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GIRIS VE AMAC

Iskelet sistemi ile ilgili kemik defekti problemleri giiniimiizde rekonstriiktif
cerrahinin 6nemli ugras alanlarindandir. Kemik defektlerinin onarimu ile ilgili tarih boyunca
cesitli operasyonalar planlanmis ve yapilmustir. Kemik defektleri, travmaya, tiimoral
sebeplere, enfeksiyonlara, gelisimsel anomalilere ve kiriklar gibi sebeplere bagl olarak
gelisebilmektedir. Konjenital veya sonradan meydana gelen kemik defektlerinin onariminda
siklikla greft kullanimi gerekmektedir. Kemik greftlemesin de altin standart uygulama
otojen kemik greftlerinin kullanilmasidir. Otojen kemik greftleri kullanilarak yapilan
operasyonlardan sonra greft kayiplar1 yasanabilmektedir. Yeni bir otojen kemik grefti
kaynaginin kullanilmasi donor alan yetersizligi, dondr alanda enfeksiyon, sinir hasari
olusma ihtimali, operasyon siiresinin uzamasi, hastanin hastanede yatis sliresinin uzamast
gibi sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Bu problemlerden dolayi tarihsel siire¢ icerisinde
ve giiniimiizde otojen olmayan allogreftler, alloplastik materyeller, zenogreftler gibi kemik
kaynalar1 kullanilmaktadir. Bu kemik grefti kaynaklarida kendi igerisinde hastalik tagima,
immiin reaksiyon olusturma, otojen kemik kaynaklar1 gibi iyilesme gosterememe gibi
problemler gosterebilmektedir. Giiniimiizde halen otojen kemik grefti disinda ideal kemik
grefti materyali olusturmak i¢in ¢alismalar devam etmektedir.

Otojen kemik greftlerinin diger kemik grefti materyellerine istiinliikleri mekanik,
biyolojik, immiinojenik agidan viicutla ayni olmasidir. Bulasic1 hastalik ve rejeksiyon
riskinin olmamasi 6nemlidir. Osteojenik 6zellige sahip tek kemik grefti kaynagidir. Bu
ozelliklerinden dolayi iyilesme siiresini kisaltmast, ikinci bir operasyona ihtiyaci azaltmast,
hastanede yatis siiresini azaltarak hastanin daha kisa siirede giinliik yasantisina donmesini

saglamaktadir.



Tetrasiklin grubu ilaglardan biri olan doksisiklin bakteriyostatik olarak etki gdsteren
bir antibiyotiktir. Ancak yapilan ¢alismalarda antimikrobiyal etkilerinin yaninda birgok
hiicresel fonksiyonu da etkileyen pluripotent ilaglar oldugu gosterilmiistir. Bu etkilerinden
biriside matriks metalloproteinaz  inhibisyonudur. Doksisiklin ve diger tetrasiklin
tirevlerinin matriks  metalloproteinaz ~ inhibisyonu yoluyla, yara iyilesmesinde
kollojenazlar1 inhibe ettigi, aortik anevrizmada damar intima kalinhiginda azalttigi,
artritlerde doku yikimini azalttigi, timor hiicre invazyonunu timor metastazi ve tiimor
anjiyogenezini inhibe ettigi gosterilmistir.

Biz de bu ¢aligmada otojen kemik greftlerinin kaybinin ve rezorbsiyonun azaltilmasi
amaciyla rat modelinde doksisiklinin kullanarak matriks metalloproteinaz inhibisyonu
yoluyla rat femurundan alinan segmenter kemik parcasini yerine tekrar intramediiller
civileme yontemiyle iade ederek kemik greftinin kirik hattindaki iyilesmesinin iizerine olan

etkisini gérmeyi amagladik.



GENEL BIiLGILER

KEMIK DOKUNUN GENEL YAPISI

Yetigkin iskeletinin ana yapisini olusturan kemik dokusu yumusak dokulari
destekler, kafatasinin st kismi ve gogiis kafesi bosluklarinda oldugu gibi, hayati 6nem
tagtyan organlar1 korur ve kan hiicrelerini yapan kemik iligini barindirir. Kemik ayrica
kalsiyum, fosfat ve diger iyonlara ait bir depo olarak is goriir ve bu 6nemli iyonlarin viicut
stvilarindaki derisimlerini sabit tutabilmek igin, kontrollii olarak salinmasini saglar (1).
Kemikler, iskelet kasi kasilmalari ile olusan kuvvetleri ¢ogaltarak, bunlar1 viicut
hareketlerine doniistiiren bir kaldirag sistemi olustururlar.

Kemik doku osteoblast, osteosit ve osteoklastlardan olusur. Osteoblastlar;
mineralize olan ve kemigi olusturan bag dokusu matriksini yaparlar. Ostoblastlarin
prekiirsorleri; kemik iligi stromal hiicreleri, kondrositler, kas hiicreleri ve adipositleri de
olusturan multipotentmezensimal kok hiicrelerdir (1). Matriksin sentezi esnasinda
osteoblastlar, aktif protein sentezi yapip salgilayan hiicrelerin yapisina sahiptir. Matriksin
salgilanmasi, daha Once yapilmis kemik matriksi ile temas halinde olan osteoblast
ylzeylerinden olur. Boylece yeni fakat heniiz kalsifiye olmamis matriks, osteoblastlar ile
daha 6nce meydana gelmis kemik matriksi arasinda yer alir. Bu olaya "kemik appozisyonu"
denir (2) ve zamanla Cat2 tuzlarinin ¢okmesi ile kalsifikasyon tamamlanir. Bazi
osteoblastlar gittik¢e yeni meydana gelmis matriks ile kusatilirlar ve osteositlere dontistirler

(3). Bu sirada lakiinalari olustururlar.



Osteositler; Kemik matriksi igerisinde lakiinlara yerlesmis hiicrelerdir. Osteositler
kemik gelisimini regiile eden biiyiime faktorlerini salgilar. Osteositler ve onlarin dendritik
uzantilar1 periferal dolagim ile devamlilik gdsteren jel yapisindaki bir matriks ile ¢evirlidir.
Aktif olarak kemik matriksin bakimindan sorumlu bu hiicrelerin liimlerini takiben matriks
erimesi goriiliir.

Osteoklastlar; Kalsifiye kemik matriksini sindirme kapasitesi olan 6zellesmis ¢ok
cekirdekli (sitoplazmalarinda ¢ok miktarda mitokondri ve alkalenfosfataz igerirler)
hiicrelerdir. Mononiikleermonosit/makrofaj Onciilerinin flizyonu sonucunda olusurlar.
Reseptor activator faktor kappa B (NF-kB) ligandi (RANKL) ve makrofaj koloni stimiile
edici faktor (M-CSF) osteoklastlarin gelisimi, fonksiyonu ve hayatta kalmasi i¢in esansiyel
olan iki sitokindir (1). Osteoklastlar trabekiiler yiizey iizerinde yada kortikal kemik
igerisinde belli bir limite kadar mineral ve matriksi ortadan kaldirir. Kemik remodelizasyonu
sirasinda sayist azalan, rezorbsiyonun arttigi durumlarda ise sayisi artan hiicrelerdir.
Rezorbsiyon sirasinda Howship lakiinalarini olarak adlandirilan alanlari olustururlar. Ayn1
zamanda hormonalara kars1 ¢ok duyarli olup osteoblastlarla uyumlu olarak calisarak

kemigin yikimi ve sekilllenmesinde 6nemlidirler (4).

Kemik Dokunun Kanlanmasi

Kemik dokusunun dolagimi ii¢ farkli vaskiiler sistem tarafindan saglanir. Bunlar
medullar sistem, metafizyel sistem ve periosteal sistemdir. Diafiz bolgesini medullar sistem
tarafindan kanlandirilir. Metafiz bolgesi kanselloz kemigin baskin olarak bulundugu alandir
ve metafiziyel sistem tarafindan kanlandirilir. Periosteal sistem kemigin dis kortikalindeki
kanlanmadan sorumludur (5). Bu sistemler arasindaki anastomozlar olduk¢a giicliidiir ve

herhangi birinde sorun olursa diger sistemler baskin hale gelerek bu agig1 kapatir.

Kemik Matriksi

Kemik matriksinin yaklasik %50 - %60’ n1 inorganik maddeler olusturur geri kalan
kisim organik kemik matriksidir (1). Kemik organik matriksi osteoblastlar tarafindan
salgilanan ve osteoid adi verilen mineralize olmamis organik yapidan olusur. Organik
yapinin % 90’1 tip I kollajen; % 10’unu ise proteoglikanlar, kondroitin siilfat, keratan
stilfat, hyaliironik asit ve non-kollajen proteinler meydana getirir (6). Kemikte bulunan

kollojen yapinin viicuttaki diger kollojenlerden farkli olarak mineralize olma 6zelligi vardir

(7).



Nonkollojen matriks proteinleri  osteoblastlarca sentezlenen osteonektin,
osteopontin ve osteokalsindir. Bunlar kemigin mineralizasyonunda gorev alirlar. Ozellikle
osteokalsinin osteoblast inhibisyonu yapmasi énemlidir.

Kemigin inorganik elemanlar1 6zellikle kalsiyum ve fosfordur. Bununla birlikte
magnezyum, sitrat, potasyum ve sodyumda bulunur. Kalsiyum ve fosfor birlikte
hidroksiapatit kristallerini olusturur. Hidroksiapatit kristallerinin kollojen liflerle iliskisi

kemik dokunun sertligini ve direncini belirler (8).

Kemik Zarlari

Periosteum ve endosteum: Kemigin i¢ yiizeyinde endosteum, dis yiizeyinde
periosteum bulunmaktadir. Tabakalar halinde kemik yapan hiicreler ve bag dokusu ile
ortilidiirler (9).

Periosteum kollejen lif ve fibroblastalardan olusan bir dis tabakaya sahiptir. Uzun
kemiklerin eklem yiizeyleri hari¢ biitiin kemiklerin dis yiizeyini kaplar. I¢ yiizeyinde
osteojenik, dis yiizeyinde fibroz tabakasi bulunur (10). Fibroz tabakada fibroblastlar,
duyusal ve sempatik sinir lifleri, kan damarlar1 yerlesmistir (11). I¢ tabakasinda bulunan
osteoprogenitdr hiicrelerin travmaya sekonder olarak aktive olma yetenegi vardir.
Periosteumun esas gorevi kemik dokusunu beslemek, apozisyonel kemik biiylimesini
saglamak ve kemik tamiri i¢in destek saglamaktir (9). Icerisinde bulunan kollojen lif
demetleri sharpey liflerini olusturur, bu lifler matriks i¢ine uzanarak periosteumu kemige
baglar (12).

Endosteum kemik i¢indeki biitiin bosluklar astarlaryan kalin bir hiicre tabakasidir
ve osteoprogenitor hiicreler sahiptir. Bu hiicreler kemik matriksini salgilayan hiicrelere,
osteoblastlara veya i¢ yiizeyi doseyen kemik astar yapisina doniisebilme yetisine sahiptir.

Kemik yapiminin yani sira hematopoetik hiicre yapma yetenekleri de vardir (13).

KEMIiK DOKUSU TiPLERI

Primer Kemik Dokusu

Intrauterin hayatta bulunan ve ilk sekillenen kemik dokusudur. Olgunlasmamis
kemik dokusu da denir. Kirik iyilesmesinde bulunan ilk kemik dokusudur. Mineral miktar1
azdir ve kollejen lifleri diizensizdir. Yetiskinlerde primer kemik dokusu; dis alveollerinde,

kafatas1 yass1 kemiklerinin sutura kisimlarinda ve tendon kemik bileskelerinde bulunur.



