron  Microscopy
(SEM): A Review of the Fundamen-
Geri Sagilan

Elektronlar tals, Advancements, and Research Di-

ikincil Elektronlar

rections. Applied Sciences.2023;13

Karakteristik (23):12600.°

X Isinlar: Siirekli X Isinlar:

Florasan X Isinlari

Niceliksel degerlendirme yontemlerinin niteliksel analiz ile beraber kullanilmasi, mine-
ralojik calismalarda biiyiik bir adimdir. TEM enerji dagilim spektroskopisi (TEM - EDS) (116-
120), otomatik SEM mineral serbestlestirme analizi (TEM-MSA) (121-123) ve taramali elekt-
ron mikroskobu ile kuantitif degerlendirme (KEMSCAN) (124-126) gibi teknikler, mineral bi-

lesimlerini belirlemede ve mikroskobik 6lcekte nicel veriler elde etmede 6nemli rol oynamak-
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tadir. Bu yontemlerin kullanilmasi, nadir toprak mineralleri gibi karmagik bilesenlerin tanim-
lanmasin1 ve kantitatif analizini saglar. TEM - EDS, yiizeylerin ince detaylarini gorsellestirmek

ve kimyasal bilesimlerini belirlemek i¢in kullanilir.
I11.E.1.TEM Enerji Dagilimh X-151m1 Spektroskopisi (TEM - EDS)

Sekil 18’de gosterilen TEM-EDS’de X-1511 algilama sistemi numunede bulunan gesitli
elementlerin karakteristik X-iginlarini ayristirir (Sekil 18). Sonrasinda, EDS sistemi yazilimi,
enerji spektrumunu analiz eder ve belirli elementlerin genliklerini belirlemek i¢in ilgili foton
enerjilerinden elektrik sinyalleri tiretir. Bu siire¢, numunede bulunan elementlerin kimyasal bi-
lesim haritasinin kalitatif ve yar1 kantitatif olarak belirlenmesiyle sonuglanir (127). TEM - EDS,

cesitli alanlarda mineral karakterizasyonu amaciyla kullanilmistir (128-134).

Elektron Demeti

Sekil 18: EDS’nin sematik
goriinimii. ‘Ali A, et al. Mineral
Characterization Using Scanning
Electron Microscopy (SEM): A Re-
Objektif Lens view of the Fundamentals, Advan-
cements, and Research Directi-
Si(Li) Algilayicr ons. Applied Sciences. 2023;13

Kolimatér (23):12600.°

Numune X 1sinlari
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IV.MATERYAL VE METOT

"Hidroksiapatit Kapli Giiglendirilmis Non-Absorbable Polifilman Siitiir Materyalinin Ke-
mik-Tendon lyilesmesindeki Etkisi " baslikli projemiz T.C. Bezmialem Vakif Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu karariyla 24.08.2023-E.120061 ve 31.10.2023-E.127861
tarih ve say1 numaralariyla bilimsel ve etik acidan uygun goriiliip onaylanmaistir. Arastirma biit-
¢emiz 07.02.2024 tarihinde, 2024/3 toplantisinda alinan karar ile Istanbul Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri (BAP) bilinyesinden karsilanmistir.

IV.A.Siitiirlerin Kaplanmasi
IV.A.1.Malzemeler

Bu ¢alismada kullanilan Hidroksiapatit (289296 — reagent grade, powder, synthetic) ve
Jelatin (s1g1r derisinden elde edilmistir) Sigma Aldrich'ten satin alinmistir. Cozeltilerin hazir-
lanmasinda kullanilan ¢ift distile su Millipore Direct Q® 8 UV Su Saflastirma Sistemi ile sag-
lanmistir. Sitotoksisite deneyinde kullanilan fibroblast hiicre susu Mus musculus ATCC CRL-
2648'dir. Tiim hiicre kiiltiirii ticari tirtinleri steril kosullarda TPP'den temin edilmistir. FBS ve
DMEM Gibco'dan temin edilmistir. Gii¢lendirilmis non-absorbable polifilaman 2.0 no ignesiz
siitiir materyalleri Artrotek’ten temin edilmistir. Siitiirlerin kaplama islemi Acibadem Univer-
sitesi Nanobiyoteknoloji Merkezinde ‘Bengisu Kubasik, Development of Hydroxyapatite Coa-
ted and Bioactive Orthopedic Sutures - Hidroksiapatit Kapli Ve Biyoaktif Ortopedik Siitiirlerin
Gelistirilmesi (Yiisek Lisans Tezi, Acibadem Universitesi, 2022)’ ¢alismasindan elde edilen

sonugclar ile gerceklestirilmistir.
IV.A.2.Siitiirlerin HAp ile Kaplanma Prosediirii

Stitiirlerin yerlestirilmesi i¢cin ayni anda eklenerek kaplama soliisyonunu elde etmek
tizere 2 ayri ¢ozelti hazirlandi. ‘Bengisu Kubasik, Development of Hydroxyapatite Coated and
Bioactive Orthopedic Sutures - Hidroksiapatit Kapli Ve Biyoaktif Ortopedik Siitiirlerin Gelistiril-
mesi (Yiisek Lisans Tezi, Acibadem Universitesi, 2022)’ ¢alismasindan elde edilen sonuglar
dogrultusunda nihai olarak %1 jelatin ve % 10 HAp siitiirlerin kaplama soliisyonunu elde etmek
icin %2 jelatin ve %20 HAp ¢ozeltilerinin ayn1 miktarda eklenerek kaplama soliisyonu hazir-

lanmasi planlandi.
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Jelatinin (s1gir derisinden elde edilen) agirlik¢a %2 ¢6zeltisi, pH 7.4 10mM fosfat tampon
salin (PTS; BioShop) ile 1sitmali manyetik karistiricida (Velp®Scientifica) karistirilarak hazir-
land1. HAp agirlik¢a %20 ¢ozeltisi, pH 5,5 0,1 M asetat tampon ¢ozeltisi ile 1sitmali manyetik
karistiricida karistirilarak hazirlandi (Sekil 19).

Sekil 19: Jelatin ve HAp ¢ozeltilerinin 1sitmali manyetik karistiric1 da hazirlanmasi

Siitiirlerin lizerine, uygun rpm de karistirilarak hazirlanan iki ¢dzelti esit miktarlarda ek-
lenerek elde edilen nihai kaplama soliisyonuna siitiirler yerlestirilmis oldu ve siitiir kaplama
islemine baslandi. Siitiir yerlestirilen kaplama soliisyonlar1 uygun sicaklik ve hizda ayarlanan
orbital ¢alkalayiciya yerlestirildi (Sekil 20), iki 24-saatlik inkiibasyondan sonra soliisyondan
cikarilan siitiirler iki kez ¢ift distile su ile yikandi. Daha sonra Freeze Dryer'da (Labconco) li-
yofilizasyon yoluyla kurutuldu ve sterilizasyon islemi i¢in paketlenip etilen oksit ile sterilize

edildikten sonra HAp ile kaplanmis olan siitiirler +4 °C'de muhafaza edildi.
IV.A.3.Kaplama Prosediirii Degerlendirmesi

Kaplama prosediiriinden sonra elde edilen siitiirler dayanikliliklar1 ve morfolojik 6zellik-
leri agisindan karakterize edildi. Taramali Elektron Mikroskobu (TEM) (Thermo Quattro S) ile
goriintiilendi ve siitiir yiizeyindeki HAp kristallerinin varlig1 degerlendirildi (Sekil 21).
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Sekil 21: Taramali Elektron Mikroskobu (TEM) (Thermo Quattro S).
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HAp kaplamasinin mekanik siirtinmeye dayanikliligiin degerlendirilmesine ydnelik
kaplanmus siitiirler 5 nu ethibond siitiir materyalinden sirasiyla 1, 2 ve 3 defa gecirilmesiyle K1,
K2 ve K3 (K-Kullanilmis) siitiir numuneleri elde edildi (Sekil 22). Morfolojik analizlerde
kaplanmus siitiir numuneleri (HA-Hidroksiapatit), kaplanmamus siitiir numuneleri (N-Normal)
ve K1, K2, K3 siitiir numuneleri, yiizeylerindeki kaplama tabakalari ve yiizey diizgiinliigii ile
birlikte porozite agisindan TEM kullanilarak analiz edildi. Ayrica TEM'e bagli Enerji Dagilimli
X-1511 Spektroskopisi dedektorii (EDS) ile her morfolojik analizden sonra siitiir ylizeyindeki

kaplamalarin adim adim elementel analizleri yapildi ve kaplama verimi degerlendirildi.

Sekil 22: TEM - EDS analizi i¢in siitiir numunesi hazirlanisi (A) HAp kaplanmis 2.0 nu siitiir
materyali ve 5 nu ethibond siitiir, (B, C) Kaplanmus siitiir materyalinin ethibond siitiir i¢cinden gegiril-
mesi, (D) TEM - EDS analizi i¢in incelenecek her siitiir grubundan 1’er cm’lik numunelerin hazirlan-

masi.
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IV.A.4.HAp Kaplanms Siitiirlarin in vitro Sitotoksisite Deneyi

HAp kaplanmis siitiir materyallerinin sitotoksisitesi, ‘Bengisu Kubasik, Development of
Hydroxyapatite Coated and Bioactive Orthopedic Sutures - Hidroksiapatit Kapli Ve Biyoaktif
Ortopedik Siitiirlerin Gelistirilmesi (Yiisek Lisans Tezi, Acibadem Universitesi, 2022) ipin ge-
listirilme stlirecinde CCK-8 canlilik testi araciligryla Mus musculus fibroblast hiicre hatlari
(ATCC CRL-2648) iizerinde degerlendirildi. Her kuyuya 10000 hiicre olacak sekilde hiicreler
96 kuyucuklu plakaya dortlii olarak 100 pL uygun kiiltiir ortamina ekildi ve 37 °C'de hiicrelerin
tamamen yapismasi i¢in 24 saat inkiibe edildi. Bu siire, hiicrelerin yiizeye tam olarak yapigsmasi
icin yeterliydi. Normal ve HAp kaplanmus siitiirler, 30 dakika kadar biyogiivenlik kabininde
UV 15181 ile sterilize edildi. Hazirlanan siitlir pargalari ile 37 °C'de 24 saat hiicreler muamele
edildi ve siitiirler ¢ikarilip kuyularin dibinde kalan yapismis hiicreler 100 uL. FBS ile iki kez
yikandi. Canli hiicre sayis1 belirlenmek iizere, 100 pL taze ortam iceren kuyulara 10 uL CCK-
8 reaktifi eklendi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, mikroplaka okuyucusu ile 450 nm'de ab-
sorbans degerleri 6l¢iildii. Tedavi edilmemis hiicrelerin bulundugu kontrol kuyusundaki degere

gore, goreceli sitotoksisite degerleri bir Excel belgesinde hesaplandi.
IV.B-Hayvan Deneyi Tasarimi

Deney Hayvanlar1 ve Gruplandirma Calismamizda Bezmialem Universitesi hayvan de-
neyleri laboratuvarindan temin edilen 16 adet Yeni Zelanda deney tavsani kullanildi. Denekler;
yaslar1 1,5 ile 2 yas arasinda, agirliklart 2,5 kg ile 3,2 kg arasinda ve erkek cinsiyet segildi.
Deney siiresince tiim denekler 12 saat giindiiz 12 saat gece olacak sekilde aydinlatma altinda,
%50-60 nem ve 20-24 °C derece oda sicakliginda tekli kafeslerde tutuldu. Standart laboratuvar

diyeti ve su ile ad libitum beslenme sekliyle beslendi.

Deneysel calismada Yeni Zelanda cinsi 16 adet tavsanin toplamda 32 uzvu kullanildi
(Tablo 1). Deneklerin anestezisi ksilazin HCL (Rhompun, Bayer, Istanbul) 10mg/kg doz, keta-
min HCL 35 mg/kg (Ketalar®, Eczacibasi, Istanbul) ve analjezi meloksikam 5mg/kg doz ile
saglandi. Cerrahi islem i¢in her tavsanin diz eklemindeki tiiyler anestezi altinda tiras edildi.

Her operasyon 6ncesi profilaktik sefazolin 50mg/kg antibiyoterapi uygulandi.

