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KISALTMALAR
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TGF-Beta: Tumor growth factor - beta
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CBFAL: Core-binding factor alpha 1
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MASQUELET TEKNIGINDE KULLANILAN SEMENT iCERIGININ,
MODIFiYE EDILEREK GELISTIiRILMESI

OZET
Amagc: Bu galismanin amaci iki asamali bir cerrahi prosedir olarak tanimlanan Masquelet
tekniginin ilk asamasinda kullanilan kemik ¢imentonun (sement — PMAA) modifiye edilerek,

daha kaliteli bir IM olusturulmasi ve teknigin gelistirilmesidir.

Materyal ve metot: Kirk iki adet Wistar Hannover cinsi erkek rat 6 gruba ayrildi. Ratlarin
ortalama agirliklart 300-350 gram, ortalama yaglar1 10-12 aydi. Gruplar K (kontrol), G
(gentamisin), T (teikoplanin), F (fusidik asit), E (6strojen) ve BC (otojen greft) harfleri ile

isimlendirildiler.

Anestezi islemini takiben her hayvana standart olarak uygun tirasin ardindan, steril boyama
ve ortme uygulandi. Keskin insziyon sonrasinda yumusak dokular kiint olarak ge¢ildi. Femur
diyafizine, 6 delikli plak 2 adet proksimale ve 2 adet de distal olmak Uzere 4 adet Kilitli vida
ile tespit edildi ve ortadaki 2 delik kilavuz olarak kullanilarak, ince Kirschner teli ile
osteotomize edildi. Olusturulan defekt igin kullanilacak olan ¢imento miktar1 2 delik
arasindaki sabit mesafe ve elektronik tarti ile standardize edildi. Islem sonrasinda her

hayvana 2 adet direkt radyografik goriintiileme yapild.

Iki asamali bir teknik olarak tanimlanan islemin ilk asamasinda, PMMA hazirlanmasi
esnasinda K grubuna yalin PMMA, G grubuna gentamisin katkili PMMA, T grubuna
teikoplanin katkili PMMA, F grubuna fusidik asit katkili PMMA, E grubuna &strojen katkili
PMMA ve BC grubuna ise osteotomize edilen femur diyafiz parcalanarak otojen greftli
PMMA gruplar1 olusturuldu.

Ameliyat sonras1 4. haftada yapilan ikincil bir operasyon ile alinan IM 6rnekleri %10’luk
formol ise steril patoloji kaplarina konarak laboratuara gonderildi ve yuksek doz anestetik
uygulamasi ile hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifikasyon oncesi biyokimyasal ¢aligmalar i¢in

intrakardiak kan 6rnekleri alindi1 ve radyografileri ¢ekildi.

Bulgular: Histolojik ve immunhistokimyasal degerlendirmeler sonucunda, tum alt gruplarda
kemik yapim bulgular1 olmakla birlikte E grubunda yogun membranéz kemiklesme ile
birlikte iyi organize olmus kemik ve kemik iligi adaciklar1 saptandi. Bu da hem olusan kemik
kalitesi hem de olusma hizinin E — 6strojen grubunda daha iyi oldugu seklinde yorumlandi.

Ostrojen grubu, TGF-b ve VEGF ekspresyon oralarinda da en kuvvetli olarak saptandi,

xii



Ostrojen grubunu orta diizeyde ekspresyon gdsteren G.F,T gruplan takip etti. K ve BC

gruplari ise zay1f ekspresyon gosterdiler.

Sonug: IM tekniginde, cimento icerisine konulan uygun dozlarda antibiyotikler ile IM
kalitesi artirilirken, enfeksiyon komplikasyonlarinin da 6niine gecilebilir. Bunun yaninda

biyolojik ya da kimyasal zenginlestirici ajanlarla, daha kaliteli membran tiretimi miimkiindiir.

Anahtar Kelimeler: masquelet teknigi, indiiklenmis membran, femur kaynamama, yabanci

cisim reaksiyonu, PMMA, fusidik asit, teikoplanin, gentamisin, éstrojen, kemik defekti
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IMPROVING CEMENT CONTENT BY MODIFYING INGREDIENTS
IN MASQUELET TECHNIQUE

ABSTRACT
Objective: The aim of this study was to modify the bone cement (cement - PMAA) used in
the first stage of the Masquelet technique, which was defined as a two-stage surgical
procedure, to create a better quality IM and to improve the technique.

Material and Method: A total of 42 Wistar Hannover species, mean weight 300-350g, mean
age 10-12 months, each consisting of 6 subgroups, control group and five subgroups were
included in the study. As mentioned above, groups were 7 to be controlled. K (control), G
(gentamicin), T (teicoplanin), F (fusidic acid), E (estrogen) and BC (autogenous graft) were
named with the letters.

Following anesthesia, sterile staining and covering were applied to each animal as a standard
after appropriate shaving. After sharp incision, soft tissues were passed bluntly. Femoral
diaphyseal, 6-hole plate 2 proximal and 2 distal holes were fixed with 4 locking screws and 2
holes in the middle were osteotomized with a thin Kirschner wire. In this way, the rigid
fixation was achieved, the fixed distance between the 2 holes and the amount of PMMA to be
applied were standardized. After procedure, 2 plane x ray imaging were applied for each

animal.

In the first stage of the procedure defined as a two-stage technique, the PM group in the
PMMA preparation, the PMMA in the G group, the PMMA in the group G, the PMMA in the
T group, the PMMA in the F group, the PMMA in the F group, the PMMA in the group E,
the PMMA in the estadiol group, the osteotomized osteotomized group in the BC group
PMMA groups were applied.

IM samples taken with a secondary operation performed at the 4th week postoperatively were
put into sterile pathology containers and 10% formol was sent to the laboratory and animals
were sacrificed with high dose anesthetic. Before the evaluation, intracardiac blood samples

were taken for biochemical studies and radiographs were taken.

Results: As a result of histological and immunohistochemical evaluations, there were bone-
making findings in all subgroups, but in the group E, intense membranous ossification and

well organized bone and bone marrow islets were also found. These findings were interpreted

Xiv



as better bone quality and rate of formation in group E. In the estrogen group, TGF-b and
VEGF expression was the most potent, it’s followed by G, F and T groups that showed
moderate expression. K and BC groups showed poor expression.

Conclusion: In the IM technique, it is possible to produce better quality membranes with the
biological or chemical enriching agents put into the cement. Adding antibiotic into the bone

cement can reduce infection rates, while improving IM quality.