Sekonder Kemik Dokusu

Eriskinlerde bulunan olgun kemik tiiriidiir. ikincil kemik dokusunda kollejen lifleri
diizenli sekilde siralanmistir ve norovaskiiler yapilarin etrafinda osteon (havers) sistemini
olusturur (14). Havers sistemi dis dairesel lamelcikler i¢ dairesel lamelcikler ve interstisyel
lamelciklerden olusur.Ii¢ dairesel lameller kemik iligi etrafinda, dis dairesel lameller
periostun hemen altinda yerlesimlidir. Her iki lameller arasinda interstisyel lameller ve diger
havers sistemleri yerlesmistir (15). Sekonder kemik dokusunun iki alt grubu vardir;
Spongioz kemik ve kompakt kemik.

Spongioz kemik yapisal olarak kompakt kemige benzer ancak siingerimsi bir
yapiya sahiptir. Yogunlugu diisiik ve esnektir. Trabekiiler bir yapiya sahiptir bu yapisindan
dolay1 kemik iligi ile doludur ve kanlanmasi yiiksektir (13). Kisa ve uzun kemiklerin metafiz
ve epifizlerinin i¢ kisimlari ile yassi kemiklerin i¢ yiizleri siingerimsi kemikten yapilmstir.

Kompakt kemik dokuya dokuya ¢iplak gozle bakildiginda homojen ve kompakt
goriintir. Kollejen lifleri diizenli sekilde siralanmistir. Mikroskobik incelemede kemigin
uzun eksenine paralel seyreden Havers kanallari ve bunlari birbirine baglayan Volkman
kanallarindan olusur (16). Matriksi sertlesmis kemik dokusunun beslenmesi bu kanallarda
bulunan kan damarlarindan ¢ikan besleyici maddelerin difiizyonu ile saglanir. Volkman
kanallar1 periosteum ve endosteum arasinda yerlesmistir. Norovaskiiler yapilarin endosteum

ve periosteum arasindaki ayni zamanda haversian sistemle olan baglantisin1 saglar.

KEMIKLESME (OSSIFIKASYON)
Kemiklesme Embriyonel doénemde ve dogumdan sonra bag doku ve kikirdak
dokunun kemige doniismesine kemiklesme denir. Kemiklesme intrauterin hayatin 7.-12.

Haftalar1 arasinda baglar ve 20-25 yas aralifina kadar yavaglayarak devam eder.

Intramembran6z Kemiklesme (Zar Icinde Kemiklesme)

Kemigin, direkt olarak embriyonel donem bag dokusu olan mezenkimal doku
tizerinden olusmasidir. Mezenkimal hiicreler hizla boliinerek osteoprogenitdr hiicrelere
onlarda osteoblastlara dontisiirler. Osteoblastlar kemik doku ara maddesini sentezler ve
osteositlere doniisiirler. Osteositlerden salgilanan osteoid doku, kalsiyum (Ca) ve fosfor (P)
iyonlar1 Alkalen Fosfotaz (ALP) enziminin etkisiyle birleserek kalsiyum fosfat (CaPOa)

olusturur. Yasst kemiklerde bu sekilde kemiklesme gortiliir (17).



Endokondral Kemiklesme (Kikirdak i¢ci Kemiklesme)

Kemigin bag dokudan hiyalin kikirdaga doniisiip daha sonra olusmasidir. Enkondral
kemiklesmede embriyonik mezenkimal hiicreler, gelismekte olan kemigin yaklasik boyut ve
seklinde kikirdak bir kalip olusturmak igin yogunlasirlar (18). Uzun ve kisa kemiklerde bu
sekilde kemiklesme goriiliir. Kemiklesmenin basladigi odaga ossifikasyon merkezi denir.
Ossifikasyon merkezleri kemik tiplerine gore farklilik gosterir. Dinamik bir siire¢ olarak

surekli devam eder.

ANATOMIK YAPILARINA GORE KEMIK TiPLERI

Uzun Kemikler
Kemigin uzunlugu, genislik ve kalinligindan fazladir. Kol, 6n kol, uyluk, bacak ve
parmak kemikleri uzun kemiklerdir. Epifiz, metafiz, diafiz seklinde ii¢ boliimden olusurlar.

Diafizer kisimda cavitas medullaris bulunur ve sar1 kemik iligini igerir (19).

Kisa Kemikler
Uzunlugu, genisligi ve kalinlig1 birbirine esit olan kemiklerdir. Tarsal kemikler,
karpal kemikler kisa kemiklerdir (19).

Yass1 Kemikler
Ince, yass1 ve kavisli kemiklerdir. Kafatas1 kubbesi kemikleri, kostal kemikler,

skapula ve iliak kemik yass1 kemiklerdir (19).

Diizensiz Kemikler
Uzun, kisa ve yasst kemik tiplerinden herhangi birine uymayan, belli bir sekli
olmayan kemiklerdir. Diizensiz kemikler baskilara karsi son derece saglam kemiklerdir.

Omurlar, alt ¢ene ve iist gene kemikleri diizensiz kemiklerdir (19).

Susamsi Kemikler
Baz1 tendonlar ile kaslar1 kemikleri baglayan fibroz baglar i¢inde bulunan

kemiklerdir. Diz kapagi kemigi tipik susamsi kemiktir (19).



KEMIK KIRIKLARI

Kirik, kemigin Kkortikal ve periosteal devamliliginin bozulmasi olarak tanimlanir
(20). Kurik iyilesmesi kirilma anindan baslayan ve yillarca devam eden dinamik bir siiregtir.
Kirik iyilesmesinde en 6nemli faktor kanlanmadir. Kemik iyilesmesi kirigin olugmasin
takiben baglayan kompleks biyolojik olaylar sonucunda gergeklesir. Bu siirecte gerceklesen
intraselliiler ve ekstraselliiler olaylar biiylime faktorleri, vaskiilarite, oksijenizasyon, pH,
hormonlar, elektriksel yogunluk ve mekanik stabilite gibi pek ¢ok faktorden etkilenir. Kemik

kiriklarinin siniflandirilmasi asagidaki gibidir (20):

Etyolojik faktore gore; Dis ortam ile iliskisine gore;
e Travmatik kiriklar e Kapali kiriklar
e Patolojik kiriklar o Acik kiriklar
e Stres kiriklar
Deplasman durumlarina gore; Kirik paternine gore;
e Nondeplase kiriklar e Transver kiriklar
e Deplase kiriklar e Oblik kiriklar
1. Translasyon derecesi e Spiral kiriklar
2. Angulasyon derecesi e Segmental kiriklar
3. Rotasyon derecesi e Komiinike kiriklar

Primer Kirik Iyilesmesi

Rijit internal fiksasyonla goriilen dis kallus gelismeden olan iyilesmedir. ilk asamada
osteoklastlar Havers kanallarindan gegerek nekrotik kemik alanlarinin rezorbsiyonunu yapar
ardindan osteoblastlar vaskiiler alanlar igeren osteonlar1 olusturur ve immatiir karakterde
olan kemik dokusu olusur. Bu olusan immatiir kemik dokusu birka¢ ay igerisinde matiir

forma doner.

Sekonder Kirik iyilesmesi
Kirigin kapali yontemle operasyon yapilmadan veya bazi operasyonlar sonrasi olan
iyilesme seklidir. Histolojik olarak iyilesme siiresindeki evreler birbirinden zaman olarak

kesin sinirlarla ayrilamaz. Her evre daima kendinden bir 6nceki veya birsonraki evre i¢inde



bulunur. Kirik iyilesmesindeki en uzun evre yeniden sekillenme, en kisa evre enflamasyon
evresidir.
Cruess ve Dumont’ a gore ikincil kirik iyilesmesinin 3 evresi vardir:
1. Yangi (enflamasyon) evresi
2. Onarim (reperasyon) evresi

3. Yeniden sekillenme (remodeling) evresi

Enflamasyon fazi: Kirik olusumu ile beraber kemik matrikste hasarlanma, periost
ve endosteumda laserasyonlar, hiicrelerde nekroz ve kemik kirik uglarinin yer degistirmesi
meydana gelir. Vaskiiler biitlinliigiin bozuldugu kirik alaninda osteositlere giden kan akimi
azalir ve bos lakiinalar, lizis ve piknotik gdriinlimde osteositler olusur. Kirik alaninda kan ve
lenf birikimi olusarak hematom gelisir. Hematom kirik iyilesmesinde 6nemli bir asamadir,
kirik uglarmi bir arada tutar fakat acik kiriklarda hematomun disariya disloke olmasi
iyilesmeyi geciktiren bir durumdur (20). Diger yara iyilesme siireclerine benzer sekilde, bu
evrede makrofajlar, nétrofiller, trombositler ve yaralanan kemik hiicreleri tarafindan tiretilen
IL1, IL6, TNF A gibi proenflamatuar molekiillerin salinimi ile karakterizedir. Bu molekiiller
yaralanmay1 izleyen 24 saat igerisinde en {ist diizeye ulasir ve kirig1 izleyen 72 saatte en alt

diizeye geriler.

Onarim evresi: Ikinci giin baslayip 40. giine kadar devam eden ve primer kallus
yapisinin olustugu asamadir. Onarim fazi hematomun organize olmasiyla baglar. Bu
asamada lokalsitokinlere cevap veren periosteal ve endosteal progenitor hiicreler, fibroblast,
kondroblast ve osteoblast olusturmak {izere farklilasirlar. Ilk 2 hafta icerisinde primerkallus
dokusu olusur. Kemik uglar1 ayr1 ise yumusak (koprii) kallus dokusu olusur. Yumusak kallus
enkondral kemiklesme sonucu sert kallusa doniisiir. Primer kallus dokuda Tip 2 kollajen
baskin iken sert kallusa dontisiim gergeklestikce Tip 2 kollojen Tip 1 kollajene doniisiir.
Onarim fazi kirik uglar birlesene kadar, kortikal devamlilik saglanana kadar devam eder.
Kallus miktarini, i¢erigini, seklini; kemik yapisi, kirik etrafi yumusak dokular, stabilite gibi
bircok faktor etkiler

Remodelling evresi: Onarim evresinin ortalarinda baslayip yillarca devam eden
aktif bir siiregtir.Kirik iyilesmesi gerceklestikten sonra kemigin maruz kaldig: yiikle orantili

olarak kemigin normal konfiglirasyonun ve seklinin olugsmasi saglanir. Sert kallus dokusu



lameller kemik ile siirekli yer degistirir. Sert kallus bir yandan osteoklastlarin etkisiyle

rezorbe edilirken, diger yandan osteoblast etkisiyle lamellar kemik olusumu saglar (21).