Tavsanlarin bilateral uzuvlari ekstraartikiiler KTT modeli olusturmak icin kullanildi ve
sag ekstansor dijitorum longus tendonlar1 deney grubu, sol EDL tendonlar1 kontrol grubu olmak

tizere gruplar belirlendi. Cerrahi islemde cilt, ciltalti gecildikten sonra EDL tendonlar1 saptandi
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ve femur orijininden ayrildi. Serbest tendon ucu serbest igne takilan loop yapilan siitiir mater-
yaliyle standart whipstitch teknigi kullanilarak dikildi ve hazirlandi. Tibia proksimalinde tibia-
nin uzun eksenine 30 derece ag1 ile lateral korteksten medial kortekse dogru 2 mm genisliginde
kemik tiineli olusturuldu. Tendon greftini kemik tiinelinden ¢ekmek i¢in bir serbest diiz igne
kilavuz olarak kullanildi ve greft, proksimal tibianin medialine gectikten sonra korteks {izerine
stitiir diigiimii ile sabitlendi (Sekil 23,24). Ameliyat sonrasi tiim deney hayvanlarina yara en-
feksiyonunu onlemek ve agri kontroliinii saglamak icin penisilin ve meloksikam uygulandi.

Deneklerin giiniibirlik yara bakimi, beslenme kontrolleri veteriner hekim kontroliinde saglandi.

Tablo 1. Hayvan deneyi ¢alisma plani

16 tavsan (32 uzuv)

16 tavsan (32 uzuv) ekstansor
dijitorum longus (EDL) tendonu ile

hazirlanacak

— T

Grup |: 16 Sag diz EDL tendonu

Grup II: 16 5ol diz EDL tendonu

(HA kapli polietilen stitur ile hazirlanan)

6. hafta | 6 hafta

(Normal polietilen sttur ile hazirlanan)

6. hafta lﬁ hafta

Grup I: 4 Sag uzuv (HA kaph siitur)

-4 uzuv histolojik degerlendirme

Grup 1: 4 Sol uzuv (Mormal siitur)

-4 uzuv histolojik degerlendirme

12.hafta | 6 hafta

Grup I: 12 Sag uzuv (HA kaph sttur)
-4 uzuv radyolojik degerlendirme
-4 uzuv biyomekanik degerlendirme

-4 uzuv histolojik degerlendirme

12.hafta l 6 hafta

Grup II: 12 Sol uzuv (Normal siitur)
- & uzuv radyolojik degerlendirme
- 4 uzuv biyomekanik degerlendirme

-4 uzuv histolojik degerlendirme
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Sekil 23: Ekstraartikiiler KTT modeli ve siitiir materyali ile tendonun hazirlanmasi. ‘Diaz MA, et
al.Whip-Lock Stitch Is Biomechanically Superior to Whipstitch for Semitendinosus Tendons. Arthrosc
Sports Med Rehabil. 2024 Jan 20;6(1):100853.” ve ‘Wong CC, et al. Augmentation of Tendon Graft-

Bone Tunnel Interface Healing by Use of Bioactive Platelet-Rich Fibrin Scaffolds. Am J Sports Med.
2020 May;48(6):1379-1388.’

Islem sonras1 6. haftada 4 tavsan — 8 uzuv , 12.haftada 12 tavsan — 24 uzuv (sag dizleri:
Grup 1, sol dizleri: Grup II) her grupta 4’ii biyomekanik olarak, 4’i radyolojik ve her gruptan
8’1 (6 ve 12. haftalarda 4’er tane olmak tizere) histolojik agidan degerlendirilmek iizere sakrifiye

edildi (Tablo 1). Sakrifikasyon uygulamasi yiiksek doz Thiopental Sodium (Pental, ibrahim
Etem Ulagay Ilag Sanayi Tiirk A.S.) ile sagland.



36

Sekil 24: Ekstraartikiiler KT1 modeli, tavsanda uygulanan cerrahi prosediir basamaklari.
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IV.C.Mikroskopik Degerlendirme

6 ve 12’nci haftada sakrifiye edilen tavsanlardan mikroskopik degerlendirme i¢in toplam
16 adet numune elde edilmistir. Sakrifikasyon sonrasi ilgili ekstremitelerin diz eklemlerinden
distaline kadar uzanacak sekilde cilt ciltalt1 ge¢ildi ve diz eklemi seviyesinden dezartikiilasyon
ve ayak bilegi superiorundan asil tendonu seviyesinden de gigli teli yardimiyla tibia osteotomisi
yapildi ve tibidaki kemik tiinel ve tendon grefti tiinel girisi seviyesinden korunarak numuneler-

den yumusak dokular ayrigtirtldi (Sekil 25).

Sekil 25: Mikroskopik degerlendirme i¢in hazirlanan numune gorselleri; (A) Anterior, (B) Pos-
terior, (C) Lateral, (D)Medial (Radyolojik degerlendirme i¢in de numune hazirligi ayni sekilde yapil-

mistir.).
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Dokularin fiksasyonu ve histolojik incelemeler i¢in dokular %10°luk formolde 2448 saat
bekletildi. Daha sonra kemik dokunun dekalsifikasyonu i¢in dokular, %10'luk nitrik asit i¢inde
kontrollii sekilde bekletildi. Nitrik asitin uzaklastirilmasi amaciyla 20 dakika akan musluk suyu
altinda yikandi. Sirasiyla %70, %80 ve %96’lik etil alkol serilerinde 20’ser dakika; ardindan 4
farkl1 aseton serisinde 20’°ser dakika tutularak dehidratasyon saglandi. Ardindan 30’ar dakika 2
farkli ksilene tabi tutuldu. Birer saatlik 2 kez yumusak parafin ile immersiyonu saglanan doku-
lar sert parafin bloklar igerisine gomiildii. Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) araciligi ile ak-
siyel ve sagital olmak iizere 5u kalinliginda kesitler alindi. Kesitlerin mikroskopik incelemesi

icin Hematoksilen Eozin ve Masson Trikrom ile boyama islemi gergeklestirildi.
IV.C.1.Hematoksilen Eozin Boyama Prosediirii

Kesitler parafinden uzaklastirmak i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde tutulduktan sonra 20-10-
10’ ar dakikalik etiiv igerisinde ti¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Dehidratasyon islemi i¢in azalan
alkol serilerinden gecirildi, kesitler distile su altinda 40 dakika tutulduktan sonra 10 dakika
hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. Son-
rasinda, fazla boyalarin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akan su altinda tutulan kesitler,
2 dakika Eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile bo-
yandi. Kesitler sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri absolii alkolden gecirildi ve seffaflastirma
amaciyla 20’ser dakika ti¢ ksilende tutulmanin ardindan entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt,

Germany) ile kapatildi.
IV.C.2.Masson Trikrom Boyama Prosediirii

Dokular ksilol, alkol ve su ile parafinden uzaklastirildi. Onceden 45°C’ye kadar 1sitilmus
%5’ lik (ferric ammonium sulphate) FeNH4(SO4) 2.12H20 i¢inde 5 dakika mordantlandi (renk
sabitlestirici). Cesme suyunda yikandiktan sonra Regaud’un hematoksilen soliisyonu i¢inde 5
dakika boyandi ve %95°lik alkolde yikandi. Pikrik alkolde diferansiye edildikten sonra da
cesme suyunda yikandi. Ponceau-asit fuksin soliisyonunda 5 dakika boyand: ve distile suda
yikama islemi yapildi. Preparat 5 dakika %1’lik sulu fosfomolibdik asitte diferansiye edildi.
Prepaarata Asetik anilin mavisi soliisyonu dokiildii, 5 dakika beklendi ve tekrar distile suda
yikandi. Preparat sirastyla 5 dakika %]1°lik sulu fosfomolibdik asitde tekrar birakildi, %1°lik
sulu asetik asitte 5 dakika birakildi ve absol alkolii takip eden %95’lik alkolde dehidrate edile-
rek yikandiktan sonra ksilol ile seffaflastirildi, balsam ile kapatildi.
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IV.C.3.Histolojik Goriintii Analizi

Histolojik degerlendirmeler uzman bir patolog ve bir ortopedist tarafindan randomize kor
olarak yapildi. Elde edilen kesitlerin x40 ve x200 biiyiitmeleri degerlendirildi. Bu biiylitmeler-

deki goriintiiler dijital ortama aktarildi.
a.Histomorfometrik Degerlendirme

Histomorfometrik degerlendirmeler, her numune igin uygun kesitlerde x40 biiyiitmede
elde edilen dijital goriintiiler iizerinden ImageJ (Bharti Airtel Ltd 1.8.0, Windows) agik kaynak
programu kullanilarak tendon ¢evresindeki kemik ve FiZ alanlarinin ve derinliklerinin oranlar:

ile tendon ¢evresindeki kemiklesme yiizdeleri deger olarak belirlendi.
b.KTi Karakterizasyonu

Histolojik olarak uygun kesitlerdeki x200 biiyiitmedeki dijital goriintiiler FiZ ekstraselii-
ler matriks, kolajen lifleri ile Sharpey liflerinin varlig1 ve yogunlugu, intertrabekiiler bosluklar
dolduran kemik doku biiyiimesi ve FiZ - kemik arayiiziindeki sklerotik doku olusumu deger-
lendirildi.

KTB’nin direkt veya indirekt tip olup olmadigin1 degerlendirmek i¢in histolojik goriintii-
lerde KTI karakterizasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Bu sebeple Jang ve ark. KTI karak-
terizasyonuna yonelik gelistirdikleri puanlama sistemindeki kriterler kullanilarak gruplarin
6’nc1 hafta ve 12’°nci hafta histolojik goriintiilerinde KTA’daki hiicrelerin olgun kikirdak hiicre
icerigine gore morfolojisi, Sharpey benzeri liflerin yogunluguna goére hiicre dis1 matriksin ya-
pist, tendonu gevreleyen fibrokartilaj dokunun genisligi ve KTA dokusunun gegis belirsizligine
gore degerlendirildi (135). Puanlama sistemindeki tendon ¢evresi matriksin imiinhistokimyasal
olarak tip II kolajen boyanma miktar1 ¢alismamizda imiinohistokimyasal boyama kullanmadi-

gimi1z i¢in degerlendirilmemistir.
IV.D.Radyolojik Degerlendirme

12. haftada sakrifiye edilen tavsanlardan radyolojik degerlendirme i¢in toplam 8 adet nu-
mune elde edilmistir. Sakrifikasyon sonrasi ilgili ekstremitelerin diz eklemlerinden distaline
kadar uzanacak sekilde cilt ciltalt1 gegildi ve diz eklemi seviyesinden dezartikiilasyon ve ayak

bilegi superiorundan asil tendonu seviyesinden de gigli teli yardimiyla tibia osteotomisi yapildi.
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Tibidaki kemik tiinel ve tendon grefti tiinel girisi seviyesinden korunarak numunelerden yumu-

sak dokular ayristirildi.

Kati numunelerin farkli yogunluktaki bilesenlerinin yiiksek ¢oziiniirliikte, tahribatsiz bir
sekilde 3 boyutta incelenmesine imkan veren bir goriintiileme teknigi olmasi ve doku diseksi-
yonuna gerek kalmadan morfolojik yapilardan yiiksek ¢6ziiniirliikte ve mikroskobik inceleme
detayinda goriintiiler elde edilebilmesine olanak saglamasindan Gtiirii radyolojik degerlendir-
mede kullandigimiz gériintiileme cihazi mikro-BT oldu. Calismamizda, gruplar arasi radyolo-
jik olarak KTI modelinin degerlendirilmesi Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi

Mikro-BT Laboratuvarinda yapildu.

Numuneler 80kVp, 125mA, Al filtre, 22 um piksel boyutu ve 0,2 adimda rotasyon ayar-
larinda yiiksek ¢oziintirliiklii mikro-BT sistemi (Bruker Skyscan 1275, Kontich, Belgika) kul-
lanilarak taranmistir (Sekil 26). Tarama siiresi yaklasik 1 saattir. Halka artefaktlarini en aza
indirmek i¢in her taramadan 6nce dedektdriin hava kalibrasyonu gerceklestirilmistir. Her nu-
mune 5 dakikalik bir entegrasyon siiresi i¢inde 360° dondiiriilmiistiir. Her numune, ayni tarama

parametreleriyle ¢calismanin standardizasyonunu saglamak i¢in iki kez taranmaistir.