Key words: masquelet technique, induced membrane, femur non union, foreign body

reaction, PMMA, fucidic asid, teicolplanin, gentamisin, estrogen, bone defect
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1.GIRIS VE AMAC
Kemik kaybinin etiyolojisine bakilmaksizin, uzun kemiklerin bilyiikk diyafiz
defektlerinin rekonstriiksiyonu, ekstremite kurtarma icin en bulylk zorluklardan biridir. .
Kicuk defektler nonvaskilerize kansell6z kemik greftiyle tedavi edilirken, 5 cm den biyik
defektlerde otolog kemik greftin rezorbsiyon riskinden dolayr tek basma tavsiye
edilmemektedir. Bu sorunun ¢oziimiinde giiniimiizde kabul gérmiis, en bilinen ve yaygin
olarak kullanilan prosediirler; vaskiilarize kemik transferi, Ilizarov-distraksiyon teknigi ile

osteogenezis ve indiikte membran (IM) teknigidir.

Masquelet, biiyiik defektlerdeki bu problem i¢in yeni bir teknik tanimlamigtir (1-2).
Bu iki asamali teknigin ilk asamasinda, kemik defekti mekanik bir iglevine sahip olan ve
fibroz doku defekti icine girmesini dnleyen polimetilmetakrilat (PMMA) kemik ¢imentosu ile
doldurulur. Cimentoda yabanci cisim reaksiyonu ile bir membran olusur. Bu membran kemik
greftini revaskularize eder ve greftin rezorpsiyonunu onleyerek biyolojik etkinlik goésterir.
Ikinci asamada 6-8 hafta sonra, ¢cimento hasar gérmeden yeni bir cerrahi prosediirle ¢ikarilir
ve defekt, kanselloz kemik grefti ile doldurulur. Membran, grefti emilimden koruyarak kemik

iyilesmesini saglar (3-4).

Giincel ortopedi pratiginin de en dikkat ¢ekici uygulamalarindan birini olusturmaya
baglayan Masquelet teknigi, lizerinde birgok arastirmacinin yogunlastigi bir konu haline
gelmistir. Arastirmalar temel olarak birka¢ ana baslik altinda toplanmaktadir. Kisaca su
sekilde ifade edilebilir. Olusturulan IM kalitesini artirmak ve/veya olusma siiresini kisaltmak,
ameliyat sonrasi refraktiir, deformite olusumu ve enfeksiyon gibi komplikasyon oranlarim

azaltmaktir.

Calismamizin amaci, IM kalitesini artirip, olusma siiresini kisaltmaya yénelik idi. Bu
amagla ¢imento icerisine anabolik etkisi olan Ostrojen, biiyiime faktorleri ag¢isindan zengin
icerige sahip otogreft ekleyerek daha kaliteli IM olusturmakti. Bunun yaninda kollajen doku
olusumuna olumsuz etkileri oldugu distiniilen termostabil antibiyotiklerin etkileri de

arastirildi.

Literatiirde kemik ¢imentosuna &strojen eklenerek olusturulan IM Kkalitesini
degerlendiren bir ¢aligma bulamadik. Osteotomize edilen kemigin kemik ¢imentoya
eklenmesiyle olusturulan grup da 6zgiindiir. Bu gerekcelerle E ve BC gruplart olusturuldu.

Bunun yanin rutinde kullanima giren gentamisinli PMMA zaman zaman tercih edilen

1



teikoplanin ile yapilmis daha az miktarda calisma olsa da, fusidik asit ile yapilmis bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Kemik afinitesi yiiksek ve Staf. Aureus gibi ortopedik pratikte en sik
gorulen enfeksiyonlara kars1 etkiligi yiiksek T,F ve G gruplar1 olusturuldu.

2.GENEL BILGILER

2.1 KEMIK GELisiMi (OSTEOGENEZIS)

Kemik gelisimi ya da osteogenez iki siirecin biri tarafindan meydana gelir.

2.1.1 INTRAMEMBRANOZ KEMIKLESME
Farklilasmamis mezenkimal hiicreler tabakalar halinde birlesirler, osteoblastlara

doniisiirler ve organik matriks olusturarak mineralize olurlar. Kikirdak bir model yoktur

(Gorsel 1).

Intramembrandz kemiklesmeye; embriyonik yass1 kemik olusumu, stabil distraksiyon
osteogenezisinde olusan kemik (instabil ise enkondral kemiklesme olur), cocuk uzun kemik

seviyesinden yapilan amputasyon sonrasi olusan blastema kemik 6rnek olarak verilebilir.

Mezenkimal doku yogunlasmasinin iginde ossifikasyonun basladigi ilk noktaya
primer kemiklesme merkezi denir. Bu yolla kemik olusacak alanlardaki mezenkim hiicreleri
uzantilarin1 ¢ekip hizli bir boliinme gostererek osteoprogenitdr hiicre olurlar. Daha sonra
bunlar osteoblastlara doniiserek kemik matriksinin kollajen liflerini ve sekilsiz temel
maddesini sentezler. Osteoblastlar, salgiladiklar1 matriks i¢inde gomiilii kalirlar. Mezenkim
dokusu icinde osteoid odaklart meydana gelir. Osteoid odaklarinin arasinda kalan mezenkim
dokusunun icine kapiller damarlar filizlenir. Bu damarlardan ¢ikip osteoid dokuya giren
kalsiyum ve fosfor iyonlari, buradaki osteoblastlarin salgiladigi alkalen fosfataz enziminin
aracilig ile kalsiyum fosfat molekiilleri seklinde matrikse ¢oker. Boylece osteoid kiregleserek
primer kemik dokusu halini alir, osteoblastlar da primer kemik dokusu igindeki kendilerine
ait lakiinalar i¢cinde osteositlere doniisiir. Bu sekilde meydana gelen degisik sekil ve
biiylikliikteki kemik parcaciklarina kemik trabekiilleri veya kemik spikiilleri denir.
Trabekillerin yilizeyinde, osteoprogenitor hiicrelerden tiireyen osteoblastlar tek sira halinde
dizilerek lamelli kemik yapmaya baslarlar. Boylece trabekiiller biiyiiylip uzarlar. Birkag
odakta birbirinden ayr1 olusan kemik trabekiilleri bu sekilde uzayip birbirleriyle birleserek

slingerimsi yap1y1 meydana getirir (5,6) .
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Gorsel 1: intramembranoz kemiklesme

2.1.2 ENDOKONDRAL KEMIKLESME
Uzun ve kisa kemikler bu yolla meydana gelir. Bu kemiklerin gelisecekleri yerde dnce
hiyalin kikirdaktan ufak birer modelleri sekillenir. Endokondral kemiklesmeyle, bu kikirdak

modelin yerini kemik dokusu alir (Gorsel 2).