KEMIK GREFTLERI

Kemik defektleri enfeksiyonlara, timérlere, travmaya, konjenital sebeplere bagl
olarak meydana gelebilir. Yiizyillardir kemik defeklerinin onarimi igin gesitli yollar
denenmistir. Ilk basarili kemik grefti uygulamasi Job Vanmeekeren tarafindan kdpek
kafatasindan alinarak yarali bir askerin kafatasindaki kemik doku defektine yapilmistir.
Vanmerren ilk basarili otojen kemik grefti cerrahisini yapmistir. Otojen kemik grefti
kullanimi kemik grefti cerrahisinde altin standart uygulamadir (22-24). Bunun yani sira
allojenik, zenojenik, sentetik, inorganik kemik grefti segenekleride giiniimiizde
kullanilmaktadir. Ideal kemik greftinin tagimasi gereken ozellikler su sekilde siralanabilir

(25-29);

- Greft materyali toksik olmamal, - Kolay uygulanabilmeli ve

- Antijenik olmamali,

[rritan olmamall,

Karsinojenik olmamali,

Minimal enflamatuar  reaksiyona
sebep olmali,

Biyomekanik olarak dokularin fiziksel
ozelliklerine uyum gosterebilmeli,
Cevre dokular ile uyumlar iy1 olmali,
Bioadeziv olmali,

Biokorozyona kars1 direngli olmali,

Kemik Greftlerinin Tyilesmesi

Kemik greftlerinin iyilesmesi

sekillendirilebilmeli,

Uygulandiklar1 bolgede osteojenik
ozellik gostermeli,

Kolay elde edilebilmeli veya
iiretilebilmeli,

Ucuz olmali,

Fonksiyonel kuvvetlere kars1
koyabilecek gii¢ ve esneklikte olmali,
Cabuk iyilesmeli,

Enfeksiyona direncli olmalidir

kemik kirik 1iyilesmesiyle benzer Ozellikler

gostermektedir. Otojen kemik grefti yapildiktan sonra alict dokuda hematom ile kaplanir ve
inflamatuar hiicrelerce ¢evrelenirler. Bunlardan salgilanan sitokinler araciligiyla yeni damar
olusumu baslar. Nonvaskiilarize kemik greftlerinde ilk 6nce nekroz meydana gelir ve geriye
bir miktar osteosit kalir. Alict kan damarlart greft igerisine dogru prolifere olarak alict

osteosit mezenkimal kdk hiicrelerin greft icerisinde gogalmasini saglar. Greft icerisindeki
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Havers kanallarindan vaskiiler bliylime gergeklesir. Vaskiiler dokunun greft icerisine invaze
olarak osteoblastlarin bu bolgeye gelerek yeni kemik fiiretimini katilmasina creeping
substitution denir. Kortikal kemik greftleri higbir zaman tam olarak kansell6z kemik greftleri
gibi dayanikli hale gelemez ¢linkii nekrotik kemik alanlar1 tam olarak rezorbe olmaz iyilesen

kemikte Olu ve canli kemik dokular: birlikte bulunur.

Osteointegrasyon: Greftin alic1 kemik yiizeyine kimyasal olarak tutunabilmesidir.
Alict kemik ile uygulanan greft arasinda herhangibir fibrotik doku meydana gelmeden kemik

greftin tutunmasidir.

Osteokondiiksiyon: Greftin ¢ati gorevi listlenerek ylizeyinde yeni kemik yapici
hiicreler i¢in destek saglamasidir (30). Viicutta toksik reaksiyon géstermezler ancak yeni
kemik olusumunu indiikleme yetenekleri yoktur. Hidroksiapetit,kollojen ve kalsiyum fosfat

osteokondiiktif 6zellige sahiptir.

Osteoindiiksiyon: Uygulanan greftmateryelinin pliiripotent hiicrelerin osteoblastik

fenotipe donmelerini uyarmaktir (31).

Osteogenesis:  Greft hiicresel elemanlarinin nakledilen alanda yeni kemik
olusturabilmesidir. Yeni kemik olusabilmesi i¢in yeterli sayida progenitdr hiicrenin ortamda

olmas gerekir. Osteogenez yalnizca taze otojen kemikte ve kemik iligi hiicrelerinde bulunan
bir 6zelliktir (26, 32-34).

Kemik Iyilesmesin Etkileyen Faktorler

1) Greftleme yapilacak alanin debridmanmin uygun sekilde yapilmasi ve alict alanin
kanlanmasinin 1yi oldugundan emin olunmasi.

2) Greftleme yapilacak alanin daha Once radyoterapi almis olmasi alici sahanin
mikrosirkiilasyonunu bozar bu da greft rezorbsiyonunu arttirir.

3) Greftin kanselloz kisminin alicin kansell6z kismi ile temas edecek sekilde yerlestirilmesi
greft rezorbsiyonunu azaltir.

4) Kemik grefti alindiktan sonra 1 saat icerisnde alic1 alana adapte edilmelidir siire uzadik¢a

greftteki osteosit ve osteoblastlarin sayis1 azalir.
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5) Kemik greftin rijit fiksasyonu saglanmalidir bu sayede normal kirik iyilesmesi fazlarmnin
seyri saglanir. Rijit fiksasyon hizli revaskiilarizasyonu, kompresyon ile greft ile alici alan
arsindaki baglantinin artmasini saglanir.

6) Kemik grefti alinirken kullanilan kesici uglarin keski olmasi ve uygun devirde ¢alismast
saglanmali. Serum fizyolojik ile sogutularak greft uclarinda termal etkiye bagl hiicre
kaybinin 6niine gegilmelidir.

7) Periostu korunmus kemik greftlerin yasayabilirligi daha fazladir.

Otojen Kemik Greftleri

Otojen greftler kanselloz greftler, damarli ve damarsiz kortikal greftler olarak
ayrilabilir. Kemik greftleri kirik kaynamasi gibi kanama, inflamasyon, revaskiilarizasyon ve
remodelasyon asamalarindan sonra kemik dokusuyla birlesir. Diger kemik grefti
materyellerine iistiinliikkleri mekanik, biyolojik, immiinojenik agidan viicutla ayni olmasidir.
Bulasici hastalik ve rejeksiyon riskinin olmamasi 6nemlidir. Otogreftler canli osteojenik
hiicreleri, kemik matriks proteinlerini igerir ve kemik biiytimesini destekler. Osteojenik
ozellige sahip tek greft materyeli otojen kemiklerdir. Vaskiiler olmayan otojen kemik
greftleride operasyon sonrasi ilk 5 giin osteojenik 6zellige sahiptir daha sonra bu 6zelliklerini
kaybederler, osteoindiiktif ve osteokondiiktif etkileri devam eder (35).

Otogreftlerin uygulamalarinda mevcut kaynaklarin kisithiligi, cerrahi alanda
olusturdugu agri, sinir yaralanmasi ve enfeksiyon riski olmasi kullanimlarini kisitlar.
Komplikasyon oran1 %10’a kadar ¢ikabilir. Otolog kanselloz greftler kortikal greftlerle
karsilastirildiginda daha osteojenik olarak kabul edilmektedir. Kortikal greftteki yapisal
bosluklar ve damarlardaki mikroanastomozlar smirli revaskiilarizasyon ve besin
diflizyonuna izin verir. Kanselloz greftler hemen ve gii¢lii bir yapisal destek
saglamamaktadirlar. Kanselloz kemik greftlerde erken donemde mekanik destek giicii
kortikal kemik greftlerdekinden daha az oranda izlenir. Kanselloz kemik greftler, kortikal
greftin sagladigr mekanik destek gilice ulagsmak i¢in 6-12 ay arasinda bir zamana ihtiyag
gosterirler. Osteoindiiktif etkisi yiiksek olmakla beraber iyilesme sonrasi asil olarak
osteokonduktif bir islev goriir ve yeni olugan kan damarlariyla yeni osteoblast ve osteoblast
prekiirsorlerinin biiylimesini destekler. Yaklasik 6-8 hafta i¢inde kortikal grefte esdeger bir
dayanikliliga ulasir. Otolog kortikal greftlerin osteoindiiktif 6zellikleri neredeyse ¢ok azdir,
daha c¢ok osteokondiiktiftir. Otolog kortikal greftler acil yapisal destek gerektiren 5-6 cm
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segmental defektlerde iyi bir se¢enektir. Daha biiyiik defektlerde kemik doku i¢eren flepler
tercih edilmelidir.

Otojen kemik kaynaklari: Nonvaskiilarize kaynaklar ve vaskiilerize kaynaklar
olarak ikiye ayrilir. Nonvaskiilarize iliak krest, nonvaskiilarize kalvaryel kemik,
nonvaskiilarize kosta greftleri, tibia, trokantermajor, olekranon ve Radius nonaskiilerize
kemika kaynaklarina 6rnektir. Vaskiilarize fibula, vaskiilarize iliak krest, vaskiilarize kosta,

skapula, metatars ve Radius da vakiilerize kemik kaynaklarindandir.

Allojenik Kemik Greftleri

Allogreftler donér morbiditesi ve agri agisindan otogreftlere iyi bir alternatiftir.
Uygulamasi ve temini otogreftlerden daha kolaydir. Allogreft kullaniminin dezavantaji
hastalik etkenleri bulastirmaktir. Primer olarak osteokondiiktiftir, igerdigi ¢esitli biliylime
faktorlerinin etkisiyle daha diisiik oranlarda osteoindiiktif etki gosterir. Allogreftlerin, jel,
kollajen siinger gibi formlar da mevcut olmasina karsin genel olarak partikiil formunda
kullanilirlar. Kortikal veya spongioz kemik bolgelerinden elde edilip, demineralize
dondurulmusg-kurutulmus (DDKKA) veya mineralize dondurulmus-kurutulmus (MDKKA)
kemik allogrefti seklinde hazirlanirlar.

Ksenogreftler

Bagka tiirden canlilarin kemiklerinin insanda kullanimidir. Dogal kemik
minerallerini  tagimlarma ragmen organik komponent icermezler. Ksenogreftlerin
olusturduklar1 immiin reaksiyon ve yiiksek rezorbsiyon oranlari nedeniyle insanda kullanisi
olmadiklar1 goriilmiistiir.

Kullanilmakta olan ksenogreftler genellikle sigir kaynaklidir. Deproteinize edilmis
sigir kaynakli kemik greftinin insan kemik yapisina benzer 6zellikleri bulunmaktadir ve

rezorbsiyona olan direnci otojen kemikten daha fazladir.

Alloplastik Kemik Greftleri

Alloplastik kemik greftleri insan veya hayvan kaynakli degildir.Sentetik olarak elde
edildikleri i¢in bulasici hastalik tasima riskleri yoktur ancak azda olsa antijenik cevap
olusturma riskleri vardir. Hidroksiapatit, kalsiyumfosfat, trikalsiyum fosfat, bioaktif camlar

bu gruptadir.
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MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR

Hiicre matriks etkilesmeleri, ekstraselliiler matriks (ESM) bilesenlerinin
hidrolizinden sorumlu olan proteolitik enzimler tarafindan diizenlenir. Proteolitik enzimler
matriks molekiilleri tarafindan olusturulan sinyallerin denetlenmesi, hiicre ¢ogalmast,
farklilagsmasi ve hiicre 6liimiinde temel rol oynar. Bu enzim sistemlerinin i¢inde Matriks
Metalloproteinazlar (MMP) 6nemli bir yer tutar. MMP’ler, ESM bilesenlerini yikima
ugratan ¢inko (Zn++) ve Ca++ bagimli endopeptidaz ailesidir. Tiirlerine gore; endotel
hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar, damar diiz kas hiicreleri, T lenfositler, trombositler,
kondrositler, keratinositler, epitel hiicreleri mezensimal hiicreler, nétrofiller, trofoblastlar ve
osteoblastlar gibi ¢ok ¢esitli hiicre tipleri tarafindan iiretilir (36).

Matriksmetalloproteinazlar ilk olarak 1949°da depolimerize edici enzimler olarak
tanimlanmistir ve ilk tespit edildiklerinde tiimor biiylimesinde stromal olusumu ve kan
damarlarinin olusumunu arttirdig1 diisiiniilmistiir. Giiniimiizde yapilan ¢alismalar MMP
enzim ailelerinin epifizlere ait kikirdak displazileri, kanser ve metastaz, kalp yetmezligi ve

serebraliskemide belirgin etkilerinin oldugu gosterilmistir (37).