Sekil 26: Yiiksek ¢oziintrlikli Mikro-BT sistemi (Bruker Skyscan 1275, Kontich, Belgika).
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1V.D.1.Mikro-BT Goriintii Analizi

Numunelerin goriintiilenmesi ve kantitatif 6lgtimleri aksiyal, iki boyutlu (2B), 1000 x
1000 piksel goriintiiler saglayan NRecon (ver. 1.6.10.4, SkyScan, Bruker, Billerica, MA; ABD)
ve BT-analiz yazilimi (CTAn, ver. 1.17.7.2, SkyScan, Bruker, Billerica, MA, ABD) program-
lar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Yeniden yapilandirma parametreleri i¢in halka artefakti
diizeltmesi ve yumusatma sifira sabitlenmistir. Isin artefakt diizeltmesi %38 olarak ayarlanmis-
tir. Kontrast limitleri SkyScan'in talimatlarina gére uygulanmigtir. NRecon yazilimi kullanila-
rak, tarayici tarafindan elde edilen goriintiiler 2 boyutlu dilimleri gosterecek sekilde yeniden
yapilandirilmistir. Toplamda, tiim numunelerin toplam hacimlerinden yaklasik 450 ila 700 ke-

sitsel goriintii yeniden yapilandirilmistir.

3 boyutlu voliimetrik gorsellestirme ve hacim 6l¢timii igin CTAn yazilimi (SkyScan, Bru-
ker, Billerica, MA, ABD) kullanilmigtir. Rekonstriiksiyondan sonra ilgili bolgeler (VOI) CTAN
yazilimi kullanilarak ¢izilmistir. VOI'ler tiim tiineller boyunca uzanmakta olup CTAn 2D/3D
(Bruker Micro-CT, Bruker, Billerica, MA SA) ile hesaplanan parametreler tiinel girisinde, or-
tasinda ve ¢ikisinda ¢evresel lineer degerlerin (um) ortalamasini, tiinel i¢cindeki tendon gevre-
sinde olusan kemik dokusunun hacmini (U®) ve tendon ¢evresinde olusan kemik dokusunun

arayiizey alanmi (U?) icermistir.

Ayrica CTAn yazilimi veri setlerinin Hounsfield birimleri (HB) ve mineral yogunlugu
(MY) olgeklerine entegre bir sekilde kalibre edilmesini saglamistir. Bu amagla, kalibrasyon
olgtimleri i¢in 0,25 ve 0,75 g/cm3 kalsiyum hidroksiapatit (CaHAp) mineral konsantrasyonla-
rina sahip iki farkli konik MD (fantom) ¢cubugu kullanilmistir.

Numuneler ve MD fantom gubuklari kalibrasyon taramasi i¢in ayni tiiplere yerlestirilmis-
tir. Bu da yogunluk degerinin her bir tarama i¢in bagimsiz olarak kalibre edilmesini saglamistir.
Taramadan sonra gri tonlama degerleri, iki fantom ¢ubuktan elde edilen gri tonlama degerlerine
dayanan dogrusal bir kalibrasyon egrisi ile mineral yogunlugu degerlerine doniistiiriilmiistiir.
Tiinel i¢indeki tendon ¢evresinde olusan kemik dokusunu diger dokulardan ayirmak i¢in uygun
bir esik gereklidir. Bu nedenle, CTAn yazilimi kullanilarak global bir esikleme uygulanmistir;
tlim prosediir ayn1 yazilim kullanilarak yar1 otomatik olarak gergeklestirilmistir. Tendon ¢evre-
sinde olusan kemik dokunun mineral yogunlugunu 3B hacimlerde analiz etmek i¢in orijinal
gri tonlamal1 goriintiiler giiriiltii azaltma amaciyla Gauss algak gegiren filtre ile islenmis ve

otomatik segmentasyon esigi kullanilmistir. Sadece siyah/beyaz piksellerden olusan bir goriintii
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elde etmek icin gri seviye araliginin islendigi bir esikleme (binarizasyon) islemi uygulanmustir.
Her bir kesit i¢in mineral yogunlugunu analiz etmek {izere biitiiniiyle tek bir nesneyi i¢eren bir

ROI secilmistir. Her numune igin nihai kemik mineral yogunlugu (g/cm?®) hesaplanmistir.

Yeniden yapilandirilan goriintiiler ayrica gorsellestirme i¢in SkyScan CTVox'ta (ver.
3.3.0, SkyScan, Bruker, Billerica, MA, ABD) islenmistir. Tiim rekonstriiksiyonlar, 75 Hz'de
2048 x 2560 ¢oziinirliige ve 0,17 mm nokta araligina sahip, 11,9 bit ile ¢alisan 0,3 ing diiz
panel renkli aktif matris TFT medikal ekran (NEC MultiSync MD215MG, Miinih, Almanya)
ile yapilmustir.

IV.E.Biyomekanik Degerlendirme

Bag ve tendonlarin 6ncelikli fonksiyonu gerilme kuvvetlerini iletmek oldugundan, bu do-
kularin biyomekanik deneysel ¢alismalar1 tek eksenli gerilimde ¢ogunlukla gergeklestirilir.
Izole olarak bag ve tendon dokusunun degerlendirilmesi, bircok sebepten &tiirii dogal olarak
zordur (6rnegin, numunenin klempe saglam tespit edilememesi, Stres yogunlasma noktalari,
dokularin boy olarak kisaligi). Bag veya tendon dokularinin kemik girigleri saglam birakilarak
(6rnegin, kemik-bag-kemik kompleksi) ¢ekme testleri gergeklestirilmistir. Bu testten, kemik
bag-kemik kompleksi veya kas-tendon-kemik kompleksi i¢in dogrusal olmayan (yukari dogru
icbiikey) bir yiik - uzama egrisi elde edilebilir. Doku kompleksinin yapisal 6zelliklerini gosteren

bu egri sertlik, kopma kuvveti, kopma deplasmani gibi parametreleri anlamamizi saglar.

12. haftada sakrifiye edilen tavsanlardan biyomekanik degerlendirme i¢in toplam 8 adet
numune elde edilmigstir. Sakrifikasyon sonrasi ilgili ekstremitelerin diz eklemlerinden distaline
kadar uzanacak sekilde cilt, ciltalt1 gegildi ve diz eklemi seviyesinden dezartikiilasyon ve ayak
bilegi superiorundan asil tendonu seviyesinden de gigli teli yardimiyla tibia osteotomisi yapildi.
Tibidaki kemik tiinel ve tendon grefti tespitinden sonra greftin muskiiloz pargas: disseke edildi
(Sekil 28). Diseksiyon sonrasinda kalan yumusak dokular numuneden ayristirildi. Akabinde
numunelerin disseksiyonunun yapildigi ayni giin numuneler biyomekanik test i¢in 2 no ethi-
bond siitiir yardimiyla greftin muskiiléz pargasi hazirlandi. Numunelerin kemik parcasi cam
macun yardimiyla daire seklindeki plastik yuvalara proksimal metafizodiyafizer kisimlari
acikta olacak sekilde gomiildii. Muskiil6z parcadan gegirdigimiz ipin serbest ucu loop yapildi
ve ¢ekme testinin {ist ucunu olusturacak sekilde biyomekanik cihazinin yiik hiicresine entegre
edilmis olan makaradan gecirildi. Numunelerin kemik pargasi ise ¢ekme testinin alt ucunu olus-

turacak sekilde plastik yuvalarin biyomekanik cihazinin metal yuvasina sikistirilmasi suretiyle



43

sabitlendi. Ardindan tiinele paralel olacak sekilde aksiyel ¢ekme testinin yapilabilmesi i¢in nu-

munelerin pozisyonu ayarlandi (Sekil 29).

Sekil 27: INSTRON (MTS —Bionix Il); biyomekanik ¢ekme testi yapilan cihaz.

Calismamizda da gruplar aras1 biyomekanik olarak KTI modelinin yapisal 6zellikleri kar-
silastirilmast icin Istanbul Teknik Universitesi Makine Miihendisligi Fakiiltesi Mukavemet La-
boratuvarinda MTS 858 Mini Bionix 1l (Model No:359 XX Serial No: 10189576) cihazinda
cekme testi yapildi (Sekil 27). Biyomekanik ¢ekme testleri tendon tizerinden 0,1 mm/sn hizla
lineer cekme kuvveti uygulanarak gerceklestirildi ve ESIT SPA 20 yiik hiicresi (load cell) ile
tek noktadan ¢ekim kuvvet verisi 6lgiildii. Deplasman verisi ise MTS LVDT Transducer (Serial
No: 10188729) araciligiyla kaydedildi. Kopma kuvveti (Newton - N), kopma deplasman: (mm)
ve sertlik(N/mm) degerleri kaydedildi. Ayrica kas-tendon-kemik kompleksinin uygulanan

cekme testi sonrasinda hangi seviyesinde kopma oldugu kayit altina alindi.
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IV.F.istatistiksel Analiz

Istatistiksel SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) programinin 29.0 versiyonu
(IBM, Armonk, NY, USA) ger¢eklestirildi. Ekstraartikiiler KTI modelinde HAp kapl siitiir
(Grup | — Deney Grubu) ve normal siitiir (Grup II — Kontrol Grubu) ile cerrahi prosediir uygu-
lanan gruplar arasi karsilagtirmalar bagimli t-test kullanilarak yapildi. Zaman ve grubun histo-
morfometrik degerlendirmeler tizerindeki anlamli etkisini belirlemek i¢in tekrarli 6l¢iimlerde 2
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. P degerinin 0.05’in altinda olmas1 anlamli kabul
edildi.

Sekil 28: Biyomekanik degerlendirme i¢in hazirlanan numune gorselleri; (A) Anterior, (B) Ke-

mik-tendon-kas kompleksi , (C) Tendon intakt (anterior) , (D)Tendon intakt (lateral).
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Sekil 29: Kemik-tendon-kas kompleksi ile hazirlanan biyomekanik test diizenegi gorselleri.
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V.BULGULAR

V.A.HAp Kaplama Prosediirii Bulgular
V.A.1.HAp Kaplanmis Siitiir Materyallerinin Morfolojik Analizi

Normal ve HAp kaplanmus siitiir materyalleri tizerindeki TEM gozlem sonuglari deger-
lendirildiginde normal siitiir materyali yiizeyinin piiriizsiiz oldugu goriilmiistiir (Sekil 30). Kap-
lanmus siitiir materyallerinde ise HAp partikiilleri siitiiriin ylizeyinde diizgiin bir sekilde birik-
mis ve sitiiriin her tarafini saran bir katman olusturmustur (Sekil 31). Ayrica mekanik stirtiin-
meye dayaniklilik degerlendirmesine yonelik elde ettigimiz K1, K2, K3 siitiir materyallerinin
TEM gozlem sonuglarinda da HAp parikiillerinin siitiiriin yilizeyinde diizgiin bir sekilde biriktigi

ve siitliriin her tarafini saran bir katman olusturdugu gorildi (Sekil 32-34).

Sekil 30: ‘N’ siitlir numunesinin TEM gorintiileri (A) 65x bliylitme, frontal, (B) 500x biiyiitme,
(C) 1200x biiyiitme, (D)250x biiyiitme, aksiyel.
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Sekil 31: ‘HA’ siitiir numunesinin TEM goriintiileri (A) 250x biiyiitme, (B) 500x biiyiitme, (C)
500x biiyiitme, (D) 1000x biiyiitme, (E) 5000x biiyiitme, (F) 40000x biiyiitme. Jelatin siitiiriin her tara-

fin1 saran bir katman olusturmus (beyaz oklar), HAp kristallerinin siitiir ylizeyindeki birikimi (siyah
oklar).



Sekil 32: ‘K1’ siitiir numunelerinin TEM gorintiileri (A-B) 250x - 2000x biiyiitme, 1’inci ug, (C-
D)) 250x - 2000x biiylitme, Orta, (E-F) ) 250x - 2000x biiyiitme, 2’nci ug. Jelatin siitiiriin her tarafint

saran bir katman olusturmus (beyaz oklar), HAp kristallerinin siitiir yiizeyindeki birikimi (siyah oklar).