Kikirdak modelin diyafiz bolgesinde, kikirdagi orten perikondriyumun i¢ katindaki
mezenkim hicreleri  béllnerek osteoprogenitér hicrelere, onlar da osteoblastlara
farklilagirlar. Osteoblastlar burada kemik matriksi sentezleyip etraflarina salgilarlar ve
kendileri de matriks igcinde gdmull kalip osteositlere doniisiirler. Boylece kikirdak modelin
diyafizinde, intramembrandz kemiklesme ile silindir bi¢ciminde bir kemik manget olusur.
Kemik manseti saran zar da artik, periosteum olarak adlandirilir. Normalde kikirdak matriksi
kan damar i¢ermedigi i¢in kikirdak hiicreleri, perikondriyumdaki kan damarlarindan ¢ikan
besin maddelerinin difiizyonuyla beslenir. Ancak kemik manset sekillenince difiizyon
engellenir. Bu durum, kemik mansetin c¢evreledigi alandaki kikirdak hiicrelerinin
beslenemeyip bozulmalarina yol acar. Bozulmaya yiiz tutan hiicreler dnce irilesir (hipertrofi),

pesinden de dejenere olmaya baglar. Hiicreler dejenere olup yikildiktan sonra geriye sadece



hiicreler arasindaki kikirdak matriksi (kikirdak spikiilleri) kalir. Bu sirada periosteumda
osteoklastlar belirir ve bunlar kemik manseti yer yer delerek foramen nutrisyumlar: agarlar.
Periosteumdaki kan damarlarinin bir kismi1 bu deliklerden girip, kikirdak spikiillerinin
arasinda kalan bosluklara filizlenir. Bu damarlardan ¢ikan kalsiyum ve fosfor iyonlari,
kondrositlerden agiga c¢ikan alkalen fosfataz enziminin araciligi ile birleserek kikirdak
spikiillerini olusturan matrikse ¢oker ve onu kire¢lendirir. Yani matriks kalsifiye olup
sertlesir. Spikiiller arasindaki kondrositlerin dejenere olup 6lmesiyle ortaya ¢ikan bosluklara,
kan damarlariyla birlikte mezenkim hiicreleri de girer. Bu hiicrelerden farklilagsan
osteoblastlar, kalsifiye olmus kikirdak spikiillerinin {izerine tek sira halinde dizilerek primer
kemik dokusu yapmaya baslar. Histolojik kesitlerde, kalsifiye olmus kikirdak matriksi
bazofilik boyanmis, bunun tizerinde olusan kemik dokusu da asidofilik olarak izlenir. Kemik
trabekiilleri biiytidiikge, kalsifiye kikirdak matriksi de osteoklastlara benzeyen ¢ok ¢ekirdekli
dev hiicreler tarafindan ortadan kaldirilir Trabekiiller arasindaki bosluklarda da, mezenkim

hiicrelerinden koken alan kirmizi kemik iligi gelisir (6,7).

Primer kemiklesme merkezinin biiylimesi, periostal kemik mansetin epifizlere dogru
biliyliylip ilerlemesi sonucunda ayni olaylarin tekrar etmesiyle gerceklesir. Bu sirada
osteoklastlar aktif haldedir ve kemiklesmenin baslangicindan itibaren kemik spikiillerini
merkezden baslayarak rezorbe ederler, boylece kemik iligi boslugunu meydana getirirler. Bu
bosluk, kikirdak modelin kemiklesmesi ve uzamasi tamamlanincaya kadar epifizlere dogru
biiyiir. Dejenere olarak olen ve yerinde kemik dokusu gelisen kikirdak hiicrelerinin kaybu,
modelin epifizleri ile diyafizi arasindaki kondrositlerin hizli mitoz bdliinmeleriyle telafi
edilmeye c¢alisilir. Mitozla ¢ogalip alt alta dizilen kondrositler birbirine paralel seyreden
hiicre kordonlar1 (izogen gruplar) olustururlar. Bu ¢ogalmalara bagli olarak kikirdak taslagin
boyu devamli uzar. Ancak bu merkezlerin ortaya ¢ikisi bir kemikte bile ayn1 zamanlara isabet
etmez. Sekonder kemiklesme merkezlerindeki kemiklesme, diyafizdekinden farkli olarak
1s1nsal yonde bir biiylime gosterir; bu yiizden epifizler siskin bir bi¢gim alirlar. Uzun ve kisa
kemiklerin epifizlerindeki kemiklesme eklem yiizeylerine kadar devam etmez; bu kisimda
kikirdak bir bolge kalir ve biiyiimenin tamamlanmasindan sonra eklem kikirdagi olarak
varhiginm stirdiiriir. Primer ve sekonder kemiklesme merkezleri arasinda, kemigin uzamasina
hizmet eden ve epifiz plag1 adi verilen kikirdak bir alan bulunur. Kemiklesme sona erinceye
kadar epifiz plaklarindaki kikirdak hiicreleri diyafiz yoniinde boliiniip cogalarak siirekli
kikirdak dokusu yaparlar. Bu kikirdak dokusu da devamli olarak yerini kemik dokusuna

birakir (5-7).
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Gorsel 2: Endokondral kemiklesme

2.2 KRITiK BoYUT KEMIK DEFEKTI

Kemik defektleri yaygindir ve kemik kaybi olan yiiksek dereceli agik kiriklar, yiiksek
enerjili travmalar, patlama yaralanmalari, kemigin debridmanini gerektiren enfeksiyon ve
kemik tlmorlerinin rezeksiyonu dahil olmak {izere bir¢ok klinik durumda ortaya ¢ikar.
Ozellikle kemik defekti kritik boyutta ise, kemik defektlerinin tedavisi ile iliskili énemli bir
sorun olmaya devam etmektedir. Bir kaynamama/nonunion ile kritik boyuttaki kemik
defektinin ayni olmadigini fark etmek de gereklidir. Kaynamama durumunda, genellikle
kemik defekti olmayan bir hlcresel ve molekiiler sinyal ve biyomekanik kararsizlik vardir,
buna karsin KBD genellikle uygun bir biyolojiye sahip olan ancak yumusak doku ortami ve
hastaya ait faktorler sebebi ile komplike olabilen 6nemli kemik kaybinin yerine konamadig
durumdur (8-9).