Matriks Metalloproteinazlarin Yapisi Ve Siniflandirilmasi

Bu giine kadar tanimlanan 24 ¢esit matriks metalloproteinazin belirli ortak yapisal
ozellikleri vardir. Ug bolgeye ayrilirlar. MMP’lerin tiimii tipik olarak N terminalinde
enzimin oncii dizilimi olan pre-domain igerirler. Bu 6ncii dizilim, enzimi salgilanma igin
isaretler ve salgilanma sonrasinda kaybolur. Ikinci bolge olan pro-domain, enzimin kalict
formda kalmasindan sorumlu olup enzimin etkinlesmesinin ardindan kaybolur. Bir sonraki
bolge Zn++ baglayan boliimii iceren katalitik domaindir. Katalitik domain ek olarak 2- 3
Cat+ iyonu igerir. Bu bolge stabilite ve enzimatik etkinligin olugmasi i¢in gereklidir (38).

Matriksmetalloproteinazlar hiicre disi proteinler olmakla beraber MMP-1, MMP-2
ve MMP-11"in hiicre i¢inde de bulunup hiicre i¢i proteinler lizerinde etkileri olabilecegi
bildirilmektedir. Matriksmetalloproteinazlar bu yapisal biitiinliigii diizenleme 6zelliginden
dolay1 baz1 fizyolojik olaylarda (kemik yeniden yapilanmasi, embriyonik gelisim, hiicre
gocli, yara iyilesmesi, doku rezorpsiyonu, blastokist gdmiilmesi, organ yapisinin gelisimi,
sinir biiylimesi, ovulasyon, servikal genisleme, endometrial dongii, anjiogenez, apoptozis)
onemlidirler. MMP etkinliginin denetiminin kaybolmasi sonucunda artrit, kanser,

ateroskleroz, llser, fibrozis ve anevrizma gibi hastaliklara yakalanma olasiliginda artis
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goriilmektedir. MMP’lerin etkinlikleri matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri (TIMP)

tarafindan diizenlenmektedir. Giiniimiize kadar 24 farkli MMP tanimlanmuistir (39).
Substrat 6zgilliigii, sekans benzerligi ve domain igerigi gbz Oniine alindiginda

vertebralilardaki MMP’ler alt1 kiimeye ayrilirlar; kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler,

matrilizinler, membran tipi MMP’ler, diger MMP'ler.

Kollajenazlar: MMP-1, MMP-8, MMP-13 ve MMP-18 kollajenazlar grubunda yer
alirlar. Bu enzimlerin ana Ozelligi, hiicreler aras1i alanda tip I, II, III kollajenleri
parcalayabilme yetenegidir. MMP-1, uygun ph ve 1sida interstisyelkollajen tip I, Tip 1I ve
Tip I’ pargalar. Kollajen olmayan bazi substratlari parcalar. MMP-8 de (insan nétrofil
interstisyel kollojenazi) MMP-1’e ¢ok benzer yapidadir. Tip | kollajeni ve tip Il kollajeni
pargalar. MMP-13 (kollajenaz 3) digerlerinden farkl olarak 6zellikle tip II kollajen iizerine
daha etkilidir. Tip 2 kollojen kondrositlerden {iretildiklerinden dolay1 osteoartrit
patogenezinde rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Parcalanan kollajenler denatiire olup

jelatinlere doniistirler ve diger proteinazlar devreye girmesiyle pargalanirlar (37).

Jelatinazlar: Jelatinazlar grubunda MMP 2 (jelatinaz A) ve MMP 9 (jelatinaz B) yer
alir. Denatiire olmus kollajenleri ve jelatinleri sindirir. Bu enzimler kollajen, laminin ve
jelatine baglanan katalitik bdlgenin i¢ine yerlesmis ve ti¢ defa tekrarlanmis tip II fibronektin
bolgesi icerir. Bu bolge jelatinazlarin, jelatin ve kollajene yiiksek ilgi ile baglanmalarin
saglar ve bdylece proteolitik etkinliklerini artirir. MMP 9’dan farkli olarak MMP 2 ; Tip 1,
Tip II ve Tip III kollajeni parcalar. MMP2 si mutasyona ugrayan insanlarda multisentrik
osteolizis hastalig1 ortaya c¢ikar. Bu da MMP 2’nin insanlardaki kemik olusumunda 6nemli
oldugunu gostermektedir (39).

Tip IV kollajen , bazal membranlarin ana bilesenidir ve bazal membran toplam
proteininin %40-65’ini olusturur. Interstisyel kollajenazlar tip IV kollajeni pargalayamazlar.
Tip IV kollajenin helikal boliimiinii parcalayan ilk kollajenaz fare melanoma hiicre
kiiltiirlerinde gosterilmigtir. Daha sonra bunun insan fibroblast jelatinaz-A ile ayn1 oldugu
anlasilmigtir. Jelatinaz-A genel olarak interstisyel kollajenazlarin baslattigr kollajen
yikimini tamamlar. Jelatini interstisyel kollajenazlardan 100 kat daha hizli pargalar. Insan
makrofaj, graniilosit, keratinosit, ve diger bazi hiicre tiirleri bir glikoprotein olan jelatinaz-

B’yi iiretirler.
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Stromelizinler: Stromelizin 1 (MMP 3) ve stromelizin 2 (MMP 10) benzer substrat
Ozgiilliigiine sahip iken, MMP 3’iin proteolitik etkinligi MMP 10’a gore daha yiiksektir.
MMP 11, stromelizin 3 olarak da adlandirilmasina ragmen diger MMP’ler iginde
siiflandirilir ¢linkii sekans ve substrat 6zgtlliigic MMP 3 ve 10°dan ayridir. Stromelizin 1
fibroblastlardan tiretilir ve baslica substratlar1 proteoglikanlar, tip IV kollajen, laminin ve
fibronektindir. Hiicresel fibrinolizde de 6nemli islevi oldugu diisiiniilmektedir. Stromelizin-
2, stromelizin-1 ile ayn1 substratlar1 pargalar fakat bulunduklar1 dokular farklidir. Ornegin
keratinositlerde yalnizca stromelizin-2 uyarilirken romatoid sinovya sivisinda yalnizca
stromelizin-1 bulunur. Yara iyilegsmesi sirasinda ise keratinositlerde her ikisi de eksprese
edilir. Stromelizin-3 ol-tripsin inhibitoriinii pargalar ancak digrelerinin etki ettigi ESM
bilesenlerine etkisi yoktur. Fizyolojik rolii kesin olarak bilinmemekle birlikte epitelyal
timorlerin  stromasinda ¢ok miktarda bulundugu i¢in serin proteaz inhibitSrlerini
baskilayarak plazmin gibi enzimlerin matriks proteinlerini parcalamasini sagladigi

diistiniilmektedir (37).

Metalloproteinaz inhibisyonu

Matriks mettalloproteinazlarin inhibisyonunda 6zel doku inhibitorleri TIMP’lar
tanimlanmistir . Genel olarak TIMP ailesi MMP’lerin katalitik bolgelerine baglanarak
substrata baglanmay1 engelleyerek etki gosterir. Tanimlanmis 4 adet TIMP tiirii vardir.
TIMP 1-2-3-4 seklinde tanimlanmis 4 alt tiirii olan TIMP’lar %41 %352 oaraninda sekans
benzerligi gostermektedir (40). Fonksiyonel olarak benzerlik gostermekle birlikte farkli
dokularda oranlar1 degismektedir. Bunun yaninda genel proteinaz inhibitorleri olarak bilinen
a2-makroglobulin, heparin, tetrasiklinler ve C-reaktif proteini de bulunmaktadir. TIMP
aktivitesi i¢in bitlinliigiiniin korunmus olmasi gereklidir. MMP ve TIMP’ler arasinda
bulunan oran ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireglerde degisiklik gosterir (41). Embriyogenez
ve lireme, tiimoral kitlelerin invazyon siiregleri, dermal yaslanma, kemik olusumu, eklem

hastaliklarinda MMP az iligkileri ortaya konmustur.

DOKSISIKLIN

Genis spektrumlu bir antibiyotik grubu olan tetrasiklinler bakteriostatik etki
gosterirler. Bu grup antibiyotiklerin ilk tiyesi 1948 yilinda Benjamin Duggar tarafindan
streptomices aerofacians isimli bakteriden izole edilmis olan klortetrasiklindir. Bakteri

ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek etki gosterirler ribozomal 30 s ve 50s alt
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tinitelerine baglanarak aminoagil t —r F VF VV’nanin baglandig: alan1 inhibe eder ve peptid
zinciri olusumunu engellerler. Ortalama absorbsiyonlart %60 /%70 kadardir.
Tetrasiklinlerin antimikrobiyal ve antibiyotik 6zelliklerinin yan1 sira kollejenaz inhibisyonu
yaptiklarida ortaya konmustur (42, 43). Bu ozelliklerine dayanilarak yapilan ¢alismalarda
doksisiklin ve diger tetrasiklin tiirevlerinin periodontal hastaliklarda ve artritte doku
yikimini azalttigi, timér metestazi ve tiimor anjiyogenezin de inhibitdr etki gosterdigi,
miyokard enfarktiisiinde doku hasarini azalttig1 gosterilmistir (44-49). Tetrasiklinlerin bag
dokusunda yikimi azaltici etkileri ¢esitli mekanizmalar ile olur;

1) Hiicre dis1 mekanizmalar

a) Tetrasiklinler Ca ve Zn’ye baglanarak aktif MMP’lerin dogrudan
inhibisyonunu saglar

b) Pro-metalloproteinazlarin oksidatif aktivasyonun inhibisyonunu saglar
c) MMP’lerin inhibisyonu a-1 proteinaz inhibitorii korur bdylece indirekt

olarak serin proteinaz aktivitesini azaltir bag doku yikimi azalir

2) Hiicresel mekanizmalara aracilik eder
a) Sitokinler, indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz, fosfolipaz a2,
prostoglandin sentezlerini azaltir
b) Protein kinaz C ve calmoduline etki eder

3) Proanabolik etkilere aracilik eder

a) Kollojen yapimini arttirir

b) Osteoblast aktivasyonunu ve kemik olugumunu arttirir

Farmokokinetik

Tetrasiklinler oral veya paranteral kullanilabilirler. Sindirim kanalindan baslica mide
ve ince bagirsaklardan emilirler doksisiklin ve minosiklinin emilim orani %90-%100
arsainda iken diger tetrasiklin tlirevleri %60 -%70 oraninda emilirler. Degisen oranlarda
idrar, safra ve diskiyla atilirlar. Doksisiklin bobrek yetmezliginde doz ayarlanmasi
gerektirmez. Baslica eliminasyon yollar1 bobreklerdir (43). Minosiklin goz yas1 ve tiikriikte

yiiksek oranda yogunlasir.
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Yan Etkileri (43)
Diglerde  kalsiyum selatt
olusturmasina bagl olarak
diskolorasyon

Fotosensitivizasyon

Diyare
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Agizda kotii tat

Fanconi tip sendrom (liremi
tablosu)
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calismanin hayvanlarinin canli oldugu donemlerini igeren kisim Trakya
tiniversitesi hayvan deneyleri laboratuarinda gergeklestirilmistir. Plastik, rekonstruktif ve
estetik cerrahi anabilimdali, patoloji ve biyokimya anabilimdali ortak ¢aligmasi ile birlikte

yapilmistir. Calisma 6ncesinde hayvan deneyleri yerel etik kurulu onay1 alinmstir.