Sekil 33: ‘K2’ siitiir numunelerinin TEM gorintiileri (A-B) 250x - 1000x biiyiitme, 1’inci ug, (C-
D) ) 500x - 2000x biiyiitme, Orta, (E-F) ) 500x - 1000x biiyiitme, 2’nci ug. HAp kristallerinin siitiir

yiizeyindeki birikimi (siyah oklar).
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Sekil 34: ‘K3’ siitiir numunelerinin TEM goriintiileri (A-B) 250x - 1000x biiyiitme, 1’inci ug, (C-
D) ) 500x - 2000x biiyiitme, Orta, (E-F) ) 500x - 1000x biiyiitme, 2’nci ug¢. HAp kristallerinin siitiir
yiizeyindeki birikimi (siyah oklar).
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V.A.2. HAp Kaplanmis Siitiir Materyallerinin Karakterizasyonu

Element Kiitle %  Atomik %  Hata %
CK 77.26 84.89 9.52
N K 6.04 5.69 55.32
oK 597 493 17.77
NaK 1.34 0.77 15.32
SK 7.06 2.90 5.14
CIK 1.16 0.43 2122
CakK 1.18 0.39 26.70
162K
144K
126K
108K
90K
72K a
54K( | S
36k{} ca
18K ILN
OK-Clo Na‘ s d Ca
0.0 13 2.6 39 5.2 6.5 7.8 9.1 104 117 13.0
74 Cnts 2.310 keV Det: Element-C2B Lock Map/Line Elements

Sekil 35: N siitiir numunesinin TEM araciligiyla elde edilen EDS analiz soniuglart.
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Stitiir numunelerinin kaplamaya yonelik elementel bilesim analizi TEM - EDS ile deger-

lendirilmistir. Sekil 35 normal siitiir numunesinin EDS analizi olup Sekil 36-39’daki HAp

kaplanmis siitiir numunelerini saran inorganik katmani temsil eden spektrumlardir.

Element Kitle%  Atomik % Hata %

CK 73 785 42
OK 262 212 1356
PK 03 01 E24
Calk 05 02 393

3.90K

C

3.51K

3.12K

2.73K

2.34K

1.95K

1.56K

1.17K

0.78K

0.39K

5 Ca Ca
0.00K =
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

0

Cnts 0.000 keV Det: Element-C2B

Sekil 36: HA siitiir numunesinin TEM araciligtyla elde edilen EDS analiz sonuglari.
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Kitle%  Atomik % Hata %
852 914 46

3.0UN]
3.42K
3.04K
2.66K
2.28K
1.90K
1.52K
1.14K]
0.76K

0.38K o

P Ca
0.00K ;-A - U — " . o .
0.00 0.67 134 201 2,68 335 4.02 469 5.36 6.03

0 Cnts 0.000 keV Det: Element-C2B

Sekil 37: K1 siitlir numunesinin TEM araciligiyla elde edilen EDS analiz sonuglari.
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Element Kutle%  Atomik % Hata %

CK 857 89.7 34
PK 06 02 136

3.06K

2.72K

2.38K

2.04K

1.70K

1.36K

1.02K

0.68K

0.34K (o]

0.00K T, EEIRR——..
0.00 0.67 134 201 2.68 335 4.02 4.69 5.36 6.03

0 Cnts 0.000 keV Det: Element-C2B

Sekil 38: K2 siitliir numunesinin TEM aracilifiyla elde edilen EDS analiz sonuglari.



Element Kiitle %  Atomik % Hata %

CK 829 881 39
PK 11 05 175

2.80K

2.52K

2.24K

1.96K

1.68K

1.40K

112K

0.84K

0.56K

0.28K

P Ca Ca
= ey = - - - —

00 0.67 134 201 2.68 335 4.02 4.69 5.36 6.03

0.00K
0.

0 Cnts 0.000 keV Det: Element-C2B

Sekil 39: K3 siitiir numunesinin TEM araciligiyla elde edilen EDS analiz sonuglari.



56

V.A.3.HAp Kaplanmus Siitiir Materyallerinin In vitro Sitotoksisite Deneyi

150.00

137.04
129.28

100.00

% Hocre Canhihidi

50.00

0.00
Marmal Sitir Hap Kaplanmig Sitdr Hicre KOra

Grafik 1: 1L.929 fare fibroblast hiicre kiiltiiriine kars1 in vitro sitotoksisite deney sonuglari.

V.B.Mikroskopik Bulgular
V.B.1.KTA’min Histomorfometrik Degerlendirmesi

Ekstraartikiiler KTI modelinde HAp kaplu siitiir (Grup I — Deney Grubu) ve normal siitiir
(Grup Il — Kontrol Grubu) ile cerrahi prosediir uygulanan gruplar histomorfometrik olarak de-
gerlendirilmis ve karsilastirilmistir. Tendon ¢evresi kemiklesme miktarinin yiizde deger olarak
degerlendirilmesiyle elde edilen erken donem (6’nc1 Hafta) sonuglarda Deney Grubunun yiiz-
desel kemiklesme miktar1 (89.174+5.97) Kontrol Grubu yiizdesel kemiklesme miktarindan
(29.66+10.05) istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek (p=0.012) bulundu. Ge¢ dénem (12’°nci
Hafta) sonuglarda ise Deney Grubunun yiizdesel kemiklesme miktar1 (83.81+5.61) Kontrol
Grubu yiizdesel kemiklesme miktarindan (51.6+30.21) daha yiiksek bulundu fakat bu yiikseklik
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.144). Tendon g¢evresi KTA degerlendirilmesinde alan
dlciimiiyle yapilan kemik bolge ve FIZ oranlamasi ile elde edilen erken dénem (6’nc1 Hafta)

sonuglarda Deney Grubunun kemik/FIZ alan orani (1.24+0.14) Kontrol Grubu kemik/FiZ alan
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oranindan (0.45+0.18) istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek (p=0.011) bulundu. Ge¢ dénem
(12°nci Hafta) sonuglarda da Deney Grubunun kemik/FiZ alan oran1 (2.07+0.47) Kontrol Gru-
bun kemik/FIZ alan oranindan (0.74+0.11) istatistiksel olarak anlaml1 daha yiiksek (p=0.013)
bulundu. Tendon g¢evresi KTA degerlendirilmesinde derinlik 6l¢iimiiyle yapilan kemik bolge
ve FIZ oranlamasi ile elde edilen erken dénem (6’nc1 Hafta) sonuglarda Deney Grubunun ke-
mik/FiZ derinlik oram (1.12+0.18) Kontrol Grubu kemik/FIZ derinlik oranindan (0.46+0.26)
istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek (p=0.022) bulundu. Geg¢ donem (12’nci Hafta) sonug-
larda da Deney Grubunun kemik/FiZ derinlik oran1 (1.87+0.42) Kontrol Grubu kemik/FIZ de-
rinlik oranindan (0.71+0.21) istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek (p=0.017) bulundu. Tek-
rarli 6l¢timler i¢in 2 yonlii varyans analizi testi sonucunda tendon ¢evresi yiizdesel kemiklesme
miktar1 degerlendirmesinde grup (p=0.149), zaman (p=0.248) ve grup x zaman (p=0.077) etkisi
istatistiksel olarak anlamli degildi. Tendon g¢evresi KTA degerlendirmesinde alan 6l¢iimiiyle
yapilan kemik/FIZ alan oranlamasinda ise grup (p=0.004) etkisi istatistiksel olarak anlaml1 bu-
lundu, zaman (p=0.104) ve grup x zaman (p=0.311) etkisi istatistiksel olarak anlamli degildi.
Tendon gevresi KTA degerlendirmesinde derinlik l¢iimiiyle yapilan kemik/FiZ derinlik oran-
lamasinda da grup (p=0.025) etkisi istatistiksel olarak anlamli bulundu, zaman (p=0.136) ve
grup x zaman (p=0.285) etkisi istatistiksel olarak anlamli degildi. Tablo 2’de histomorfometrik

degerlendirmeler, 6’nc1 ve 12°nci hafta gruplar arasi karsilastirmalar 6zetlenmistir.
V.B.2.KTI Karakterizasyonu

Ekstraartikiiler KT1 modelinde HAp siitiir (Grup I — Deney Grubu) ve normal siitiir (Grup
Il — Kontrol Grubu) ile cerrahi prosediir uygulanan gruplarin literatiirde yer alan parametreler
dogrultusunda KTI’nin karakterizasyonu yapilmistir. Calismamizda yapilan 6’nc1 hafta histo-
lojik degerlendirmesinde Kontrol Grubunda fibrokartilaj tabaka goriilmedi, kondrosit hiicreleri
veya sharpey lifleri goriilmedi, ancak Deney Grubunda ise yer yer fibrokartilaj tabakaya rast-
land1, matiir kondrosit hiicreleri goriilmedi fakat diizensiz sharpey lifleri fibrokartilaj tabaka
goriilen yerlerde mevcuttu. Ayrica tendona dogru biiyiiyen kemik miktar1 belirgin olarak Deney
Grubunda daha fazlayd: ve interdijitasyonlar Kontrol Grubuna kiyasla daha yogundu. Tidemark
Deney grubunda histolojik kesitlerde az da olsa goriilebildi, kontrol grubunda ise hig¢ rastlan-
madi. 12°nci hafta histolojik degerlendirmesinde ise Deney Grubundaki diizensiz sharpey lifle-
rinin daha diizenli hale geldigi ve siklastig1 goriildii, fibrokartilaj tabaka goriilen yerlerde kond-
rosit hiicrelerine rastlanmaya baslandi fakat kalsifikasyon goriilmedi. Ayrica tendona dogru bii-

yiliyen kemik c¢evresel olarak 6’nc1 haftaya gore daha artmasa da alan olarak daha fazla oldugu
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gorildii, interdijitasyonlarin artmadigi anlasildi ve hatta skleroze olan kemikle beraber interdi-
jitasyonlarin daha az yogun oldugu goriildii. Kontrol grubunda ise fibrokartilaj tabakalar gortil-
meye baglansa da Sharpey lifleri diizensiz bir sekilde yer yer goriildii ve kondrosit hiicreleri
goriilmedi. Tendona dogru biiyliyen kemik miktarmin arttigi, interdijitasyonlarda belirgin bir
degisikligin olmadig1 goriildii. 6’nc1 haftada tendondan kemige gecis genel olarak bakildiginda
Deney Grubunda Kontrol Grubuna kiyasla daha belirsizdi fakat 12’nci haftadaki degerlendir-
melerde Deney Grubu tendondan kemige gegis olarak en belirsiz goriintiiye sahipti, Kontrol
Grubunda ise 6’nc1 haftaya kiyasla belirgin bir degisiklik olmadi (Sekil 40-43).

Tablo 2. Histomorfometrik degerlendirmelerde 6’nc1 ve 12°nci hafta gruplar arasi karsilastirmalar.

Yiizde (Cevresel Kemik) Alan (Kemik/Fiz) Derinlik (Kemik /Fiz)
6' nci 12' nci 6' nci 12' nci 6' nci 12' nci
Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta

Ortalama (SS)

Grup | 89.17 83.81 1.24 2.07 1.12 1.87
(Deney Grubu) +5.97 15.61 +0.14 +0.47 +0.18 +0.42
Grup Il 29.66 51.6 0.45 0.74 0.46 0.71
(Kontrol Grubu) +10.05 +30.21 1+0.18 +0.11 +0.26 +0.21

Deney ve Kontrol

. . p=0.012** =0.144 =0.011** =0.013** =0.022** =0.017**

Grubu*; p degeri p=0.0 p=0 p=0.0 p=0.013 p=0.0 p=0.0

Vv

Ai;‘l'f’zrl‘:** Grup: 0.149 Grup: 0.004** Grup: 0.025**
degeri ! Zaman: 0.248 Zaman: 0.104 Zaman: 0.136

pdes GrupxZaman: 0.077 GrupxZaman: 0.311 GrupxZaman: 0.285

’

*Bagimli t test istatistiksel yontemi uygulandi, **p <0.05 istatistiksel olarak anlamlidir,

***Tekrarlayan olciimlerde 2 yonlii varyans analizi, FIZ: fibréz interzon, SS: standart sapma
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- - - .7\\
RSP, S Y YT

Sekil 40: Grup I (Deney Grubu) 6’nc1 hafta histolojik goriintiileri. S: siitiir, T: tendon, F: fibroz
interzon, K: kemik, interdijitasyon alanlar1 (beyaz oklar), daginik fibréz dokuda yer yer géziiken Shar-
pey lifleri (Siyah oklar), F’de tendondan kemige geg¢isin belirsizlesmeye basladigi goriiliiyor, sol — He-
matoksilen eozin (HE) boyama, sag — Masson trikrom boyama.