Defektin gevresel olup olmamasina gore degerlendirilen mutlak ve goreceli blyukluk,
anatomik lokasyon (diyafizyel / metafizyel / artikiiler), periost yaralanmasini da igermesi,
yumusak doku ve kas ortami, hasta yasi, kronik hastaliklar ile diger komorbiditelerin olmasi
gibi kemik defektlerini ve bunlarin “kritik boyutlarini” etkileyen bir¢ok faktor vardir (8-9).

Kritik boyut kemik defekti, kendiliginden iyilesmeyen ve genellikle 6 cm olarak

tanimlanan en kii¢lik kemik defekti olarak tanimlanir. Bununla birlikte daha mantikl1 olarak,



ilgili kemik diafiz ¢apinin 2.0 ile 2.5 ¢arpilmasi seklinde tanimlanan aralik da Kritik boyut
kemik defekti olarak ifade edilebilir (10).

Bir kemik defektinde gergeklesecek iyilesme miktari, biiyilk oranda defektin
biiyiikliigiine baglidir. Bu nedenle iyilesmenin degerlendirilmesi i¢in kullanilan deneysel
kemik defekti, spontan iyilesmeye engel olmak i¢in yeteri kadar biiyiikk olmalidir. Bu noktada
bir implant veya greftin osteojenik potansiyeli tam olarak degerlendirilebilir. Bu 6zelliklere
sahip deneysel kemik defekti KBD olarak adlandirilmaktadir ve osteojenik materyallerin
degerlendirilmesinde standart bir model olarak Hollinger ve Kleinschmidt tarafindan
onerilmistir. KBD, bir hayvan tiirii ve o hayvan tiirlindeki ilgili kemikte, hayvanin hayati
boyunca spontan olarak iyilesemeyecek en kiiglik intraosse6z defekt olarak tanimlanabilir.
Bununla birlikte pek ¢ok ¢alismada siirenin sinirli olmasi ve hayvanin tiim hayat1 boyunca
uzatilamamasindan dolayr hayvan ¢alismalarinda KBD, c¢alismanin siiresi boyunca
iyilesemeyen defektleri ifade etmektedir. KBD’nden daha kigiik defektlerin ¢alismanin siiresi

boyunca spontan iyilesmesi gergeklesmektedir (11).
Ozet olarak, kritik boyutlu kemik defektlerinin tanis1 konusunda ¢ok az kanit ve az

goriis birligi vardir. Cogu uzun kemiklerde iyi tanimlanmamustir, etiyoloji ¢ok faktorliidiir ve

daha kiigiik kusurlarin dogal gelisimi beklenenden daha iyidir (9).(Goérsel 3: KBD)
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Gorsel 3: Tarafimizca rat femurunda, steril sartlarda olusturulmus KBD.




2.3 KAYNAMAMA VE PSODOARTROZ TANIMI VE TIPLERI
2.3.1 NONUNION (PSODOARTROZ)

FDA, kaynama yoklugunu, kirilmis bir kemigin dokuz ay icinde tam olarak
iyilesmemesi ve ii¢ ardisik ay igerisinde, her ay cekilen seri radyografilerinde iyilesme
yonlnde ilerleme go6stermemesi olarak tanimlasa bile(12), halen kaynama yoklugunu
tanimlayacak standart bir dl¢iit bulunmamaktadir. Basit¢e nonunion kirigin beklenen siirede
kaynamamasidir. Daha genel anlamda nonunion miidahale olmadan kirik iyilesmesinin
devam etmeyecegi durumdur (13, 14). Biitiin kiriklarin % 90-95 i sorunsuz iyilesir (15).
Nonunionlar, biyolojik kirtk onariminin yerel biyolojiyi ve kemik hasarinin mekanigini
asamadigl vakalarin kiiclik bir ylizdesidir. Kaynama yoklugunun ¢ tipi sunlardir;

hipertrofik, oligotrofik, atrofik.

Hipertrofik kaynama yokluklarinin biyolojik olarak bir iyilesme kapasitesi ve yetersiz
mekanik destegi vardir; bunlar, asir1 kallus olusumu ve koprilesme eksikligi ile
karakterizedir. Oligotrofik kaynama yokluklari, iyilesme i¢in biyolojik kapasiteye sahiptir;
iyilesmeyi baglatma becerisi yoktur ve higten aza kadar kallus olusumuyla karakterizedir.
Atrofik kaynama yokluklarinin iyilesme kapasitesi ¢ok azdir ya da hi¢ yoktur ve Kkallus

olusumu olmaksizin sklerotik kemik uglar1 ve yalanci kaynama ile karakterizedir.

Kaynamamalart temel olarak biyolojik olarak aktif olanlar (canli/vaskiler) ve
biyolojik olarak aktif olmayanlar (cansiz/avaskiiler) olarak iki ana gruba ayiran Weber ve
Cech’in 1976 da yaptigi smiflama hala gegerliligini korumaktadir (16). Genel olarak
bakildiginda, avaskiiler kaynamamalar kirik iyilesmesinin erken agsamalar1 Uzerine etki eden
olumsuz faktorler sonucu olusurken, vaskiiler kaynamamalar siklikla kirik iyilegsmesinin
yeniden sekillenme (reorganizasyon) donemine etki eden faktdrler sonucu olusmaktadirlar

(17).

2.3.1.1 VASKULER KAYNAMAMALAR
Kallus yanitinin iyi oldugu yani kirik pargalarmin biyolojisinin iyi oldugu

kaynamamalardir. Burada sorunun c¢ogu mekanik denge kaynaklidir. Iyi kanlanan bir
dokudaki hareket periostu uyararak yeni kemik olusumunu tetiklemektedir. Yeterli denge
olsa kemik kaynamaya hazirdir. Dolayistyla mikro ya da makro-hareketin kirik iyilesmesi ile

uyumlu kritik esik seviyenin altina indirilmesi gerekmektedir. Sintigrafik olarak



kanlanmalarinin iyi olmasi nedeniyle yiiksek aktivite gdsterirler. Olgular genellikle uzuvlarini
kullanabilirler ancak yorulma ya da yiiklenme ile agri olusmasi 6nemli bir bulgudur.
Radyolojik goriiniime gore fil ayagi, at ayagi ve oligotrofik olarak {i¢ alt gruba ayrilirlar (18)
(Gorsel 4).

Fil ayagi kaynamamalarin 6zelligi hipertrofik ve zengin bir kallus olusumudur.

Siklikla yetersiz tespit ya da erken yiik verme nedeniyle olusurlar.