HAYVANLARIN OZELLIKLERI VE BAKIM KOSULLARI

Calismamizda kemik greftinin kirik 1iyilesmesi {izerine doksisiklin etkisini
inceleyebilmek amaciyla daha onceki kemik iyilesmesi modelleri 6rnek alinarak rat modeli
uygun goriilmiistiir. Deneysel ¢alisma icin 36adet saglikli wistar albino rat kullanilmistir.
Yaglar1 10-12 hafta arasinda olup agirliklar1 400 — 500 gr arasindadir. Ratlar 21 + 1 C°
sicaklikta % 40-60 nem ihitiva eden ve 12 saatlik gece giindiiz standartlarinin saglandigi
laboratuar kosullarinda ve veteriner gozetiminde barindirildilar. Ratlarin tiimii standart pelet
yem ve serbest su ile beslendiler. Takipleri boyunca birbirlerine zarar vermelerini
engellemek amaciyla 2’11 3’lii gruplar seklinde kafeslerde takip edildiler. Hayvanlarin hepsi

numaralandirildi.

CALISMANIN MATERYAL METODU
Calismamizda 10-12 haftalik toplam 36 wistar albino rat adet kullanildi. 18 adetlik
kontrol ve deney grubu olmak {izere 2 grup olusturulduktan sonra gruplar kendi icerisinde;

grup 1 (kontrol grubu) grup 1a ve grup 1b seklinde 2 alt gruba ve grup 2 (deney grubu) grup
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2a ve 2b seklinde 2 alt gruba ayrilarak 9’ar rattan olusan toplam 4 grup olusturuldu (Tablo
1).

Tablo 1. Calismaya alinan ratlarin grup dagilimlari

Kontrol Gruplarn Deney Gruplan
(n=18) (n=18)
14. giinde sakrafiye edilen Grup la Grup 2a
(n=18) (n=9) (n=9)
28. giinde sakrafiye edilen Grup 1b Grup 2b
(n=18) (n=9) (n=9)

Calisma baslangicinda tam genel anestezi altinda tiim wistar albino ratlarin
serumdaki bazal matriks metalloproteinaz tip 2 ve tip 9 un 6l¢iilmesi i¢in kuyruk venlerinden
kan ornekleri alindi. Kan Orneklerinin alinmasindan 1 giin sonra ratlarin genel anestezi
altinda lateral dekiibit pozisyonunda cerrahi islem yapilacak olan uyluktan segmental kemik
grefti alindi. Alinan kemik grefti intramediiller ¢ivi yontemi ile tespit edilerek yerine iade
edildi. Cerrahi islemden 1 giin sonra grup 2 de bulunan tiim ratlara doksisiklin 5 mg /kg/giin
olacak sekilde sulandirilarak (giinliik ihtiya¢ duyulan su miktari géz oniine alinarak) gavaj
yontemi ile giinliik olarak verildi. Grup 2 nin doksisiklin tedavisinin 14. giiniinde grup la ve
grup 2a daki ratlara tam genel anestezi saglanarak intrakardiyak kan Ornegi matriks
metalloproteinaz tip 2 ve tip 9 dl¢limii igin alindi ve ratlar sakrifiye edildi. Kan 6rnekleri
uygun sekilde biyokimya laboratuarina gonderildi ve uygun sekilde saklandi. Sakrifiye
edilen ratlarin cerrahi islem yapilan taraf femurlar1 patolojik degerlendirme i¢in total olarak
rezeke edildi. Alman femur Ornekleri formol soliisyonu i¢inde saklanarak histopatolojik
degerlendirmeye gonderildi. Grup 1b ve 2 b deki ratlar 28. giine kadar ayni1 protokol ile takip
edilerek grup 2b deki ratlarin doksisiklin tedavisinin 28. giiniinde grup 1b ve 2 b deki tiim
ratlara tam genel anestezisi saglanarak supin pozisyonunda intrakardiyak kan 6rnegi matriks
metalloproteinaz tip 2 ve tip 9 dl¢limii i¢in alindi1 ve ratlar sakrifiye edildi. Kan 6rnekleri
uygun sekilde biyokimya laboratuarina gonderildi. Sakrifiye edilen ratlarin cerrahi islem
yapilan taraf femurlar1 patolojik degerlendirme i¢in total olarak rezeke edildi. Alinan femur
ornekleri formol soliisyonu iginde saklanarak histopatolojik degerlendirmeye gonderildi.
(Genel anestezi icin yapilacak olan tiim intramuskuler enjeksiyonlar cerrahi islem
yapilmayacak tarafa yapildi.)

Tim hayvanlarin preoperatif, postoperatif 14. giinde ve 28. giinde alinan kan

orneklerileri alindiktan sonra 30 dk icerisinde santrifiije alindi. Dakikada 1000 devirden 15
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dk santrifiij uygulandi, kanin iist kisminda biriken plazmalar ependorf tiiplerine alind1 ve
tiipler numaralandirildiktan sonra — 85 derece derin dondurucuda saklandi. Tiim deneklerin
kan 6rneklerinde MMP 2, MMP 9 degerleri ¢alisildi. Post operatif 14 . giinde ve 28 . giinde

alian femur 6rnekleri patolojik ¢alisma i¢in patoloji birimince degerlendirildi.

ANESTEZi VE CERRAHI iISLEMLER

Kan oOrneklerinin alinmasi 6ncesinde tiim deneklere 10 mg/kg dozunda xylazin
hidrokloriir (Rompun®, Bayer-Istanbul) ve 40 mg/kg dozunda ketamin hidrokloriir
(Ketalar®, Pfizer-Istanbul) cerrahi islem yapilmayacak olan uyluga kas igine uygulanarak
anestezi saglandi. Intramuskiiler anestezi sonrast 10 dk beklendi deneklerin refleksleri
kontrol edildi tam genel anestezi saglandi ratlar prone pozisyonunda alindi kuyruklari uygun
1s1da suda bekletildikten sonra %10 povidon iyot ¢ozeltisi ile steril edildi ve kuyruk veninden
kan 6rnekleri alindu.

Kan 6rneklerinin alinmasindan 1 giin sonra cerrahi islem 6ncesinde tiim deneklere
10mg/kg dozunda xylazin hidrokloriir (Rompun®, Bayer-istanbul) ve 40 mg/kg dozunda
ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Pfizer-istanbul) cerrahi islem yapilmayacak olan uyluga kas
icine uygulanarak anestezi saglandi. Intramuskiiler (IM) anestezi sonras1 10 dk beklendi
deneklerin refleksleri kontrol edildi tam genel anestezi saglandi. Ratlar lateral dekiibit
pozisyonuna alindi im anestezi yapilmayan uyluklarinin cildi tiraglandiktan sonra %10
povidon iyot ¢ozeltisi ile temizlezdi. bunu takiben operasyon alani steril ortiilerle ortiildii

(Sekil 1).

Sekil 1. Ratlarin lateral dekiibit pozisyona alinarak ortamin sterilitesinin

saglanmasi
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Islemimize Sekil 2°de gosterilen steril cerrahi set kullanilarak uyluk lateralinden
yapilan 2 cm lik insizyon sonrasi lateral yaklasim ile cilt cilt alt1 gegildi femur saftlar1 kas

gruplar1 uygun sekilde diseke edilerek ortaya kondu (Sekil 3).

Sekil 3. Femur disseksiyon asamalari: A- Femur posterolateralinden yapilan

insizyon sonrasi lateral ve posterior kas gruplarimin diseksiyonu,
B- Femur diyafizer kisminin kas gruplan gecildikten sonra periostu

korunarak ortaya konmasi
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Uygun sekilde disseke edilen femur iizerinde Smm kemik segmenti isaretlendi ve

kesici motor ile bu kemik segmenti rezeke edildi (Sekil 4).

Sekil 4. Femur kemik segmentinin rezeksiyonu: A- Kesilecek kismin

isaretlenmesi, B- Kesici motor ile rezeksiyon

Alman kemik segment 10 dk boyunca serum fizyolojik icerisinde bekletildikten
sonra uygun boyuttaki K telleri ile intamediiller ¢ivi seklinde yerlestirildi (Sekil 5).

i AU sk
METRIN 4 ‘/fy,.t?',t:;...

Sekil 5. Kemik rezeksyinu ve intramediiller ¢ivi ile replantasyon asamalar:

:.’ ' " '. ,

"
w

Cilt 4-0 prolen ile siitiire edildi. Yara yeri pansumani yapildi. Hayvanlar bakim

kafeslerine alindi. Cerrahi sonrasi 1 hafta boyunca hayvanlarin giinliik yara pansumanlari
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yapildi. Postoperatif 1. giinden itibaren deney grubundaki hayvanlara gavaj yontemi ile Smg/
kg giinden doksisiklin grup 1b ye 14 giin boyunca verildi. Grup 2b ye 28 giin boyunca
doksisiklin tedavisi verildi.

Grup 1a ve 1b deki 9 ar adet rattan 2 ser adedi ex oldu. 14. giin grup 1a ve 1b deki 7
ser adet rat 10mg/kg dozunda xylazin hidrokloriir (Rompun®, Bayer-Istanbul) ve 40 mg/kg
dozunda ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Pfizer-Istanbul) cerrahi islem yapilmayacak olan
uyluga intamuskiiler uygulanarak tam genel anestezi saglandi. Anestezi sonrasi 10 dk
beklendi deneklerin refleksleri kontrol edildi tam genel anestezi altinda olduklar1 goriildii.
Ratlar ilk 6nce supin pozisyonundayken govde on yiizleri soliisyon ile steril edildi 5cc lik

enjektdr ile intrakardiyak kan alindiktan sonra ratlarin exitusu saglandi (Sekil 6).

Sekil 6. Ratlardan supin pozisyonda intrakardiyak kan alinmasi

Ratlar lateral dekiibit pozisyonunda alindiktan sonra cerrahi yapilan uyluk %10 luk
povidon iyot ¢ozeltisi ile temizlendi takiben steril ortiilerle ortiildii eski insizyon hattindan
yapilan yeni insizyon ile kas gruplar1 disseke edilerek femur ortaya kondu femur proksimal

ve distalindeki eklem yiizlerinden disseke edilerek total olarak rezeke edildi (Sekil 7).
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Sekil 7. Doksisiklin tedavisinin 14 ve 28. giinlerde yapilan tekrar rezeksiyon

A- Eski operasyon yerinden yapilan yeni insizyon

B- Femurun kalc¢a ve diz eklemi seviyesinden total rezeksiyonu

Alman oOrnekler patolojik inceleme icin formol soliisyonu ile dolu kaplar
numaralandirilarak saklandi.

Postoperatif 28. giine kadar grup 2a ve 2b deki ratlar daha onceki protokole gore
takip edildi. Post operatif 2. giinde grup 2a ve 2b deki 9 ar adet rattan 2 ser adedi ex oldu.
29. giin grup la ve 1b deki 7 ser adet rat 10mg/kg dozunda xylazin hidrokloriir (Rompun®,
Bayer-istanbul) ve 40 mg/kg dozunda ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Pfizer-istanbul)
cerrahi igslem yapilmayacak olan uyluga intamuskiiler uygulanarak tam genel anestezi
saglandi. Anestezi sonrast 10 dk beklendi deneklerin refleksleri kontrol edildi tam genel
anestezi altinda olduklar1 goriildi. Ratlar ilk dnce supin pozisyonundayken gévde on yiizleri
soliisyon ile steril edildi 10cc lik enjektor ile intrakardiyak kan ornekleri alindi ve ratlarin
exitusu saglandi. Ratlar lateral dekiibit pozisyonunda alindiktan sonra cerrahi yapilan uyluk
%10 luk povidon iyot ¢ozeltisi ile temizlendi takiben steril ortiilerle ortiildii. eski insizyon
hattindan yapilan yeni insizyon ile kas gruplar1 diseke edilerek femur ortaya kondu femur
proksimal ve distalindeki eklem yiizlerinden diseke edilerek total olarak rezeke edildi
.Alinan 6rnekler patolojik inceleme i¢in formol soliisyonu ile dolu kaplar numaralandirilarak
saklandi.