Sekil 41: Grup II (Kontrol Grubu) 6’nc1 hafta histolojik goriintiileri. S: siitiir, T: tendon, F: fibroz

interzon, K: kemik, F’de tendondan kemige gecis belirgin goriinmekte ve F dokusu ¢ok daginik ve bos-
luklu, interdijitasyonlar ve Sharpey lifleri yok, kemik dokumu olusumu az, sol — Hematoksilen eozin
(HE) boyama, sag — Masson trikrom boyama.



Sekil 42: Grup I (Deney Grubu) 12°nci hafta histolojik goriintiileri. . S: siitiir, T: tendon, F: fibroz

interzon, K: kemik, F’de tendondan kemige gecis oldukca belirsiz goriinmekte ve F dokusu diizenli ve
yogun, Sharpey liflerinin siklif1 fazla ve diizenli (siyah oklar), yeni kalsifiye kemik dokusu olusumu
(sar1 oklar), kemik doku skleroze yogun, interdijitasyonlar azalmis, sol — Hematoksilen eozin (HE) bo-

yama, sag — Masson trikrom boyama.



Sekil 43: Grup II (Kontrol Grubu) 12’nci hafta histolojik goriintiileri. S: siitiir, T: tendon, F: fibroz

interzon, K: kemik, F’de tendondan kemige gecis nispeten belirsiz goriinmekte ve F dokusu daginik ve
bosluklar igeriyor, interdijitasyonlar az ve Sharpey lifleri ¢ok az, kemik doku olusumu belirgin, sol —
Hematoksilen eozin (HE) boyama, sag — Masson trikrom boyama.
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V.C.Radyolojik Bulgular

Ekstraartikiiler KTT modelinde HAp siitiir (Grup I — Deney Grubu) ve normal siitiir (Grup
Il — Kontrol Grubu) ile cerrahi prosediir uygulanan gruplar mikro — BT kalibrasyon taramalari
ve 3 boyutlu voliimetrik gorsellestirme, hacim Slglimleri ile degerlendirilmis ve karsilastiril-
mustir (Sekil 44-47). Kalibrasyon taramalar1 sonrasinda BT — analiz yazilimi aracilifiyla elde
edilen KMY (g/cm?®) sonuglarida Deney Grubunun KMY degeri (2.09+0.41) Kontrol Grubu
KMY degerinden (1.35+0.36) istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek (p=0.037) bulundu. 3 bo-
yutlu voliimetrik gérsellestirme sonrasinda tiinel girisinde, ortasinda ve ¢ikisinda 6l¢iilen tiine-
lin ¢evresel lineer degerlerinin (um) ortalamasi sonuglarinda da deney grubunun ortalama tiinel
cevresi (1551+49.6) Kontrol Grubu ortalama tiinel ¢evresinden (1707.6+42.38) istatistiksel ola-
rak anlamli daha diisiik (p=0.004) bulundu. Ayrica 3 boyutlu voliimetrik gorsellestirme, hacim
dlciimleri sonrasinda tiinel iginde Olusan yeni kemik dokusunun toplam VOI kemik hacmine
oranlamastyla elde edilen yeni kemik hacim orani (%) sonuglarinda ise Deney Grubunun yeni
kemik orani (26.51+11.24) Kontrol Grubu yeni kemik oranindan (21.1145.48) daha yiiksek bu-
lundu fakat istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.182); yiizey alan 6lgiimleri sonrasinda tiinel
i¢inde olusan yeni kemik dokusunun arayiizey alaninin toplam VOI kemik yiizey alanina oran-
lamasiyla elde edilen arayiizey orani (%) Deney Grubunun arayiizey orani (18.13+5.64) Kontrol
Grubu arayiizey oranindan (14.47+1.54) daha yiiksek bulundu fakat istatistiksel olarak anlamli
degildi (p=0,168). Tablo 3’te radyolojik degerlendirmeler, 12’nci hafta gruplar aras1 karsilas-

tirmalar 6zetlenmistir.

Tablo 3. Radyolojik degerlendirmelerde 12°nci hafta gruplar arasi karsilagtirmalar

KMY Tiinel Yeni Kemik Hacim  Yeni Kemik Arayiizey
(g/cm?®) Cevresi (um) Oram (%) Alan Oram (%)
Ortalama (SS)
Grup | 2.09 1551 26.51 18.13
(Deney Grubu) 10.41 1+49.60 111.24 15.64
Grup I 1.35 1707.6 21.11 14.47
(Kontrol Grubu) +0.36 +42.38 15.48 +1.54
p=0.037* p=0.004* p=0.182 p=0.168

Bagimli t test istatistiksel yontemi uygulandi, *p <0.05 istatistiksel olarak anlamlidir,

SS: standart sapma, KMY: kemik mineral yogunlugu
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Sekil 44: Grup I (Deney Grubu) 12°nci hafta mikro — BT gortntiileri (A-B) sagital, (C-D) koro-

nel, (E-F) aksiyel kesitler. Ttinel ¢evresi kalsifikasyon alanlar1 (beyaz oklar).
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Sekil 45: Grup II (Kontrol Grubu) 12’nci hafta mikro — BT goriintiileri (A-B) sagital, (C-D) ko-

ronel, (E-F) aksiyel kesitler. Tiinel ¢evresi kalsifikasyon alanlar1 (beyaz oklar).
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Sekil 46: Grup I (Deney Grubu) 12’nci hafta mikro — BT 3 boyutlu goriintiileri.
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Sekil 47: Grup II (Kontrol Grubu) 12°nci hafta mikro — BT 3 boyutlu goriintiileri.
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V.D.Biyomekanik Bulgular

Ekstraartikiiler KT1 modelinde HAp siitiir (Grup I — Deney Grubu) ve normal siitiir (Grup II —
Kontrol Grubu) ile cerrahi prosediir uygulanan gruplarin KT1 yapisal 6zellikleri gekme testi ile biyome-
kanik olarak degerlendirilmis ve karsilastirilmistir. Cekme testi sonucunda Deney Grubu numunelerinin
tamami1 kemik — tendon bileskesinden koparken, Kontrol Grubu numunelerinden 1’1 kemik - tendon
bileskesinden koptu ve digerleri tiinelden siyirildi. Cekme testi ile elde edilen nihai kuvvet (N) sonug-
larinda Deney Grubunun nihai kopma kuvveti (23.91+15.03) Kontrol Grubu nihai kopma kuvvetinden
(29.63+15.25) daha diisiik bulundu fakat istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.069). Nihai kopma
kuvveti kadar ¢ekme yapildiginda meydana gelen deplasman (mm) miktar1 sonuglarinda da Deney Gru-
bunun deplasmani (10.83+4.86) Kontrol Grubu deplasmanindan (12.6+4.58) daha diisiik bulundu fakat
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.148). Lineer yiiklenme anindaki 6l¢iilen sertlik (N/mm) sonug-
larinda ise Deney Grubunun sertligi (4.22+1.33) Kontrol Grubu sertliginden (3.18+0.76) istatistiksel
olarak anlaml daha yiiksek (p=0.044) bulundu. Tablo 4’te KTI yapisal 6zelliklerinin biyomekanik so-

nuglari, 12’nci hafta gruplar arasi karsilagtirmalar 6zetlenmistir.

Tablo 4: KTI yapisal 6zelliklerinin 12°nci hafta gruplar aras1 biyomekanik karsilastirmalar.

Kopma Kuvveti (N) Deplasman (mm) Sertlik (N/mm)
Ortalama (SS)
Grup | 23.91 10.83 4.22
(Deney Grubu) +15.03 +4.86 +1.33
Grup Il 29.63 12.6 3.18
(Kontrol Grubu) +15.25 +4.58 +0.76
p=0.069 p=0.148 p=0.044*

Bagimli t test istatistiksel yontemi uygulandi, *p <0.05 istatistiksel olarak anlamlidir,

SS:standart sapma
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VI.TARTISMA

Bu deneysel ¢alismamizda kemik — tendon iyilesmesi ekstraartikiiler tavsan modelinde
tendon grefti serbest ucu kemik tiinele yerlestirilmeden dnce hazirlanma asamasinda kullanilan
hidroksiapatit ile kaplanan giiclendirilmis non-absorbable polifilaman siitiir materyalinin KTi
tizerinde olumlu etkisinin olup olmadigi histolojik, radyolojik goriintiilleme ve biyomekanik

olarak arastirildi.

Kemik - tendon iyilesmesi, baslangigta tendon ve kemik arasinda olusan fibrovaskiiler
arayliz dokusu icine kemik biliylimesiyle baslar. Bu siirecin ilerleyisini anlamak i¢in bag ve
tendon bileske tiirlerinin tanimlanmasi 6nemlidir (136). Direkt bileskelerde, tendondan kemige
geciste 4 morfolojik asama vardir: tendon, mineralize olmamais fibrokartilaj, mineralize fibro-
Kartilaj ve kemik. Bu tiir bileskeler, saglam OCB’de gozlemlenmistir. Indirekt bileskelerde ise
belirgin fibrokartilaj gecis bolgeleri bulunmaz. OCB'ye etki eden kuvvetler kiiciik bir alana
odaklanir(137). Bu kuvvetler nedeniyle yumusak bagin kemikten ayrilmasini engellemek igin
ani gerilme kuvvetlerini azaltan bir kemik - tendon arayiizii gerekmektedir. Bu bolgede fibro-
kartilaj ve mineralize kikirdak, bag ve kemik arasindaki sertlik gecisini azaltarak stres frenleri
islevi goriir (137). Hayvan ¢alismalari, KT nin reaktif bir skar dokusu olusumu ile gergekles-
tigini ve bunun mekanik olarak daha zayif bir arayiiz olusturdugunu géstermistir (138, 139).

OCB yaralanmasi, osteoartrite yol agabilen ciddi diz yaralanmalarindan biridir (140).
Hamstring otogrefti, diislik postoperatif agri, diisiik komorbidite ve daha az diz ¢cokme problemi
nedeniyle OCBRde sikca tercih edilmektedir (141). Ancak, bu greftin kemikle tam entegras-
yonu i¢in 3 yildan fazla siireye ihtiyag duymasi biiyiik bir dezavantajdir(142). Bu sorun,
KTA’da osteoblastlar yerine fibroblastlarin daha hizli gogalmasiyla 4 morfolojik asama yerine
genis FIZ gecis bolgesi olusumundan ve indirekt bileske tipi iyilesmeden kaynaklanmaktadir.
Bu klinik sorun, bu arayiizde osteorejenerasyonu tesvik edebilen HAp nanopartikiilleri ile mo-

difiye edilen materyaller araciligiyla ¢oziilebilir.

Tendon greftinin serbest ucunun hazirlanmasinda kullanilan siitiir materyalinin, OCBR
sonrasinda kemik tlinel ve tendon grefti arayliziinde osteoentegrasyonu arttirmasi beklenen
daha biyomimetik bir ylizeye sahip olmasi i¢in polimer bazl bir kaplama yontemi kullanilarak
HAp ile kaplama islemi yapildi. KTB’de hiicre dis1 matriksin ana bileseni olan farkli tiplerde
polimer yapiya sahip olan kolajen liflerinin KTB mekanik 6zelliklerini sagladigi, dayaniklili-
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gin1 Ve sertligini arttirdig1 bilinmektedir. Biyouyumluluk agisindan KTB’nin hiicre dis1 6zel-
likleri de g6z 6nilinde bulundurularak siitiir yiizeyini kaplama islemi i¢in yardimci kaplama bi-
leseni olarak jelatini kullandik. Jelatin, bir polipeptit olup kolajen proteininin parcalanmasiyla
olusmaktadir ve suda ¢oziiniirliigii, kullanilabilirligi yiiksek olmas1 nedeniyle, doku miihendis-
ligi alaninda kullanilan, 6ncelikle tercih edilen dogal biyopolimerlerdendir. Bu 6zelliklerinden
dolay1r da HAp kristallerinin siitiir ylizeyinde stabil olarak homojen dagilmasi i¢in kullanilmis-
tir. HAp, kalsiyum fosfat (CaP) biyomalzeme ailesinin en kararli tiyesidir ve kemik ve dislerde
bulunan apatitik CaP faziyla en yiiksek bilesimsel ve yapisal benzerligi gosterir. Bu kristal ya-
pistyla suda ¢oziintirligii diisiik olsa da HAp tozunu ¢6zmek igin hafif asidik bir ortam kulla-
nildi. Bu sayede jelatin ve HAp'in birlikte homojen bir ¢ozeltisi hazirlandi. Distile suda hazir-
lanan % 2 konsantrasyondaki jelatin soliisyonu ve %20 konsantrasyondaki HAp ¢6zeltisinin
eklenmesiyle uygun sicaklikta siitiir pargalariyla inkiibe edilerek siitiir pargalarinin yiizeyi ho-
mojen bir sekilde kaplandi. Kaplanmuis siitiir numuneleri normal siitiir numuneleriyle kiyasla-
narak yapilan TEM goriintiilemelerinin morfolojik degerlendirmelerinde HAp kristallerinin
sttiir yiizeyinde diizgiin bir gekilde biriktigi ve siitiirlin her tarafini saran bir katman olusturdugu
goriildii. Ayrica mekanik asinmaya maruz kalan kaplanmis siitiir numunelerinin yapilan TEM
goriintiilemelerinin morfolojik degerlendirmesinde de siitiir yiizeyinde HAp kristallerinin diiz-
giin bir sekilde dagilmaya devam ettigi ve siitliriin her tarafin1 saran bir katman olusturmaya
devam ettigi goriildii. Ayrica TEM - EDS ile her morfolojik analizden sonra siitiir ylizeyindeki
kaplamanin semikantitatif olarak yapilan elementel bilesim analizinde de EDS spektrumundaki
Ca, P ve O pikleri ile Ca/P stokiyometrik oranlart HAp kristallerinin stabil bir sekilde siitiir
iizerinde katman olusturdugunu gostermektedir. TEM — EDS analizi sonrasinda HAp kapl sii-

tiriin kullanilmasi durumunda kaplamasinin gilivenilir oldugunu tespit ettik.