At ayag1 kaynamamalarda ise kallus birinciye gore daha azdir. Sebep ¢ogunlukla
basarisiz plak—vida tespitidir. Metalin dayanabilecegi siirede kaynama ger¢eklesmez ise tespit
materyali kirilir. Bu tip kaynamamalarin tedavisinde biyolojiyi iyilestirici bir ek tedaviye
ihtiya¢ duyulmaz asil gerekli olan mekanik olarak varsa sekil bozuklugunun diizeltilmesi ve
kaynamama sahasindaki dengenin arttirilmasidir. Bu da kompresyon plaklama ya da oymali
kilitli intrameduller civileme gibi internal ya da llizarov gibi fiksatorlerle eksternal olarak
saglanabilir. Ancak yeterli denge saglandiktan sonra fibroz kikirdak kalsifiye olabilir ve yeni
damarlarin penetrasyonu sonucu remodelasyon siireci igleyebilir. Kirik uglarinda rezeksiyon

yapilmasi, canli kemik dokuda kayiplara sebep olacagi i¢in hatadir (18).

B &

Gorsel 4: Hipervaskuler (hipertrofik) kaynamamis kiriklar: A. Fil ayag: tipinde kaynamamis
kiriklar, B. At ayagi tipinde kaynamamis kiriklar, C. Oligotrofik kaynamamis kiriklar.



Oligotrofik kaynamamalarda ise kallus goriilmez. Kirik uglar1 canli olmasina ragmen
kaynamamanin sebebi tespitin kirik uglar1 arasinda kabul edilemez bosluklar birakacak
sekilde yapilmig olmasidir. Kallusun yoklugu kaynamama sahasinda hareketliligi arttirarak
kemik iyilesmesi i¢in uygunsuz bir ortam yarattigindan dengenin arttirilmasi tedavi igin
sarttir. Vaskiiler olmalarina ragmen kemik olusturamadiklari i¢in kemik olusumunu uyaran
ostoeprogenitor hicrelerin, osteoindulktif proteinlerin ve osteokonduktif matriksin elde

edilebilmesi amaciyla dekortikasyon ve otojen kanselloz greft uygulanmasi 6nerilmektedir.

2.3.1.2 AVASKULER KAYNAMAMALAR
Bu kaynamama tipinde kemik pargalar1 cansizdir dolayisiyla biyolojik herhangi bir

reaksiyon olusturma kapasitesine sahip degildirler. Sintigrafik olarak zayif kanlanmalari
nedeniyle diisiik aktivite gosterirler. Direkt grafilerde kallus goriilmez. Cansiz kaynamamalar
4 alt tipe ayrilir. Kama seklindeki cansiz kaynamamalarda kanlanmasi bozuk bir ara parca
mevcuttur. Bu parg¢a ana parcalardan birine kaynarken digerine kaynamaz. Ikinci tip olan
parcali kaynamalarda nekrotik parca sayisi birden fazladir. Ugiincii tip kayiph ( defekt )
kaynamamalardir. A¢ik kirik ya da enfeksiyona ikincil olarak bir par¢a kayb1 s6z konusudur.
Baslangicta kirik uglari canli olsa da kaybin biiyiikliigii kirik iyilesmesinin kopriileyebilecegi
mesafenin Ustlindedir. Zamanla bu uglar da canliliklarin yitirirler. Dordiincii tip olan atrofik
kaynamamalar ise aslinda ilk {i¢ tipin zaman i¢inde geldigi noktadir. Kirik uglarinin uzun siire
icinde kismen inceldigi, uzuvda da kullanilmamaya bagl kas atrofileri ve osteoporozun
gelistigi genel bir tablodur (18) (Gorsel 5). Olusum sebebi esas olarak kirik hattina komsu
kemik parcalarinin yaralanmanin siddeti ya da kotii cerrahi teknikler neticesinde cansiz hale
gelmesidir. Kaynamanin saglanabilmesi icin sadece tespitin dengelenmesi yeterli degildir.
Cansiz kemiklerin uzaklastirilmasi, kirik uclart arasindaki fibrotik dokularin temizlenmesi,
canli kemik uglarimin temasinin saglanmasi ve ilave olarak greftleme ile biyolojik
canlandirmada tedaviye eklenmelidir. Cansiz bir kemik de canli bir kemige kaynayabilir
ancak bunun olmasini saglayan, nekrotik parcalar1 uzaklastiran yeniden sekillenme siirecinin
zaman i¢inde kisalik ve distal parcada osteopeniye yol acacagi unutulmamalidir. Tedavi
segenekleri iginde se¢cim kemik kaybmin biiyiikliigiine gore yapilmalidir. Bunlar basit
kisaltma, karsilikli kisaltma, kisaltma ve uzatma(kallus distraksiyon) ya da defektli sahanin

canl1 kemikle kopriilenmesi(tibia pro fibula) olabilir.



C D
Gorsel 5: Avaskiler (atrofik) kaynamamis kiriklar: A. Torsiyonel kama parga igeren

kaynamamus kiriklar, B. Parcalanmis kaynamamis kiriklar, C. Defektli kaynamamis kiriklar,

D. Atrofik kaynamamis kiriklar

2.4 KAYNAMAMA VE PSODARTROZ TEDAVI SECENEKLERI
2.4.1 CERRAHI DisI TEDAVI
Cerrahi dis1 miidahaleler var olan iyilesme siirecini hizlandirabilir veya iyilesme
olmayan durumlarda iyilesmeyi baslatabilir. Cerrahi dis1 tedaviler direkt ve indirekt

girigsimler olarak ikiye ayrilir.

2.4.1.1 INDIREKT GiRiSIMLER
Yeterli beslenme, kemik dahil tim dokularin iyilesmesi i¢in en temel ihtiyagtir.

Iyilesmeyi en uygun diizeyde tutmak icin yeterli kalori, vitamin ve protein alinmalidir (19).

Sigara icenlerde kaynamama veya ge¢ kaynama oranlar1 daha yiiksek olarak

bildirilmistir ve bu durumun igilen sigara sayisi ile iliskili oldugu belirtilmistir (20-21).