Preoperatif, post operatif 14. giinde ve post operatif 28. giinde alinan kan
orneklerinin hepsi alindiktan sonra 30 dk igersinde santrifiije alindi, 1000/dk devirde 15 dk
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boyunca santrifiij uygulandi. Kanin iist kisminda biriken plazmalar ependorf tiiplerine alind1
ve -85 derecede derin dondurucuda saklandi. Post operatif 14. giinde ve 28. giinde alinan

kemik doku 6rnekleri alindiklar1 anda formol soliisyonunda patolojik inceleme igin saklandi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Normal dagilim varsayimi Shapiro-Wilk testi ile kontrol edilmistir. iki grup
karsilastirmalarinda Student t testi kullanilmistir. Nicel degiskenler i¢in tanimlayici istatistik
olarak ortalama ve standart sapma kullanilmistir. Tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik
diizeyi 0.05 olarak belirlenmistir. Tiim istatistiksel analizler TURCOSA (Turcosa Analytics

Ltd Co, Turkey, www.turcosa.com.tr) istatistik yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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BULGULAR

MAKROSKOPIK INCELEME BULGULARI

Ratlarin tiim femurlar1 kemik grefti ile onarim yapildiktan sonra 14. giinde ve 28.
giinde total olarak rezeke edildi. Deney ve kontrol grubunda kemik dokusu tamamiyla
korunmustu. Dogal kemik dokusu rengi ve etraf dokuda gelisen fibrotik degisime ait
gbriinlim mevcuttu. Deney grubunda kontrol grubuna gore kirik yapilan alanlarda daha kalin

kallus dokusu mevcuttu.

HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Kontrol ve deney gruplarindan alinan kemik dokusu o6rnekleri 151k mikroskobu
altinda her bir 6rnekten rastgele farkli alanlar 40x objektifle incelendi. Hematoksilen- Eozin
(HE) boyamas1 yapilan orneklerde kallus dokusu kalinligi ve kallus dokusunun iyilesme
alanina gore yiizdesi hesaplandi. Sekil 8 ve 9° da 14 lle 28. giinde sakrifiye edilen ratlarmn

femur kemik incelemelerinde mikroskobik kallus goriintiileri gosterilmistir.
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Sekil 8. 14. giinde alinan ve HE ile boyanmis kemik dokusunda yeni kallus goriiniimii

A- Kontrol grubu, B- Deney grubu (Mavi ok: Kallus olusumu)

Sekil 9. 28. giinde alinan ve HE ile boyanmis kemik dokusunda yeni kallus goriiniimii

A- Kontol grubu, B- Deney grubu (Mavi ok: Kallus olusumu)

28



Cerrahi sonrasi hayatta kalan ratlarin 14 ve 28. Giinlerde kallus kalinliklar1 dl¢iildi.
14. Giinde sakrifiye edilen ratlarin kallus dl¢timiinde deney grubunda en diisiik 2113 - en
yuksek 4011 mikron (p), kontrol grubunda en diisiik 1627 — en yiiksek 2430 p - en diisiik
1627 p olarak ol¢iilmiistiir. 28. giinde alinan 6rneklerin kallus 6l¢iimlerinde kalinlik deney
grubunda minimum (min): 2431 u, maksimum (max):4897 p, kontrol grubunda ise min: 683

i - max: 3613 p olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo 2.)

Tablo 2. Cerrahi sonrasi hayatta kalan ratlarin ol¢iilen kallus kalinhiklar:

14. giin degerleri (u) 28. giin degerleri ()

Deney Grubu Kontrol Grubu Deney Grubu Kontrol Grubu
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
3550 2010 4061 2480
2113 1680 4897 683
2782 1763 2431 3000
2629 1627 4540 2979
3559 2430 3750 3250
4002 1845 4677 3076
4011 1750 3950 3613

Ondordiincii giinde sakrifiye edilen doksisiklin verilen deney grubu ratlarin femur
orneklerinde ortalama kallus kalinlig1 32354733 olarak 6l¢iiliirken kontrol grubunda bu
rakam 1872+275 olarak dl¢iilmiistiir (Tablo 3). iki grup karsilastirildiginda doksisiklin alan
grupta kallus kalinliginin belirgin bir sekilde daha fazla oldugu gériilmiis olup p< 0,001 ile

istatistiksel olarak anlamli fark bulundu ve bu Sekil 10°da grafik olarak gosterilmistir.

Tablo 3. 14. giinde alinan femur érneklerinde kallus kalinh@inin karsilastrilmasi

Ortalama Minumum | Maksimum p
S.Sapma | S. Hata oo
(1) (1) (1) degeri
Deney
3235 733 277 2557 3913
grubu
Kontrol 0,001*
1872 275 104 1618 2127
grubu

* Student t testi, p< 0,05 anlamliliginda
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Sekil 10. Femur orneklerinde 14. giinde ol¢iilen kallus kalinhg1 karsilastirilmasi

Benzer sekilde 28. giinde sakrifiye edilen ratalarin femur 6rneklerinin histopatolojik
incelemesinde doksisiklin alan deney grubunda kallus kalinligi 4044+824 n olarak
Ol¢iiliirken bu miktarin konrol grubunda 2726+962 p oldugu goriildii. 14. Giindeki deneklere
benzer olarak doksisiklin verilen grupta kallus kalinliginin daha fazla oldugu ve yapilan
analizde istatistiksel olarak anlaml fark oldugu bulundu (p:0,018). Bu karsilastirma Tablo
4’te belirtilmis olup Sekil 11° de de istatistiksel grafik gosterilmistir.

Tablo 4. 28. Giinde alinan femur érneklerinde kallus kalinhig1 incelenmesi

Ortalama Minumum | Maksimum p
S.Sapma | S.Hata oo
() () () degeri
Deney
4044 824 311 3282 4806
grubu
Kontrol 0,018*
2726 962 364 1836 3616
grubu

* Student t testi, p< 0,05 anlamliliginda
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Sekil 11. Ratlarin cerrahi sonrasi 28. giindeki kallus kalinhiklarimin karsilastirilmasi

Histopatolojik incelemede deneklerin kallus miktarinin tiim alana orani
incelendigindiginde 14. gliniinde alinan 6rneklerde kallus yiizdesi doksisiklin verilen grupta
%53.6+8.5, kontrol grubunda ise %31.4+4.8 oldugu bulundu. Ayni inceleme 28. Giinde
sakrifiye edilen rat femur orneklerinde yapildiginda deney grubunda 63.6+6.6, kontrol
grubunda 51.4+11.1 olarak hesaplandi. Tiim denek hayvanlarina ait kallus yiizdeleri Tablo

5’te gosterilmistir.

Tablo S. Cerrahi sonrasi hayatta kalan deneklere ait kallus yiizdeleri

14. giin degerleri (%) 28. giin degerleri (%)
Deney Grubu Kontrol Grubu
Deney Grubu (n=7) | Kontrol Grubu (n=7) (n=7) (n=7)
40 30 70 40
60 30 70 45
65 40 60 60
50 30 70 40
60 25 55 70
50 35 60 55
50 30 60 50
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Cerrahi islem sonrasi hayatta kalan deneklerin kallus yiizdeleri incelendiginde
doksisiklin verilen grubun hem 14 hem de 28. giinde alinan femur 6rneklerinde kontrol
grubuna gore belirgin olarak yiiksek oldugu goriildii. Istatistiksel olarak 14 ve 28. giinlerde
alinan orneklerin her ikisinde de anlamli fark saptandi ( sirasyla p< 0,001, p:0,027). 14.
Gilinde alinan 6rneklerdeki istatistiksel anlamlilik derecesinin 28. Giindeki orneklere gore
daha yiiksek seviyede oldugu goriildii. Bu karsilastirma sirasiyla Tablo 6 ile Sekil 12-13’te

gosterilmistir.

Tablo 6. Cerrahi sonrasi hayatta kalan deneklerde kallus yiizdelerinin analizi

Ortalama S. S. Minumum | Maksimum p
% Sapma | Hata % % degeri
Deney
53,6 8,5 3,2 45,7 61,5
14. grubu
Giin | Kontrol <0,001*
31,4 4,8 1,8 27 35,8
grubu
Deney
63,6 6,3 2,4 57,8 69,4
28. grubu
0,027*
Giin | Kontrol
51,4 11,1 4,2 41,2 61,7
grubu

* Student t testi, p< 0,05 anlamliliginda

Sekil 12. Ratlarin cerrahi sonrasi 14. giindeki kallus yiizdelerinin karsilastirilmasi
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Sekil 13. Ratlarin cerrahi sonrasi 28. giindeki kallus yiizdelerinin karsilastirilmasi

BIYOKIMYASAL BULGULAR

Deney ve kontrol gruplarinin operasyon 6ncesi kuyruk venlerinden, post operatif 14.
giinde ve 28. giinde alinan kan santrifiij edilip serumlar1 alind1 ve uygun kosullarda saklandi.
Serum ornekleri  derin dondurucudan c¢ikarilip biyokimyager esliginde 450 nm lik
mikroplate okuyuculu Elisa okuyucuda double sandwich esasina dayanilarak
degerlendirildi. BIONT® marka catolog numaras1 0585RA rat matriks metalloproteinaz tip
9 ve tip 2 Kiti ile galisildi. Alinan serum Orneklerinde operasyon Oncesi bazal matriks
metalloproteinaz tip 2 ve tip 9, post operatif 14. giin ve 28. giin matriks metalloproteinaz
tip 2 ve tip 9 degerleri incelendi.

Cerrahi Oncesi ratlardan alinan kan 6rneginde MMP-2 ve MMP-9 degerleri agisindan
doksisiklin verilen grup ve kontrol grubu karsilagtirildi ve iki grup arasinda istatistiksel
anlamli bir farklilik olmadigi goriildii (sirasiyla p:0.502, p:0.889). Deneklere ait 14. Giin ve
28. Giinde alinan kan orneklerinden calisilan MMP-2 ve MMP-9 seviyeleri Tablo 7’ de

gosterilmistir.
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Tablo 7. Cerrahi sonrasi 14 ve 28. Giinde alman MMP-2 ve MMP-9 seviyeleri

14. giin degerleri (ng/ml)

28. giin degerleri (ng/ml)

Deney Grubu | Kontrol Grubu | Deney Grubu | Kontrol Grubu
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
2,722 2,91 2,596 3,061
3,677 3,713 2,625 2,724
2,542 3,464 2,47 2,609
MMP-2* 2,72 3,143 3,564 4,122
2,191 3,343 1,275 3,638
2,837 3,39 1,536 2,679
2,203 2,78 1,604 2,694
0,641 0,741 0,586 0,615
0,542 0,574 0,476 0,496
0,704 0,801 0,498 0,543
MMP-9** 0,554 0,633 0,577 0,607
0,603 0,636 0,381 0,388
0,672 0,684 0,52 0,636
0,639 0,636 0,569 0,617

*Metalloproteinaz-2, ** Metalloproteinaz-9

Deneysel femur fraktiirii sonrasi hayatta kalan ratlarda 14. giin ve 28. giinde ¢alisilam

MMP-2 seviyeleri agisindan doksisiklin alan grup ve kontrol grubu karsilastirildi. 14. giinde

sakrifiye edilen doksisiklin verilen grupta MMP-2 seviyesi 2,69+0,50 ng/ml iken kontrol

grubunda 3,25+0,33 ngml olarak 6lgiildii. Yapilan istatistiksel ¢alismada p:0,031 sonucu

bulunarak anlamli bir fark oldugu goriildii. Ayni karsilagtima 28. giiniinde ¢alsilan MMP-2

seviyesine gore yapildiginda ise; deney grubunda MMP-2 seviyesi 2,24+0,81 ng/ml, kontrol

grubunda

3,08+0,59 ng/dl olarak o6l¢iildii. P degeri 0,046 oldugu goriilen analizde

istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu gortildii (Tablo 8). Aralarindaki istatiksel analiz

Sekil 14 ve 15’ te boksor grafi ile gosterilmistir.