KTIyi arttirmaya ydnelik tendon greftine yonelik tendonun etrafin1 sarma, kemik tiinele
enjeksiyon ve tespit materyalleri vasitasiyla gesitli biyomateryal uygulamalart mevcut. Tendon
etrafin1 sarma, yontemi potansiyel bir osteoindiiktif molekiiliin tendon greftine sarilabilen bir
formda biyomateryallere yiiklenmesi ve bu malzemenin bir rezervuar gibi davranmasini sag-
lamas1 prensibine dayanmaktadir. Kolajen veya jelatin en sik ¢alisilan biyomateryal olmustur.
Bir ¢alismada BMP'nin skafolda yiiklenmesinin erken kemik olusumunu tesvik edebilecegini
ve OCBR'nin nihai kopma kuvvetini 2 ila 3 haftadan 8 haftaya ¢ikarabilecegini gdsterilmistir
(81, 143, 144). Calisilan diger biyomateryaller biyomekanik agidan tutarsiz sonuglar vermis,
ancak histolojik ve radyolojik analizlere dayanarak KTA’nin iyilesmesi sirasinda kemik tiine-

linin genislemesini sinirladig goriilmiistiir (145, 146). Siingerlerin veya hidrojellerin asirt hizl
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bozunmasi, rezorpsiyon hizi kontrol edilebilen sentetik polimerlerden yapilmis elektrospun na-
nofiber membranlarin yakin zamanda gelistirilmesine yol agmustir. Iki calismada BMP ve
SDF35 veya HAp yiiklii polikaprolakton (PKL) elektrospun membranlarin sonuglart bildiril-
mistir(147). Bu yiiklii membranlar, tek basina membranlara kiyasla 12’°nci haftada nihai kopma
kuvvetini arttirmis, ancak 12’°nci hafta oncesinde arttirmamistir. Bu ¢alismamizda osteokon-
diiktif etkisinin yaninda osteoindiiktif etkisinin de oldugu literatiirde belirtilen HAp kristalleri-
nin tendon grefti serbest ucu hazirlanmasinda kullanilacak siitiir materyalinin jelatin araciligi
kaplanmasi (yiiklenmesi) islemi gerceklestirilmis ve KTA’ya HAp kristalleri tendona sarma
yontemiyle yerlestirilmistir. Yamakado et al. ekstraartikiiler hayvan modeli kullanarak proksi-
mal tibia metafizine dik olacak sekilde agilan kemik tiinele EDL transferi sonrasinda KTA’da
tensil ve kompresif kuvvetlerin uygulandig1 yerlere gore farkli KTI paternleri olustugu goster-
miglerdir (73). Ayrica ¢alismamizda tensil ve kompresif kuvvetlerin etkisini tiinel boyunca
standardize etmek i¢in EDL tendonu transferi i¢in hazirlanan kemik tiinel yatay eksene 30°

olacak sekilde hazirlanmistir.

Rodeo ve ark. ekstraartikiiler hayvan modeli kullanarak KT1’nin temel prensiplerini agik-
ladiklar1 ¢aligmalarinda biyomekanik olarak 12°nci haftaya lineer ¢ekme testinde tiinelden s1y-
rilma oldugu goriilmiis, 12°nci hafta ve sonrasinda KTA’nin saglam kaldigi ve siyrilmadigi
goriilmiis (8). Jang ve ark. intraartikiiler hayvan modeli kullanarak insan umblikal kord kani
kaynakli mezenkimal kok hiicre uygulamasi yaptiklar1 calismalarinda KTI histolojik degerlen-
dirmesi i¢in tanimladiklar1 puanlama Kriterlerini 4, 8 ve 12°nci haftada degerlendirmisler (135).
Wang ve ark. tarafindan intraartikiiler hayvan modeli kullanarak HAp kapli poli L-laktik asit
poroz vidanm KTI {izerindeki etkisinin inceledikleri calismada histolojik degerlendirmeler 6 ve
12°nci haftada yapilirken mikro — BT degerlendirmesi ve biyomekanik degerlendirme 12’nci
haftada yapilmig(148). Wong ve ark. ekstraartikiiler hayvan modeli kullanarak biyoaktif plate-
letten zengin fibrin skafoldun tendon greftine sarilarak kemik tlinele transferi sonrasinda
KTi’ye etkisini inceledikleri ¢alismada 12’°nci haftada histolojik degerlendirme, mikro — BT
degerlendirmesi ve biyomekanik degerlendirme yapmuslardir (149). Sonug olarak, bizim ¢alis-
mamizda histolojik degerlendirme erken donem 6’nc1 haftada ve ge¢ donem 12°nci haftada ya-
pildi, mikro — BT degerlendirmesi ve biyomekanik degerlendirme ge¢ donem 12°nci haftada

yapildu.

Kemiklerin yasam boyu yeniden sekillenme siireci, kemik rezorpsiyonu yapan osteoklast

(OK) hiicreleri ile kemik olusumunu gergeklestiren osteoblast (OB) hiicreleri arasindaki den-
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geye dayanir. Bu siire¢ kemiklerin yapisini, kiitlesini ve giiciinii etkilemektedir. Osteoprotege-
rin (OPG), RANKL, RUNX2 ve ACPS5 proteinlerinin kemik yeniden sekillenme siirecinde
onemli rolleri mevcuttur. RUNX2 proteini mezenkimal kok hiicrelerin osteoblast yoniinde ol-
gunlasmasini ve farklilagsmasini saglarken ACP5 ise monositlerden osteoklastlarin olgunlasma-
si1 engeller (150, 151). RANKL osteoklast matiirasyonu i¢in RANK reseptoriine baglanir,
OPG’de RANK reseptoriine baglanarak yarigmali inhibisyon yapar ve osteoklast farklilagsma-
sin1 engeller. Osteoblastlardan salinan bu iki proteinin orani (OPG/RANKL) kemik remodelas-
yonunun devamliligi i¢in kritik bir 6neme sahiptir (151, 152). Bose ve ark. katkilt HAp kapla-
masinin insan OB ve OK kok hiicre kiiltiir sistemlerinde osteojenik proteinlerin salinimina et-
kisini inceledikleri caligmalarinda normal HAp kaplamasinda da OPG/RANKL oraninin arttig1
goriilmiis (153). Ayrica MacMillan ve ark. nanokristal HAp ve trikalsiyum fosfatin insan kemik
mineraline benzer osteoklast aktiviteye (TRAP, rezorpsiyon ¢ukurlarinin olusumu, rezorpsiyon
cukurlarinin boyutu ve RANK dahil) ve osteoblast aktiviteye (OPG ve RANKL) sahip olduk-
larmn1 gostermistir (154). Rodeo ve ark. intraartikiiler hayvan modeli kullanarak osteoklast ak-
tivitenin KTI {izerine etkisini inceledikleri ¢alismada osteoklast engellemesinin tendon greftini
cevreleyen kemik hacminin 6nemli 6l¢iide arttigini ve KTB nin sertliginin arttigini géstermistir
(155). Han ve ark. intraartikiiler hayvan modelinde OCBR’de HAp yiiklenmis polikaprolakton
(PKL) nanofiber membranin KTI iizerindeki etkisini inceledikleri ¢alismada histolojik deger-
lendirme sonrasinda konak kemik ve tendon arasindaki fibroz skar dokusunun kalinliginin
4’ncii haftadan 8’nci haftaya kadar giderek daraldigi, skar dokusu kalinliginin PKL/nHAp/Kol
grubunda ameliyattan 8 hafta sonra kontrol grubuna kiyasla agik¢a daha az oldugunu goster-
migler ve bu sayede greft ve konak kemik arasinda iyi bir entegrasyon oldugunu gostermisler
(147). Bizim ¢alismamizda da histolojik degerlendirmede histomorfometrik analizler sonu-
cunda 6’nc1 hafta ve 12°nci haftada alan ve derinlik agisindan kemik/FiZ oranlarimin ortalamasi
olarak deney grubunun kontrol grubundan istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu goriildii. Ay-
rica 6’nc1 haftadan 12°nci haftaya alan ve derinlik agisindan kemik/FIZ oranlarinin ortalamasi-
nin artig1 tekrarlayan 6l¢iimlerle ANOVA analizi yapildiginda bu artisin zaman ilerledikge mey-
dana gelmesi ve grup x zaman etkisi istatistiksel olarak anlamsiz bulundu ve bu artigta grup
etkisinin istatistiksel olarak anlamli bulunmasi deney grubundaki tendon grefti ¢evresindeki
kemik yeniden sekillenmesinin derinlik ve alan agisindan kemik/FIZ oranlarmin artmasini sag-
ladig1 anlagildi. HAp’in kemik yeniden sekillenmesi tizerindeki olumlu etkileri sonucunda de-
ney grubunda KTA’daki kemik bdlgenin FIZ’e derinlik ve alan oranlamasinin artmasini sagla-