Diyabet gibi saglik sorunlar1 da kemik iyilesmesini etkiler ve kaynamama riskini
arttirir. Diyabet yaninda bir veya daha fazla saglik sorunu olan hastalar kaynamama gelisimi
acisindan daha yiiksek riske sahiptir. Beslenme degisiklikleri ve kan sekeri diizeylerinin
kontrol altinda tutulmasi kirik iyilesme sorunlarint azaltmada yardimci olur (22). Nikotine ek
olarak steroidler, fenitoin, kemoterap6tik ajanlar, non-steroid anti inflamatuar ilaglar ve bazi
antibiyotikler (florokinolonlar) gibi ilaglar kemik iyilesmesini olumsuz yonde etkileyebilir
(23).
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2.4.1.2. DirREK GiRiSIMLER
Kaynamama i¢in yapilan direk girisimlerden en basit ve uzun siiredir kullanilan

yontem fonksiyonel al¢1 ile yiik verilmesine miisaade etmektir. Kapasitif esleme, doru akim
ve indiiktif esleme gibi bir¢ok elektrikle uyarma yontemi kullanilmaktadir. Kirik bolgesinde
elektrik potansiyelinin degistirilmesi ile kaynamayi saglamayir amaglamaktadir (24,25).
Diisiik yogunlukta ultrasonun kiriklarda kaynama hizim1 arttirdigi gosterilmistir. Taze
kiriklarda diisiik yogunlukta ultrason kullanimi ile kaynama siiresinin kisaldigint gdsteren
calismalar yaymlanmistir (26,27). Cerrahi tedaviler ile karsilastirildiginda en Onemli

dezavantajlar1 kaynamanin saglanmasi i¢in gereken siirenin daha uzun olmasidir.

2.4.2 CERRAHI TEDAVI

Kaynamamanin cerrahi tedavisindeki temel ama¢ kemik iyilesmesinin saglamaktir.
Kirik tedavisindeki temel prensipler kaynamamalarin tedavisinde de gegerli oldugundan
secilecek tespit sekli, akut kirik tedavisinde kullanilan tekniklerin aynisidir(Ornegin tibianin
middiafizer kapali kirig1 igin intramediiller ¢ivi tercih edilmesi gibi) (28) . Tam bir tani i¢in
kaynamama atrofik, oligotrofik, hipertrofik ve psddoartroz olusuna goére smiflandiriimali,
vaskiler veya avaskiiler oldugu, septik veya aseptik oldugu belirlenmeli ve eslik eden
deformite tespit edilmelidir. Kaynamamanin siniflandirilmasi bolgede iyi temizlik ya da
kemik grefti gerekip gerekmeyecegi konusunda yol gosterir. Hipertrofik kaynamamalarda
biyolojik kaynama kapasitesi mevcut iken, mekanik stabilite yetersizligi nedeniyle kaynama
saglanamaz. Bu nedenle hipertrofik kaynamamalarda tedavi mekanik stabilitenin arttirilmasi
yoniinde olacaktir. Hipertrofik kaynamamalarda biyolojik iyilesme potansiyeli oldugundan,
kaynamama bdlgesinin debridmani ve kemik greftlenmesi zorunlu degildir. Psodoartrozlar
canli ve atrofik kaynamamalar cansiz kabul edilmesine ragmen her ikisinde de kaynamama
bolgesinin debride edilmesi gerekir. Atrofik kaynamama tedavisinin temel ilkesi, 61u kemik
uclarini temizleyerek kanayan saglikli kemigi ortaya ¢ikarmaktir. Her iki kaynamama tipinde
de kemik greftlenmesine ihtiya¢ duyulur. Kaynamama tedavisinde bir diger énemli genel
kural da enfeksiyon kontroll ve tercihen ortadan kaldirilmasidir. Enfeksiyon olmadiginda
ciddi ve kompleks kaynamamalar iyi bir sekilde tedavi edebilirken, enfenksiyon varliginda
basit kaynamamamlar bile tedaviye direncli hale gelir. Eger hastada enfeksiyon varlig1 varsa
nonunion tedavisinden Once enfeksiyon tedavisi yapilmahidir. Bolgedeki implantlarin
cikarilmast ve saglikli bir ¢evre elde edene kadar seri debridmanlarda nekrotik yumusak
dokular ve kemigin uzaklastirilmasi ilk adim olmalidir. Enfeksiyonla miicadeleye yardimci

olacak stabilizasyonun saglanmasi i¢in eksternal fiksatorler tercih edilebilir. Ancak

11



antibiyotik kapli IM civiler kullanilabilecek secenekler arasinda yer almaktadir (29,30).
Enfeksiyon tedavisi etkene 6zgl parenteral antibiyotikle 6 hafta devam eder. Enfeksiyonun
kontrol altina alindigi klinik ve laboratuar verileri ile dogrulandiginda kaynamama
tedavisinin son asamasi uygulanabilir. Eksternal fiksasyondan internal fiksasyona gecerken 2
asamal1 tedavi uygulanir. Eksternal fiksator ¢ikarilir pin diplerinin iyilesmesini saglamak icin
hasta atele alinir ve bir miiddet beklenir. Pin dipleri kapandiktan sonra hastanin nihai tedavisi

uygulanir.

2.4.2.1 KAYNAMAMA TEDAVISINDE PLAK VIDA KULLANIMI
Plak ve vidalar ile nonunion tedavisi ¢ogu anatomik bolgede rahatlikla kullanilabilir.

Plaklar distal kaynamamalarin yani sira diafizer bolge kaynamamalarinda da kullanilabilir.
Her ne kadar, intrameduller ¢ivileme femur, tibia ve bazen humerus akut middiafizer kiriklari
icin tercih edilen tedavi yontemi olsa da, bu bolgelerde plak fiksasyonu da kullanilabilir
(31,32). Plaklar ile kaynamama tamiri sonrasi yumusak doku bakimina 6zen gosterilmelidir.
Genellikle genis insizyonlar ile uygulandigindan, cerrahi sonrasi ciddi komplikasyonlar ile
karsilasilabilir. En 6nemli dezavantajlari intramediiller ¢ivilemeler kadar minimal invaziv bir
teknik olmamasi buna bagli yumusak doku komplikasyonlarmin daha sik gortlmesidir.
Ancak yumusak doku problemi olmayan durumlarda plaklar her tip kaynamamada

kullanilabilir.

2.4.2.2 KAYNAMAMA TEDAVISINDE INTRAMEDULLER Civi KULLANIMI
Psoddoartroz tedavisinde basarili bir cerrahi sonucun anahtari, minimal yumusak doku

hasar1 ve yeterli fakat en az metalik cihaz kullanimi gerektiren rijit fiksasyondur.

Intramediiller civi kaynamama tedavisinde 3 tip kaynamama durumunda kullanilir.
1) Oncesinde ¢ivi yapilmamis kaynamamalarda civileme

2) Onceden ¢ivi yapilmis ve kaynamasi olmayan hastalarda ¢ivi degisimi

3) Dinamizasyon.