Tablo 8. Cerrahi islem sonrasi hayatta kalan ratlarin 14. ve 28.
giindeki MMP-2 seviyeleri karsilastirilmasi

Deney Grubu (n=7) Kontrol Grubu (n=7) p
.. o . 2,69+0,50 3,25+0,33 *
14. giin degerleri (2,24-3.16) (2,95-3,55) 0,031
.. o . 2,24+0,81 3,08+0,59 *
28.giin degerleri (1,49-2,99) (2,53-3,62) 0,046

* Student t test, p<0,05 istatistiksel olarak anlamh

34




Sekil 14. Ratlarin cerrahi sonrasi 14. giindeki MMP-2 seviyelerinin karsilastirilmasi

Sekil 15. Ratlarin cerrahi sonrasi 28. giindeki MMP-2 seviyeleri karsilastiriimasi
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Uygulanan cerrahi islem sonrast hayatta kalan ratlardan 14. giinde sakrifiye edilen
deney grubundaki ratlarda ¢alisilan MM-9 seviyleri 0,622+0,06 ng/ml, kontrol grubunda ise
0,677+0,08 ng/ml olarak olgiildii. Yapilan analizde p degeri 0,198 olarak hesaplandi ve
aralarinda istatistiksel anlamli fark goriilmedi (Tablo 9). 28. giinde sakrifiye edilen
doksisiklin verilen grupta MMP-9 degeri 0,515+0,07 ng/ml olarak olgiiliirken kontrol
grubunda ortalama MMP-9 seviyesinin 0,557+0,09 ng/ml oldugu ve p:0,353 sonucu ile
aralarinda istatistiksel bi fark olmadig: goriildi (Sekil 15-16).

Tablo 9. Cerrahi islem sonrasi hayatta kalan ratlarin 14. ve 28.
giindeki MMP-9 seviyeleri karsilastirilmasi

Deney Grubu (n=7) | Kontrol Grubu (n=7) p*
b, - . 0,622+0,06 0,677+0,08
14. giin degerleri (0,57-0,68) (0,60-0,74) 0,198
. h, . 0,515+0,07 0,557+0,09
28.giin degerleri (0,45-0,58) (0,48-0,64) 0,353

* Student t test, p<0,05 istatistiksel olarak anlamh

Sekil 15. Ratlarin cerrahi sonrasi 14. giindeki MMP-9 seviyeleri karsilastirilmasi
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Sekil 16. Ratlarin cerrahi sonrasi 28. giindeki MMP-9 seviyeleri karsilastirilmasi
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TARTISMA

Kemik doku osteoblast, osteosit ve osteoklastlardan olusan ve 6zellesmis yapiya
sahip olan bir dokudur. Viicutta hayati organlari ¢evreleyen, kemik iligini barindiran,
elektrolit seviyelerinin diizenlemesi saglayan, hareket sisteminin temelini olusturan 6nemli
gorevleri bulunmaktadir.

Kemik defektleri cesitli sebeplere bagh olarak meydana gelmektedir. Atesli silah
yaralanmalari, trafik kazalari, kemik tiimdrleri veya kistleri, osteomyelit nedeniyle gelisen
nekroze kemik alanlar1 edinsel sebepler arasindadir. Bunun yani sira dudak, damak yariklari,
maksillofasiyal yariklar gibi konjenital kemik defekti nedenleri bulunmaktadir.
Rekonstriiksiyon cerrahisinde kemik defektlerinin onarimi ge¢misten giinlimiize kadar
problem olmaya devam etmektedir. Kemik kaybi olan alanlara onarim igin kemik grefti
uygulanmaktadir. Kemik greftlemesi amaciyla ¢esitli materyaller denenmisse de otojen
kemik greftleri rekonstriiksiyon i¢in halen altin standarttir. Otojen kemik greftlerinin de
sonuclarinin etkili oldugu bilinmekle beraber donér saha komplikasyonlarinin goriilmesi,
hastanede kalis ve iyilesme siirecinin uzamasi nedeniyle kullanimlartyla ilgili ¢ekinceler
vardir.

Otojen kemik greftlerinin kullanimlarindaki kisithiliklar olmasi bunlarin yerine
gececek biyoimplantlarin kullanimlarina neden olmustur. Kemik yerine kullanilacak olan
ideal materyellerin toksik, antijenik, irritan, karsinojenik etkileri olmamali ayrica fibroz
dokunun defekt bolgesini doldurmasina engel olmasi gerekmektedir. Otojen kemik
greftlerinin  iyilesmesi kemik kiriklarinin iyilesmesine benzerlik gdstermektedir.
Kullanilacak olan otojen kemik grefti tipi, alict sahanin kanlanmasi, onarim zamani gibi

sebepler greftin rezorbsiyon ve iyilesme durumunu etkiler. Otojen kemik greftlerinde yeni
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kemik olusumu alic1 alanin kan akimina baghdir. Yeterli bir vaskularizasyona, greftleme
yapilan anatomik alana, greftin yapisina, i¢erdigi canli hiicre sayisina, buyume faktorlerine,
greftin icerdigi immiinojenik faktorlere ve greft allojenik ise hazirlanis yontemine bagl
olarak degisebilmektedir. Kortikal ve kansell6z kemik greftleri arasinda revaskiilarizasyon
fark1 vardir. Otojen kanselloz kemik greftlerinde 7.giinde kan damarlar1 grefte ilerler (50).
Kortikal kemik greftlerinde bu siire daha uzundur. Otojen kortikal kemik greftlerinde
vaskiiler penetrasyon osteoklastik aktiviteye bagli olarak gelisir. Kortikal ve kanselloz
otojen kemik greftleri arasindaki histolojik olarak en belirgin  farklilik
revaskularizasyondadir. Kanselloz kemik greftleri kortikal kemik greftlerine gore daha iyi
revaskularize olur. Genellikle otojen kanselloz kemik greftinde 6-7. giinlerde kan damarlari
grefte ilerler (51). Kortikal kemik greftlerinde ise bu siirede revaskiilarizasyon baslamaz.
Kortikal kemik yapisindan dolay1r vaskuler penetrasyon, volkmann ve haversiyan
kanallarinda osteoklastik aktivitenin olmasina baghdir. Kortikal kemiklerin tam
revaskularizasyonlari aylar gerektirebilir. Kanselloz kemik greftleri daha erken bir surede
tamamen yeni kemik ile yer degistirirken, kortikal kemik greftlerinde ayni siirede hala
nekrotik ve canli kemik yan yana goriilebilir .

Shahabooei ve arkadaslarinin ¢alismasina gore doksisiklinin rat maksilla alveoler
alaninda yeni kemik olusumuna belirgin katkis1 oldugu gosterilmistir ayn1 sekilde Lucateli
ve arkadaslarinin otojen kemik grefti ve doksisiklin lokal uygulamasinda kritik boyuttaki
kemik defektlerinde doksisiklinin yeni kemik olusuma etkisi olumlu yonde goriilmiistiir
calismamizda da doksisiklinin kemik grefti ile rekonstriiksiyon yapilan rat femurlarinda
osteokondiiktif etkiye olan katkis1 ile kemik kiriklarinda olan iyilesmeye etkisi
degerlendirilmistir. 14. giinde ve 28. giinde doksisiklin ile tedavi uygulanan rat femurlarinda
kontrol gruplarina gore yeni kemik olusumunda anlamli artis olmustur (52).

Hiicre matriks etkilesmeleri, ekstraselliillermatriks bilesenlerinin hidrolizinden
sorumlu olan proteolitik enzimler tarafindan diizenlenir. Proteolitik enzimler matriks
molekiilleri tarafindan olusturulan sinyallerin denetlenmesi, hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi
ve hiicre Oliimiinde temel rol oynar. Matriks metalloproteinazlar bu enzim sistemleri
icerisinde 6nemli bir yer tutar. Endopeptidaz ailesine {iye olan matriks metalloproteinazlar
cinko ve kalsiyum bagimhdirlar. ik tespit edildiklerinde tiimor bilyiimesine katkida
bulundugu diisiiniilmiistiir fakat daha sonra viicutta yapim ve yikimla devam eden ¢ogu
fizyolojik, patolojik siiregte dogal olarak bulunduklari ortaya konmustur. MMP lerin

etkinliklerinin denetimlerinin kaybolmasi sonucu artrit, kanser , fibrozis, anevrizma gibi
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patolojiler ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle MMP-2 ve MMP-9’un kemik olusumunda, kirik
yeniden diizenlenmesinde etkinlikleri ortaya konmustur. MMP 2’si olmayan farelerde
belirgin bir anomali gelismezken, MMP-2’si mutasyona ugramis insanlarda otozomal resesif
bir genetik hastalik olan multisentrik osteolizis ortaya ¢ikar.

Xuefeng Zheng ve arkadaslarinin overiektomili ratlarda osteoporoz ile MMP-2 ve

MMP-9 iligkisini gosterdikleri calismada MMP-2 ve MMP-9 salinimlarinin 6nemli Slgiide
arttigi ve osteporozun ilerledigi gosterilmistir (53). Calismamizda MMP-2 seviyeleri
doksisiklin ile tedavi edilen gruplarda kontrol gruplarina gore istatiktiksel olarak anlamli
sekilde diisiis gosterdigini bununda yeni kemik olusumunu destekledigini gosterdik. Bunun
yani sira Kensaku Masuhara ve arkadaslarinin kalga osteoartritinde MMP-9 ve MMP-2
serum seviyelerinin artisint gosterdigi ¢alismayida goz Oniine alirsak caligmamizdaki
doksisiklin tedavisi alan gruplardaki MMP-2 ve MMP-9 seviyelerinde yine anlamli bir diisiis
vardir (54).
Mei Lua ve arkadaglarinin kemik greft rezorbsiyonu ile MMP-9 iliskisini ortaya koyduklari
calismada MMP 9 seviyelerinin artis gosterdigi ortaya konmustur (55). Calismamizda
MMP-9 seviyelerininde 14. Giin ve 28 .glinde bazal seviyelerine gore bir miktar artmis
olmakla birlikte deney gruplarinda kontrol gruplarina gére daha diisiik oldugu tespit edildi.
MMP-9 seviyelerindeki bazal miktara gore olan artisin kemik fraktiiriinde ve greft
uygulamasinda goriilen dogal artisa bagli oldugu diisiiniildii. Deney grubundaki MMP-9
seviyelerinin kontrol gruplarina gore daha diisiik olmasi doksisiklinin etkinligini ortaya
koymakla beraber doksisiklin dozundan MMP-2 gibi etkilenmemis olmasi ve bazal seviyeye
gore yiiksek tespit edilmesi kemik remodelling doneminde MMP-9 un daha etkin oldugu
sonucunu diigiindiirdii. Daha etkin MMP-9 inhibisyonu i¢in uygulanacak doksisiklinin
dozunun daha ytiksek olmasi gerektigini gdsterdi.