dig1 ve osteoentegrasyon acisindan daha sik1 bir KTI olusturdugunu degerlendirdik.
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Wang ve ark. intraartikiiler hayvan modeli kullanarak HAp kapli poli L-laktik asit
(PLLA) poroz vidanin KTI iizerindeki etkisinin inceledikleri calismada 6’nc1 hafta KTA histo-
lojik degerlendirmesinde kolajen ve kolajen liflerin iiretildigini ve iki grup arasinda osseoen-
tegrasyon agisindan belirgin bir fark olmadigin1 ancak PLLA-HAp grubunda kondrosit tabakasi
g6zlendigini gosterdiler. 12°nci haftada ise, KTA’da daha fazla kolajen ve kolajen lifi tiretildi-
gini ve PLLA grubunda KTA’da olgun kemik trabekiilleri ve hiicre biiyiimesi ile PLLA-HAp
grubunda kemik trabekiiler entegrasyonun oldugunu gosterdiler. Bi ve ark. intraartikiiler hay-
van modeli kullanarak HAp ile modifiye edilen ipek — kolajen skafoldun OCBR’de KTI iize-
rindeki etkisini inceledikleri ¢alismada 16’nc1 hafta, HAp grubunda, greftin daha derin kis-
minda daha olgun trabekiiler kemik gozlediler ve daha fazla osteointegrasyon meydana geldi-
gini gosterdiler (148). Jiang ve ark. intraartikiiler hayvan modelinde HAp — kolajen macununun
kemik tiinele enjekte edilmesinin KTI {izerindeki etkisini inceledikleri ¢alismada deney gru-
bunda 12’nci haftada diizenli Sharpey liflerinin yeni sekillenen kemik dokusunun goriildiigi,
24°lincli haftada Sharpey liflerinin sayisinin arttig1 ve fibrokartilaj bélgenin olustugu ama kal-
sifikasyonun goriilmedigi, kemik fibroz tabaka ge¢isinin belirsiz oldugu, 48’nci haftada ise kal-
sifikasyonun da goriildiigii ve 4 tabakali KTB’nin olustugu gosterilmis (156). Huangfu ve ark.
intraartikiiler hayvan modelinde HAp ile trikalsiyum fosfatin karigtirilmasi ile kemik tiinele
enjekte edilmesi sonrasinda deney grubunda 10’uncu haftada KTi’de fibrokartilaj tabakanin
goriildiigi, kalsifikasyonun ve tidemarkin olusmadigi, 12°nci haftada ise kalsifiye fibrokartilaj
tabakanin olustugu gosterilmis (157). Sonuglar bakimindan ufak farkliliklar olsa da elde edilen
sonuglara bakildiginda KTI’de HAp 1n osteokondiiktif etkisinin yaninda osteoindiiktif etkisin-
den bahsedilebilecegi bu deneysel hayvan ¢aligmalarinin yanisira literatiirde Wang ve ark., Lin
ve ark., Shu ve ark., Ogata ve ark. yaptig1 in vitro ¢alismalarda da mezenkimal kok hiicrelerin
osteoblastlara farklilagmasinda HAp’in osteoindiiktif etkisinden yararlanilabilecegi gosteril-
migstir. Bizim ¢alismamizda da 6 ve 12°nci hafta histolojik degerlendirmelerinde HAp kaplan-
muis siitiir materyalinin uygulandigi Deney Grubunda Kontrol Grubunda kiyasla osteokondiiktif
etkinin sonucu olarak tendon ¢evresinde yeni olusan kemik miktar1 ve hatta FIZ’e oranla alani
daha fazlaydi. Osteoindiiktif etkinin sonucu olarak ise erken donem sonuglarda Deney Gru-
bunda fibrokartilaj tabakalarin goriildiigii, Sharpey liflerinin olusmaya baglandigi, tendon ke-
mige gecisin yogun hiicre disi matriks ve kolajen iiretimi nedeniyle daha belirsiz oldugu go-
riildii, ge¢ donem sonuglarda ise Deney Grubunda Kontrol Grubuna kiyasla Sharpey liflerinin
diizenli ve daha yogun olmasinin yanisira yer yer kondrositlerin goriildiigli, tendondan kemige

gecisin belirsizligin arttig1 goriildii.
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Mihelic ve ark. intraartikiiler hayvan modelinde BMP — 7 yiiklenmis yamalarin tendon
grefti etrafina sarilarak kemik tiinele yerlestirilmesi sonrasinda deney grubunda KTA’da olusan
yeni kemikte yogun bir trabekiiler ag olustugu, fibrokartilaj veya kalsifikasyonun bulunmadigi
ve bunun yeni kemigin intramembran6z kemiklesme yoluyla olustugunu diistindiirdigii, yogun
fibroz doku tendondan kemik trabekiillerine dogru derinlemesine uzandigi gosterilmistir (143).
Wong ve ark. ekstraartikiiler hayvan modeli kullanarak biyoaktif plateletten zengin fibrin
skafoldun tendon greftine sarilarak kemik tiinele transferi sonrasinda 12’nci haftada deney gru-
bunda KTA’da yeni kikirdak benzeri dokularin olusmasiyla iyilesme meydana geldigini, yeni
olusan dokularin gevsek organize kolajen lifler seklinde ve implante edilen tendon grefti ile
interdijite oldugunu, yiiksek biiyiitmede ise KTA’da kolajen lif devamliliginin yeniden kurul-
dugunu ve tendon greftinin lakiinler i¢inde bulunan kondrosit benzeri hiicre dizileriyle ¢evrili
oldugunu ortaya koymuslar(149). Karaoglu ve ark. ekstraartikiiler hayvan modeli kullanarak
periosteal yama (PY) ve kemik iligi aspirat: (KIA) uygulanan gruplarin KTI iizerindeki etkile-
rinin incelendigi calismada kemik biiyiimesi ve yeniden sekillenmesinin Grup PY ve KiA'da
daha belirgin oldugu, kikirdak adalarmin artigiin hem Grup PY hem de KiA'da gozlendigi
ancak 12’nci haftada KTAda iyi tanimlanmus bir fibrokartilaj bdlgesinin sadece Grup KiA'da
gorildigi gosterilmistir(158). Literatiirde hayvan modelleri kullanilarak tendon grefti etrafina
osteoindiiktif veya osteojenik materyalin sarilmasiyla yapilan ¢alismalarda KTi’deki degisik-
liklerin sonuglarina yonelik temel farkliliklar fibrokartilaj dokunun olugmasi veya kalsifikasyo-
nun meydana gelmesi ile ilgili olup KTI karakterizasyonunda bu iki olayin meydana gelmesi
direkt KTB olusumu i¢in esas unsurlardir. Bizim ¢alismamizda da Deney Grubunda 6’nc1 haf-
tada yer yer fibrokartilaj tabaka, 12’nci haftada ise diizenli ve sik Sharpey lifleriyle birlikte daha
fazla fibrokartilaj tabaka goriilse de kalsifikasyon goriilmemistir. Daha uzun zamanh yapilacak
caligmalar ile HAp kaplanmus siitiir materyali kullanilmasiyla kalsifikasyonun da goriilecegi ve
normal siitiir materyaline kiyasla daha erken déonemde direkt KTB olusumunun tamamlanaca-

gin1 diisliniiyoruz.

Wong ve ark. 12°nci hafta mikro — BT degerlendirmesi sonrasinda biyoaktif plateletten
zengin fibrin skafoldun tendon greftine sarildig1 grupta kemik mineral yogunlugunun (KMY)
daha yiiksek ve kemik tiinelin ortalama alaninin anlamli daha az oldugu gosterilmis (149). Zhi
ve ark. ekstraartikiiler hayvan modeli kullanarak kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre
(MKH) ile yiiklenmis ipek — fibron yamanin tendon grefti etrafina sarildig1 grupta 12°nci hafta
mikro — BT degerlendirmesinde kemik tiinel alaninin anlamli daha az oldugu gésterilmis (159).

Jang ve ark. 4, 8 ve 12’°nci hafta mikro — BT degerlendirmesi sonrasinda insan umblikal kord
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kan1 kaynakli MKH uyguladiklar1 grupta tibial tiinel ve femoral tiinelin ortalama alaninin (tibial
tiinel olarak 12°nci hafta, femoral tiinel olarak 8 ve 12’nci hafta anlamli) daha az oldugu gos-
terilmistir(135). Park ve ark. MKH ile {i¢ boyutlu biyoyazicida hazirlanan skafold kilifin tendon
greftine uygulanana grupta tibial ve femoral tiinel alanlarinin 4, 8 ve 12’nci hafta mikro — BT
degerlendirmesi sonrasinda daha az oldugu (4 ve 8’nci hafta anlamli degil, 12’nci hafta anlamli)
gosterildi (160). Kim ve ark. patellar tendon hayvan modelinde siitiir ankorun kemikteki deli-
gine BMP-2 uygulamasinin yapildig1 ¢alismada gruplar arasinda KMY bakimindan anlaml
fark bulunamadi (161). Wang ve ark. 12’nci hafta mikro —BT degerlendirmesi sonrasinda HAp
kapl poli L-laktik asit (PLLA) poroz vida uygulanan grupta kemik hacim fraksiyonunun, tra-
bekiil kalinliginin ve trabekiil sayisinin anlamli daha yiiksek oldugu gosterilmistir (148). Jiang
ve ark. HAp — kolajen macununu kemik tiinele enjekte ettikleri grupta 12, 24 ve 48’nci hafta
mikro — BT degerlendirmesi sonrasinda kemik hacim fraksiyonunun, trabekiil sayisinin, toplam
kemik hacminin anlamli daha yiiksek oldugu ve kemik tiinel ¢evresinin de anlamli daha az
oldugu gosterilmistir (156). Mikro — BT degerlendirmelerinde yeni kemik olusumunu goster-
meye yonelik VOI hesaplamalari araciligiyla elde edilen kemik hacim fraksiyonlari, KTA’daki
yeni kemik olusumuna bagli kemik tiinelin ¢evre veya alan hesaplamalariyla daralmasi, trabe-
kiillerin morfolojisi, karakterizasyonu ve objektif deger sunmasi, yeni olusan kemigin minera-
lizasyon kalitesini ortaya koymasi nedenleriyle 6n plana ¢ikan KMY parametreleri baglaminda
yapilmaktadir. Bizim ¢alismamizda da VOI hesaplamalar1 sonrasinda yeni olusan kemigin ha-
cim orani ve arayiizey alan oran1 deney grubundan daha yiiksek bulundu ve anlamli goriilmedi
bu yiikseklik. Fakat VOI hesaplamalarinda elde yeni olusan kemik parametrelerinin yiiksekligi
anlamli olamasa da Deney grubunda tendon ¢evresi olusan yeni kemigin KMY’nin kontrol
grubundan anlamli olarak daha ytiksek oldugu goriildii. Tibial tiinel ¢evresinin yeni olusan ke-
mikle beraber daralmasi degerlendirildiginde de Deney Grubunda anlamli olarak tiinel ¢evresi-
nin daha az oldugu ve daha fazla daraldigi goriildii. Kemik tiinelin daha fazla daralmasi ve
KMY ’nin daha fazla olmasi ile ¢evresinde daha fazla yeni kemik olusan tendon grefti kemik
tiinel icinde daha siki tutunmus oldu, daha iyi bir KTI olustu. Daha fazla numune ile yapilacak
bir ¢aligmada KMY ’de anlamli bir fark olustugu gibi HAp’in osteokondiiktif ve osteoindiiktif
etkisiyle tendon gevresi yeni kemik olusumu hacim ve arayiizey alan oran1 anlamli olarak daha

yiiksek bulunacaktir.

Wong ve ark. 12°nci hafta biyomekanik degerlendirme sonrasinda biyoaktif plateletten
zengin fibrin skafold grubunun kontrol grubundan tendonun tiinelden siyirilma kuvvetinin an-

laml1 olarak daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (149). Zhi ve ark. kemik iligi kaynakli MKH
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ile ytiklenmis ipek — fibron yamanin uygulandigi grubun kopma kuvveti bakimindan 6 ve 12°nci
hafta biyomekanik degerlendirme sonrasinda kontrol grubundan anlamli daha yiiksek oldu-
gunu, sertlik bakimindan ise 12°nci haftada anlamli olarak daha yiiksek oldugu gdstermistir ve
her iki grubun tamaminda 6 ve 12’nci haftada da tendonun tiinelden siyirildigin1 géstermistir
(159). Karaoglu ve ark. 6’nc1 hafta biyomekanik degerlendirme sonrasinda periosteal yama
(PY) grubunun kopma kuvveti ve sertlik bakimindan KiA grubundan anlamli daha yiiksek ol-
dugu, 12’nci haftada ise kemik iligi aspirat: (KIA) grubun yapisal dzellikler bakimindan daha
yiiksek olsa da her iki grup arasinda anlamli bir fark olmadigini géstermistir. Kopma yeri ba-
kimindan degerlendirildiginde 6’nc1 haftada kontrol grubunun %10 u tendondan kopmus, geri
kalaninda ise tendon tiinelden styirilmustir; PY grubunun, % 80’i tendondan kopmustur, KiA
grubunun ise %30’u tendonda kopmustur; 12’nci haftada ise kontrol grubunun %80’1 tendonda
kopmus, grup PY ve KiA'da ise hepsi tendondan kopmustur (158). Mihelic ve ark. 3 ve 6’nc1
hafta biyomekanik degerlendirme sonrasinda BMP — 7 yiiklenmis yamalarin uygulandigi gru-
bun kontrol grubundan kopma kuvvetinin anlamli olarak daha yiiksek oldugunu gostermisler
ve BMP - 7 uygulanan grubun tamami tendondan koparken, kontrol grubunun tamaminda ten-
don tiinelden siyirilmigtir (143). Rodeo ve ark. kopma kuvveti bakimindan 2 ve 8’inci hafta
biyomekanik degerlendirme sonrasinda osteoprotegerin (OPG) uygulanan grubun RANKL ve
kontrol grubundan daha yiiksek oldugu fakat anlamli olmadig1 goriilmiis, 4’tincti haftada ise
OPG uygulanan grubun diger gruplardan daha az oldugu fakat anlamli gériillmedigi gosteril-
migstir. Kopma yeri bakimindan degerlendirildiginde OPG uygulanan 8’nci haftada grubun ta-
mami tendondan koptugu, RANKL uygulanan grubun tamamu ise tendonun tiinelden styirildig:
gosterilmis. Sertlik bakimindan 2, 4 ve 8’nci hafta biyomekanik degerlendirme sonrasinda
OPG uygulanan grubun diger gruplardan yiliksek oldugu fakat sadece 8’nci haftadaki farkin
anlamli oldugu gosterilmistir (155). Lu ve ark. intraartikiiler koyun modelinde HAp kapli in-
terferens vidasiin KTI iizerine etkisini inceledikleri calismada 6’nc1 hafta biyomekanik deger-
lendirmesi sonrasinda kopma kuvveti, sertlik ve kopma yeri bakimindan iki grup arasinda da
anlamli fark olmadig1 gdsterilmis (162). Osteoindiiktif materyaller ile giiglendirme yapilan KT1
hayvan modellerinde biyomekanik testlerin sonuglarinin degerlendirilmesi standardize edile-
memistir. Bu biyomekanik testler i¢in hazirlanan komplekslerin ve test diizeneklerinin standar-
dize edilememesinden kaynaklanmaktadir. Bizim ¢alismamizda da biyomekanik degerlendirme
sonucunda kopma yerleri bakimimdan Deney Grubunda tendonlar kemik tendon bileskesinden
koparken Kontrol Grubunda ise bir numune hari¢ tendonlar tiinelden siyrilmistir. Ayrica Kont-
rol Grubu kopma kuvveti ve deplasmani Deney Grubu kopma kuvveti ve deplasmanindan daha