Bu uygulamalardan hangisi yapilacak olursa olsun ¢ivi tedavisi en ¢oOk uzun
kemiklerin diyafizleri i¢in uygundur. intramediiller civi ile tedavi edilen kaynamamalarda en
iyi sonuclar distal femur ve distal tibia kaynamamalarinin tedavisinde elde edilmistir (33,34).
Tibia ve femur i¢in ¢ogunlukla basarili sonuglar bildirilmistir, ancak humerus

kaynamamalarinda ¢ivi degisimi ile kemik greftleme yapilmadig: takdirde daha kotii sonuglar
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elde edilmistir (35). Civi degisimi, ¢ivi yetersizliginin daha kalin ¢apta oymali bir ¢ivi ile
giderilebildigi kaynamamalarda uygun bir segenektir. Yetersiz nedeni, gerekenden daha kisa
ve kigik capta c¢ivi kullanimma bagl stabilite eksikligi veya Kilitleme vidasinin
kullanilmamasina bagli rotasyonal instabilitedir. Oyma islemi periosteal kan akimini
arttirarak ve yeni kemik olusumunu uyararak biyoloji {izerinde olumlu etkilerde bulunurken
(36), daha genis gapli ¢ivi uygulanmasi da kortikal temasi arttirarak mekanik denge tizerine
olumlu etkiler olusturur(37). Ayrica oyma islemi esnasinda olusan Ve iginde osteoblastlari ve
kok hiicreleri barindiran debrislerinde kemik grefti etkisiyle kaynamama bélgesinde meduller
iyilesmeye pozitif etkilerinin oldugu literatiirde gosterilmistir (38,39). Mekanik denge
yeniden civileme esnasinda ¢ivi ¢apini arttrmanin diginda ¢ivi boyunu uzatarak ya da
kilitleme vidalarinin sayisini arttirarak da olumlu yonde degistirilebilir. Uzun kemiklerin
diyafiz kiriklarinda altin standart intramediiller ¢ivileme oldugu i¢in kaynamamada c¢ivi
degisimi primer intrameddller civilemeden daha siktir. Primer intramediiller ¢ivileme daha
cok konservatif tedavi uygulanip kaynamanin saglanamadigi tibia ve humerus saft
kiriklarinda kullanilir. Hem biyoloji hem de mekanik tzerine olumlu etkileri nedeniyle kanal
ici ¢iviler hem atrofik hem de hipertrofik kaynamamalarda kullanilabilirler (40). Serilerde
kaynama oranlar1 % 75-90 arasinda, Femur ve tibia kaynamamalarinda ¢ivi degisimi sonrast
kaynama oranlar1 %50 ile %90 arasinda degismektedir (41-43). Ancak kanal i¢i civilemenin
kortikal ¢apin % 30-50’sine ulasan kemik kayiplarinda ve parcali kiriklar sonucu olusan
kaynamamalarda kullanilmasi ¢ok uygun degildir (44). Ayrica agilanma ya da kisalik varsa
¢ivi degisiminden Once bu sorunlarin osteotomilerle ya da uzatmalarla dizeltilmesi
onerilmektedir (45). Gegirilmis enfeksiyon oykiisii olan kaynamamalarda kullanimu ile ilgili
hentiz bir fikir birligi olusmamistir (29, 46). Civi degisimindeki oyma islemi ile bir miktar
lokal kemik grefti birikir bu greftin iyilesmeyi hizlandirdig1 bildirilmistir (47). Ancak bu
lokal kemik grefti biiyiik defektler igin yeterli degildir. Bu nedenle ¢ivi degisimi, agik kemik
greftleme islemi yapilmayacaksa, kemik kaybi olmayan durumlar i¢in daha uygundur. Kilitli
intramediiller ¢ivilemenin diger cerrahi tedavilere gore belirgin tistlinliikleri vardir. Fiksasyon
materyalinin mekanik olarak daha gii¢lii olmasi, implant yetmezligi sorunlarinin ¢ok ender
goriilmesi, ameliyat sonrasi donemde algi, atel, breys gibi eksternal tespit gereclerine ihtiyag
duyulmamasi, yumusak doku hasar1 az oldugu i¢in kanlanmanin daha fazla olmasi1 ve bunun
sonucu kirik iyilesmesinin hizlanmasi, erken hareket verilebildiginden daha 1yi fonksiyonel
sonuclar ve erken ise donmeye olanak tanimasi, yapilan minimal insizyon sonucu kanama
miktar1 ve ameliyat siiresinin kisa olmasi, enfeksiyon oraninin diisiik olmasi, acisal deformite

derece ve sikliginin az olmasi yontemin onemli istinliikleridir. Dinamizasyon ¢ivinin bir
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ucundaki kilitleme vidalarin ¢ikarilarak yiik verme ile aksiyel kisalmanin saglanmasidir.
Dinamizasyonla kiritk hattindaki defekt kiiciiltiilerek kaynama saglanmaya caligilir.
Kaynamama ve gecikmis kaynama olgularmmin %350 sinde dinamizasyon ile kaynama
saglandigi bildirilmistir (40, 48,49).

2.4.2.3 KAYNAMAMA TEDAVISINDE EKSTERNAL FIKSATOR KULLANIMI
Kiriklarin tedavisinde ¢ok farkli ekstrenal fiksator tipleri kullanilmasina ragmen