Doksisiklin tetrasiklin grubunda yer alan bir antibiyotiktir. Tetrasiklinlerin yapilan
calismalarda birgok hiicresel fonksiyonu etkileyen pluripotent ilaglar oldugu gosterilmistir.
Doksisiklinin ve diger tetrasiklin tlirevlerinin MMP inhibisyonu yaptiklar: ¢esitli
caligmalarla gosterilmistir. MMP inhibisyonu ile dokuya lokosit ve makrofaj akimim
azalttig1, kollojenazlar iizerine baskis1 ile yara iyilesmesine katkida bulundugu
gosterilmistir. Ekstraselliiler matriks degradasyonunda asil roli MMP’lerin oynadigi
diistiniilmektedir gogu biyolojik ve patolojik siireglerde bu sayede metalloproteinaz etkisi
cok yiiksektir. Bu biyolojik ve patolojik siireclerde MMP inhibisyonu endojen olarak

makroglobulin ve TIMP’lar tarafindan kontrol edilmektedir. Endojen inhibitorlerin yani sira
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tgf, retinoid, heparin, kortikosteroidler, tetrasiklinler, katesin gibi ekzojen inhibitorler de
bulunmaktadir. Bunlardan tetrasiklinlerin nétrofilller iizerinden reperfiizyon hasarinida
engelledigi gosterilmistir. Literatiirde doksisiklinin yara iyilesmesi, kemik rezorbsiyonu,
aterom plaklarinin olusmasi lizerine etkileri birgok ¢alismada gosterilmistir. Doksisiklin jel
formlar1 veya perkiitandz uygulamalariyla anevrizmal kemik kistlerinin tedavi edilebilecegi
ortaya konmustur (56, 57).

Calismamizda doksisiklinin kemik grefti ile rekonstriiksiyon yapilan rat femurlarinda
osteokondiiktif etkiye olan katkist ile kemik kiriklarinda olan iyilesmeye etkisi
degerlendirilmistir. Rat femur saftlarindan alinan segmenter kemik ayn1 defekt yerine kemik
grefti seklinde intramediiller ¢ivi ile yerlestirildikten bir giin sonra ratlara gavaj yontemi ile
doksisiklin 5mg/kg giinden 14 ve 28 giin boyunca uygulanmis kontrol ve deney gruplarinda
14.giindeki ve 28 .glindeki rat MMP-2 ve MMP-9 seviyeleri ile rat femurlarindaki iyilesme
karsilagtiritlmistir. Doksisiklin ve kontrol gruplari karsilastirildiginda histopatolojik olarak
14. ve 28 . giindeki kemik grefti ve kemik kirik hatlarindaki iyilesmesinin doksisiklin
gruplarinda daha iyi oldugunu saptandi. MMP-2 seviyelerinin 14. Giinde ve 28. Giinde
deney gruplarinda daha anlamli sekilde distiigi MMP-9 seviyelerininde 14. Giin ve 28
.glinde bazal seviyelerine gore bir miktar artmis olmakla birlikte deney gruplarinda kontrol
gruplaria gore daha diisiik oldugu tespit edildi.

Rekonstriiksiyon amaciyla veya estetik amagla uygulanan kemik greftlerinin kirik
iyilesmesindeki ileri donemdeki sonuglarin daha iyi olmasinin sekonder ameliyatlar
azaltmak, hastalarin hastanede kalis siirelerini kisaltmak igin maliyeti diisiik ve kullanim1
kolay olan doksisiklinin faydali olabilecegini diisiinmekteyiz. Insan dmrii ile rat omrii
karsilastirildiginda 2 haftalik rat dmriiniin 1 yillik insan 6mriine karsilik gelmesinden dolay1

klinik olarak insanda uygun dozda tedavi siiresini belirlemek yeni amacimiz olacaktir.
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SONUCLAR

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik Estetik ve Rekonstriiktif Cerrahi Anabilim
Dali’nda gergeklestirilen ¢alismada Wistar Albino tipi ratlarda deneysel olarak
doksisiklin kullanimi ile kemik greftlerinin segmenter kemik defektlerinin iyilesmesine
etkisi arastirildi.
Elde ettigimiz bulgular 15181nda asagidaki sonuglara varildt :

1- Doksisiklin kemik grefti uygulamalarinda kemik defekti alaninin iyilesmesini

anlamli olarak arttirdi

2- Antibiyoterapi amagh kullanilan doksisiklinin MMP inhibisyonu etkisi
deneyimizde biyokimyasal olarak kanitland1

3- Kemik defektlerinin onariminda bir¢cok yontem olmakla beraber otojen kemik
greftlerinin kullanimi ile yapilan onarimlarda iyilesme oranlarinin doksisiklin ile
artmis olmasi gelecekte doz ayarlamasi ile daha basarili sonuclar elde
edilebilecegini gosterdi

Subantimikrobiyal dozlarda doksisiklin kullanimi ile kemik greftlerinin kemik
defektlerinin iyilegsmesine katkisinin arttirilabilecegi giivenli ,kolay
kullanilabilir,maliyeti ucuz bir tedavi yontemi olabilecegi gorlisiindeyiz
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OZET

Gilintimiizde plastik cerrahide kemik greftleri kullanimi gesitli sebeplere bagli olarak
yapilmaktadir. Kemik defektlerine kemik grefti uygulamalari rekonstriiksiyon cerrahisinde
onemli bir yer tutmaktadir. Otojen kemik grefti kullanim1 altin standart uygulama olmakla
beraber otojen kaynaklarin kisitliligi sekonder operasyon ihtiyaci olmasi durumunda klinik
olarak sikintilar yaganmaktadir. Ayrica otojen kemik grefti dondr alaninda gelisebilecek
komplikasyonlarda kullanimlarin1 belli oranda kisitlamaktadir. Kullanilacak olan otojen
kemik greftinin kemik defektinin iyilesmesi {lizerine etkisini arttirabilmek bu sebeplerde
dolay1 olduk¢a dnemlidir.

Calismamizda 36 adet wistar albino tipi rat 9 lu gruplara ayrilarak kullamlds. ilk iki
grup kontrol grubu,son iki grup deney grubu olarak belirlendi. Tiim gruplardaki ratlarin
operasyon Oncesi tam anestezi altinda kuyruk venlerinden bazal matriks metalloproteinaz
tip 2 ve tip 9 seviyelerinin dl¢limii i¢in kan 6rnekleri alindi. Kan aliminda bir giin sonra tiim
ratlar tam anestezi altindayken femur diafizer kismlarindan segmenter kemik rezeksiyonu
yapilarak ayni kemik segment eski yerine kemik grefti seklinde intramediiller ¢ivi
kullanilarak yerlestirildi.

Deney gruplarina 28 giin boyunca doksisiklin 5Smg /kg giinden olacak sekilde gavaj
yontemi ile verildi. Bu donem boyunca kontrol gruplarina 28 giin boyunca hicbir tedavi
uygulanmadi.14. giinde kontrol ve deney gruplarmin ilk gruplarindan intrakardiyak kan
aliarak santrifiije edildi sonrasinda serum 6rnekleri alindi. Kemik grefti ile onarim yapilan
femurlar1 patolojik inceleme amagli rezeke edildi. Diger kontrol ve deney grubuna 28. giinde
ayni operasyon patolojik inceleme i¢in ve kan alimi serum Orneklemesi i¢in yapildi. 14.
giindeki matriks metalloproteinaz tip 2 serum seviyelerinin deney gruplarinda kontrol
gruplarina gore doksisiklin etkisi ile istatiksel olarak anlamli sekilde azaldigr goriildii.

Matriks metalloproteinaz tip 9 serum seviyelerinin deney gruplarinda kontrol gruplarina
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gore azaldigi fakat bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii. 14. giinde deney
gruplarinin kemik greftlerinin yerlestirildigi alanda kemik kallus kalinlig1 ve kallus
ylizdesinin greft alanina oraninin kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
yuksek oldugu goriildii. 28. giindeki matriks metalloproteinaz tip 2 serum seviyelerinin
deney gruplarinda kontrol gruplarina gore doksisiklin etkisi ile istatiksel olarak anlamli
sekilde azaldig1 goriildii. Matriks metalloproteinaz tip 9 serum seviyelerinin deney
gruplarinda kontrol gruplaria gore azaldigi fakat bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1
goriildii. 28. giinde deney gruplarinin kemik greftlerinin yerlestirildigi alanda kemik kallus
kalinlig1 ve kallus yilizdesinin greft alanina oraninin kontrol gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiliksek oldugu goriildii. Bu veriler ile degerlendirildiginde
doksisiklinin otojen kemik grefti kullanilarak yapilan kemik defekti onariminda defekt
alaninda kemik iyilesmesini Onemli oranda arttirdigimi gosterdik. Doksisiklinin
subantimikrobiyal dozlarda matriks metalloproteinaz inhibisyonu saglayarak kemik
greftinin kemik defektinde olan iyilesmesini arttirmakta ve bunun ileriki dénemlerde plastik

cerrahide yeni bir kullanim alani olusturmasina zemin hazirlamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Doksisiklin, matriks metalloproteinaz, kemik grefti

44



THE EFFECT OF DOXYCYCLINE ON HEALING OF BONE
GRAFTS

SUMMARY

Today, the use of bone grafts in plastic surgery is done for various reasons. Bone
grafting of bone defects has an important role in reconstruction surgery. The use of
autogenous bone grafting is the gold Standard. Clinical problems may occur if secondary
surgery is needed because of the autogenous resources are limited. In addition, bone graft
donor area complications limited the using of the autogenous bone. It is important to
increase the effect of autogenous bone graft on healing of bone defect because of the these
reasons.

In this study, 36 wistar albino rats were divided into four groups. The first two groups
were the control group and the last two groups were experimental group. Blood samples
were taken from the tail veins for the measurement of basal matrix metalloproteinase type 2
and type 9 levels under full anesthesia of rats in all groups. One day after blood samples
were taken, segmental bone resection was performed on the femoral diaphyseal sections
while all rats were under full anesthesia and the same bone segment was replaced with
intramedullary nail like a bone graft.

Doxycycline was given to the experimental groups by gavage method for 5 mg/
kg/day for 28 days. During this period, no treatment was given to the control groups for 28
days. On the 14th day, intracardiac blood was taken from the first groups of the control and
experimental groups and centrifuged. After that serum samples were taken. Femurs repaired
with bone graft were resected for pathological examination. On the 28th day, the same
operation was performed for pathological examination and blood collection serum sampling

for the other control and experimental groups. Matrix metalloproteinase type 2 serum levels
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on the 14th day were significantly decreased in the experimental groups with the effect of
doxycycline compared to the control groups. Matrix metalloproteinase type 9 serum levels
were decreased in the experimental groups compared to the control groups, but this was not
statistically significant.

On the 14th day, the ratio of bone callus thickness and callus percentage to the graft
area in the area where the bone grafts of the experimental groups were placed was
significantly higher than the control groups.

Matrix metalloproteinase type 2 serum levels on the 28th day were significantly
decreased in the experimental groups with the effect of doxycycline compared to the control
groups. Matrix metalloproteinase type 9 serum levels decreased in experimental groups
compared to control groups but this was not statistically significant. On the 28th day, the
ratio of bone callus thickness and callus percentage to the graft area in the area where the
bone grafts of the experimental groups were placed was significantly higher than the control
groups. When evaluated with these data, we demonstrated that doxycycline significantly
improves bone healing in the defect area in bone defect repair using autogenous bone graft.
Subantimicrobial doses of doxycycline provide matrix metalloproteinase inhibition, which
increases bone graft healing in bone defect and provides a new field of use in plastic surgery
in the future.

Key Words: Doxycycline, matrix metalloproteinase, bone graft
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