yiiksek fakat anlamli olmadiklar1 goriildii. Sertlik bakimindan degerlendirme yapildiginda ise
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Deney Grubu Kontrol Grubundan anlamli olarak daha yiiksek bulundu. Gerek tendon ¢evre-
sinde mineral yogunlugu daha fazla olan daha fazla miktarda kemik olusarak tiinel ¢evresinin
daha fazla daralmasi, gerekse 6 ve 12°nci haftada yer yer kondrositlerin goriildiigii diizenli
Sharpey liflerinin yer aldig1 fibrovaskiiler tabakanin olusmasi ve gerekse de tendon ¢evresinde
olusan skleroze ve yogun yeni kemik miktarinin daha sik1 olan FIZ’e oraninin daha fazla olmasi
nedenleriyle KTI’nin daha iyi meydana gelerek tendon greftinin KTA’daki tespitinin Deney

Grubunda daha siki1 ve sert olustugu sonucuna ulasildi.

Bi ve ark. her iki grubun tamaminin da tiinel i¢inden tendonun kismen kopmasi ile so-
nuglanan 16°nc1 hafta biyomekanik degerlendirme sonrasinda HAp ile modifiye edilen ipek —
kolajen skafold uygulanan grubun kopma kuvveti ve sertlik bakimindan daha yiiksek oldugunu
gostermistir (163). Han ve ark. her iki grubun tamaminin da tiinel i¢inden siyirilmast ile so-
nuc¢lanan 4 ve 8’inci hafta biyomekanik degerlendirme sonrasinda HAp yiiklenmis polikapro-
lakton nanofiber membran uygulanan grubun kontrol grubundan daha yiiksek oldugu fakat sa-
dece 8’inci hafta sonuglarinin anlamli oldugunu gostermistir (147). Wang ve ark. her iki grubun
tamaminin tendondan kopmasi veya tendonun tiinelden siyirilmasi seklinde sonuglanan 12’nci
hafta biyomekanik degerlendirme sonrasinda poli L-laktik asit (PLLA) poroz vida uygulanan
grubun kontrol grubundan kopma kuvveti ve sertlik bakimindan anlamli olarak daha yiiksek
oldugunu gostermistir (148). Jiang ve ark. her iki grubun ¢ogunlugu tendondan kopma olmak
tizere tendon kopmasi ve tibial baglanma noktasindan ayrismasi ile sonuglanan biyomekanik
degerlendirme sonrasinda kontrol grubunun 12’nci haftada kopma kuvveti bakimindan anlaml
olmasa da minimal yiiksek oldugunu, HAp — kolajen macununun kemik tiinele enjekte edilen
grubunun ise kopma kuvveti bakimindan 24 ve 48’inci haftada anlamli olarak daha yiiksek ol-
dugunu gostermislerdir. Ayrica kontrol grubunun tensil kuvvet bakimindan 12, 24 ve 48’inci
haftada daha yiiksek oldugunu (24 ve 48’inci hafta anlamli) géstermislerdir (156). Ozellikle
literatiirde biyomekanik testte ¢ekme yapildiktan sonra kompleksin kopma yerleri bakimimdan
belirgin farkliliklar olsa da HAp ile modifiye edilen materyaller ile HAp haricinde osteoindiiktif
ve osteojenik uygulamalarin yapildigi modellerde tendonun tiinelden siyrilmasi KTA’daki tes-
pitin zayif oldugu, KTl nin yeterli olmadig1 seklinde yorumlanmistir. Bizim ¢alismamizda da
Kontrol Grubunda bir numune hari¢ geri kalan tendonlar tiinelden s1yrildi, Deney Grubunda ise
tendonlarin tamami1 kemik tendon bileskesinden koptu. Kopma yeri bakimindan da degerlendi-
rildiginde Deney Grubunda tendon greftinin KTA’daki tespitin ve KTI’nin daha iyi oldugu an-

lagilmaktadir.
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Calismamizin kisitliliklarindan bahsedecek olursak bu 6n ¢alismada HAp kaplanmis sii-
tiir materyalinin histolojik degerlendirmeler hari¢ cerrahi prosediir sonras1 12. haftada KT1’yi
artirma kapasitesini radyolojik goriintiileme ve biyomekanik olarak degerlendirmistir. Ancak
¢ok zamanli radyolojik goriintiileme yapmak, biyomekanik farkliliklar1 degerlendirmek, hatta
histolojik degerlendirmenin ¢ift zamanh degelendirmesini de arttirmak daha kapsamli sonuglar
sunabilir. Ayrica ¢alismamiz proksimal tibia metafizindeki kemik tiinele yiik almayan EDL
tendonunun transferi ile yapilan bir ekstraartikiiler kiigiik hayvan modelidir. Bu modelde si-
noviyal siv1 girisi ve fizyolojik yiiklenmeye bagli greft tiinel hareketi gibi tiinel genislemesi
etkenleri goz ardi edilmis oldu. Sinoviyal sivi temasi sonrasi tendon yeniden sekillenmesinin
etkisi de ekstraartikiiler bir model kullanmamiz sebebiyle degerlendirilemedi. Bu sebeplerden
dolay1 model itibariyle KTA degerlendirmesi agisindan avantajli olsa da ¢alismamizda OCBR’
deki tendon yeniden sekillenme ve tiinel genislemesi olumsuz etkilerine yonelik degerlendirme
yapilmasa da literatiirde yer alan HAp’in OPG/RANKL oranimi arttirmasindan dolay: Bedi ve
ark. intraartikiiler sigan modelinde gdsterdikleri OCBR sonrasi kemik tiinelin eklem igine bakan
tarafinda osteoklast aktivitesinin fazla olmasi durumu (164) HAp kapl siitiir materyali kulla-

mldiginda KT1’yi daha az etkileyecegi diisiiniilebilir.
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VI1.SONUC VE ONERILER

KT1’yi arttirmaya yonelik osteokondiiktif, osteoindiiktif ve osteojenik muhtelif ajanlar ve
materyaller gelistirilmektedir. Literatiirde hayvan modelleri tizerinde farkli materyaller kulla-
nilarak yapilan ¢aligmalarin sayist her gecen giin artmaktadir. Yapilan ¢alismalarin ¢gogunda
KTA’ya uygulanan iyilesmeyi uyarici materyallerin bir kismi OCBR ameliyat: esnasinda giin-
cel pratigin disinda ek prosediirleri gerektirmektedir; tendon greftinin etrafina yama, skafold
sarma, kemik tlinel i¢ine enjekte edilebilir formdaki materyallerin enjekte edilmesi vb. Diger
bir kismi ise interferans vidalari vb. implantlar araciligiyla kemik tiinel i¢ine uygulanmaya ¢a-
lisilmakta ama bu implantlarin KTA nin her yerine ulagabilmesi miimkiin olmamakta ve hem

femoral hem de tibial tiinele uygulanabilirligine dair kisitliliklart mevcut.

Iste bu noktada HAp kapl giiclendirilmis non-absorbable polifilaman siitiir materyali
OCBR ameliyat1 giincel pratiginde hali hazirda tendon grefti hazirlamak igin kullanilan siitiir
materyallerinin modifikasyonu ile elde edildi. Ayrica tendon greftinin hazirlanmasinda greftin
her iki ucunda da kullamlryor olmasi hem femoral hem de tibial tiinelde KTI’yi uyarmak igin
kullanma imkan1 sunuyorken KTA’nin her yerine de tendon greftinin uygun bir siitiirasyonu ile

ulasabilme imkan1 sunmaktadir.

HAp ile kaplama i¢in uygulanan prosediiriin etkinliginin kaplama yapilan gii¢lendirilmis
non-absorbable polifilaman siitiir materyallerinin morfolojik analizi ve karakterizasyonunun
degerlendirilmesi sonucunda uygun oldugu, siitiir yiizeyinde HAp partikiillerinin diizgtin bir
sekilde biriktigi ve siitiiriin her tarafin1 saran bir katman olusturdugu gériildii. in vitro sitotok-
sisite deneyinde de kontrol kuyusundaki tedavi edilmemis hiicre kiiltiiriine gére hesaplanan si-
totoksisite degerine gore hiicre proliferasyonu tlizerine olumlu bir etkisi olabilecegi goriilmiis-
tiir. Ancak bu sonucu daha genis bir baglamda yorumlayabilmek i¢in ek deneyler ve analizler

gerektigi icin ekstraartikiiler bir KTI hayvan modeli tasarladik.

Calismamizda 6. ve 12. haftada yaptigimiz histolojik degerlendirmeler sonucunda erken
donemde belirgin olmak iizere HAp kapli siitiir materyalinin histomorfometrik analizler ve KTI
karakterizasyonu bakimindan KT1’ni olumlu yénde etkiledigi goriildii. Mikro — BT degetlen-
dirmeleri sonucunda ise yeni olugsan kemik miktart hacimi ve arayiizey alani oranlar1 bakiminda
anlamli olmayan bir sekilde yiiksek olsa da KMY ve kemik tiinel ¢evresindeki yeni kemik olu-

sumuna bagli daralma HAp kapli siitiir materyalinin histolojik bulgular1 destekler nitelikte olup
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KTi’ni olumlu yénde etkilemesi ile tendon greftin tiinele daha siki sabitlendigini gostermekte-
dir. Ayrica biyomekanik degerlendirmeler sonucunda ise deplasman miktarinin anlamli olma-
yan bir sekilde diisiik olsa da sertlik degerlerinin anlamli bir sekilde yiiksek olmasi histolojik
olarak ortaya konulan yeni olusan kemik miktarinin fazla olmasi ve FIZ’deki diizenli hiicre dis1
matriks, Sharpey lifleri ve yer yer goriilen fibrokartilaj tabaka ile tidemarkin, radyolojik goriin-
tiileme olarak da ortaya konulan kemik tiineldeki daralma ve KMY yiiksekliginin sonucu olarak

degerlendirildi.

HAp kapli giiglendirilmis non-absorbable polifilaman siitiir materyali, erken donemde
belirgin olmak iizere histolojik sonuglarin KTI’yi olumlu ydnde etkiledigi, radyolojik ve biyo-
mekanik sonuglarin da KTI’nin daha iyi olmasimi sagladig1 goéz éniinde bulundurularak énce-
likle OCB’nin tekrar yaralanma riskinin fazla oldugu geng sporcularda olmak iizere erken re-
habilitasyonun énemli oldugu hasta gruplarinda OCBR sonrasi iyilesme siirecini hizlandirabi-

leceginden otiirii gelecek vadeden bir iirlindiir.

Calismamizda bahsedilen kisitliliklar da géz oniinde bulundurularak siitiir materyalinin
histolojik ve radyolojik degerlendirmeler bakimindan daha biiyiik hayvan 6rneklemlerinde int-
raartikiiler modellerde ve literatiirde yer alan ¢alismalarda da oldugu gibi biyomekanik calis-
malarin  standardizasyonunun zorlugu ve sonuclarinin tutarsizligi nedeniyle de klinik olarak

calisilmasi gerekmektedir.
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