siklikla tercih edilen yontem Ilizarov’dur. Son zamanlarda, kirik kaynamamalariin
tedavisinde Ilizarov eksternal fiksator uygulamalari, ¢ok yonlii yaklasim olarak deger
kazanmistir. Kirik parcalarinin, eksternal olarak diizenlenmesi, gerektiginde segmentlerin
pozisyonlarinin degistirilmesi, ekstremite uzunlugunun ayarlanmasi, bu sekilde biyomekanik
cevrenin degismesi ve kontrolil, yontemin en biyuk tsttinliklerindendir (50,51). Ilizarov ve
arkadaglari, 1950'den beri, kendi uyguladiklar1 yontem ve fiksatorle, ayn1 anda, hastanin
glnlik aktivitelerini kisitlamadan, eklem fonksiyonlarini koruyarak kaynamayi basarmus,
deformiteyi diizeltmis, uzunlugu yeniden saglamistir. Yine bu yontemle kemik defektleri
giderilmis ve enfeksiyon ortadan kaldirilmistir. Ana fikir olarak distraksiyonun dokulardaki
canlandirict ve genglestirici etkisine dayanir. Yontem batiya geldikten sonra hidroksiapatit
kaplt yarim g¢iviler, karbonfiber halkalar ve Stewart Gough menteseleri gibi teknolojik
ilerlemeler kaydetse de temel felsefesi degismemisti (52). Ince tellerin kullanildig: fiksatorler
el, ayak hatta klavikula gibi uzun kemiklerin kaynamamalarinda kullanilabilir (53-55).
Distraksiyon osteogenezisinin ve/veya kemik taginmasinin gerekli oldugu ciddi kemik kaybi
olan olgularda, ¢evre yumusak dokularda yaralanma sonucu olusan agir nedbe dokulariin
varliginda ve canli kemikte enfeksiyon varliginda birincil tespit yontemi olarak tercih
edilmelidir. Bu tip olgular tim cerrahi ile tedavi edilen kaynamamalarin yaklasik olarak %
5’ini olusturmaktadir (56). Uzun tespit siireleri, agr1 ve c¢ivi yolu problemleri bu tespit
seklinin dezavantajlaridir. Kemigin belirgin sekilde cansiz olmadig1 enfekte kaynamamalarda
Ilizarov yontemi ile elde edilen stabilite, kortikotominin yarattigi kanlanma ve kaynama
sureci ilerlerdik¢e gelisen kemik i¢i dolagimin yeniden olusmasi enfeksiyonun gerilemesine
yardime1 olur. Ancak bu sayilan etkilerden higbirinin 6l bir kemikteki osteomiyelit Uzerine
etkili olamayacagi unutulmamalidir. Bu durumda tedavi segenegi rezeksiyondur. llizarov,
kaynama yokluklarini, sert (hareketsiz ve ¢ok az hareketli) ve gevsek (hareketli) olmak uzere
iki gruba aywrmustir. Klinik olarak yapilan bu smiflandirma, tedavinin seklinin
belirlenmesinde son derece dnemlidir (57). Sert kaynama yoklugu, radyolojik olarak hemen

her zaman hipertrofik olarak gézlenir. Kirik bolgesindeki damarlanma, bol miktardaki yeni
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kemik olusumu ile oldukca belirgin ve fazladir. Kaynamama bolgesindeki fibro-kartilajindz
yumusak doku interpozisyonu, aksiyel yonde uygulanan kompresyon ve distraksiyonla solid
kemik yapiya doniisiir. Ekstremitenin diizglin fonksiyonunu saglamak i¢in yiik ekseninin
yeniden diizenlenmesi gerekir. Makaslama kuvvetleri, kallus olusumunu bozarak, kaynamay1
engeller. Dolaysiyla, bu kuvvetler ortadan kaldirilarak, sadece kompresyon — distraksiyon
kuvvetlerini ortaya koymak gerekir. Radyografide atrofik olarak goézlenen hareketli, gevsek
kaynama yokluklar1 ise daha c¢ok segmentlerin damar yapisinin harap oldugu kiriklarda
olusur. Bu kaynamamalarin tedavisinde, kirik stabilitesinin yeniden saglanmasinin yaninda,
osteogenez i¢in biyolojik bir uyarana da ihtiya¢ vardir. Ilizarov yonteminde, bu uyari,
kortikotomi ile distraksiyon ve kaynamama bdlgesine uygulanan ilerleyici kompresyonla
olusturulur. Dikkat edilmesi gereken nokta kirik uglarinin sklerotik oldugu durumlarda
distraksiyona baslamadan Once bir siire kompresyon uygulanmasi Onerilmektedir(52).
Kortikotomi ve takiben yapilan distraksiyonla, segmentin tamaminda vaskiiler yap1 artar.

Kaynamama bolgesine uygulanan kompresyon ise segmentlerin stabilitesini arttirir (58).

llizarov ile kaynamama tedavisinin en 6nemli avantajlari tamir yonteminin daha az
yumusak doku hasarima neden olmast ve var olan deformitenin tedrici olarak
dizeltilebilmesidir. Bu sayede akut deformite diizeltilmesi ile olusabilecek yumusak doku
gerginliklerinden kagmilmig olur. Bunlarin yani sira, ince diizeltmelerin yapilabilmesi ve

erken ylk vermeye olanak saglamasi baslica avantajlarindandir.

2.4.3 KAYNAMAMA TAMIRINE EKLER

2.4.3.1 OTOJEN KEMIK GREFTLEME
Greftlemede otojen kemik grefti klinik standart olmaya devam etmektedir. Otojen

kemik grefti osteojenik ve osteokondiiktif maddeler saglar. Biiylik boyutlu greftler igin iliyak
kanat en sik kullanilan bolgedir ve %90°1 asan kaynama oranlarina sahiptir (31,59). Otojen
greftlemenin dezavantaji alinabilecek greft miktarimin kisith olmasidir. Otojen greftleme

atrofik ve bazi oligotrofik kaynamamalarda ve bazi psédoartroz tamirlerinde kullanilir.

Yakin zamanda ‘Oyucu-Irrigatdr-Aspiratér’ (Synthes, Paoli, PA) adinda femoral
kanaldan otojen greft alinmasini saglayan daha a invaziv bir yontem sunulmustur. Cihaz
kullanilirken oyma sirasinda olusan pargalar aspiratér ile emilir ve toplanip greftleme

amaciyla kullanilabilir.
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2.4.3.2 VASKULARIZE GREFTLER
Mikro cerrahi tekniklerindeki gelismelere paralel olarak vaskiiler pedikiillii serbest

kemik greftleri 6zellikle enfekte ve defektli psddoartrozlarda basariyla kullanilmaktadir.
Vaskdlarize greftler en ¢cok segmental defektlerin tedavisinde kullanilir. Bu tarz durumlarda
daha avantajli olmalarmin nedeni canli bir kemik grefti olmalar1 ve standart iliyak kanat
kanselloz otogreftinde bulunmayan yapisal 6zelliklere de sahip olmalaridir. iliyak kanat ve
kotlar da kullanilabilmesine ragmen fibula en ¢ok kullanilan kemiktir. Greftlenen kemigin
basarili bir sekilde kaynayabilmesi igin her iki ugta da belirli bir derecede hipertrofiye
ugramalar1 gerekir (60). Daha glgli ve daha hizli stabilite saglamak amaciyla kanselloz
greftlerle birlikte ¢ift vaskdlarize greftler kullanimi 6nerilmistir (61). Ancak mikro vaskiler
anastomozlar gerektirdigi igin teknik olarak gii¢ bir islemdir. Komplikasyonlar arasinda
tekrarlayan greft kiriklart ve dondr alan morbiditesi sayilabilir (62). Bunun yani sira 0zel
cerrahi gerektirmesi, uzun siireli tespit, yiiksek oranda kaynama giicliigii, tibia-fibula cap
farki, host kemik bileskesindeki stres konsantrasyonu nedeniyle kirik riskinin fazla olmasi

yontemin sakincalar1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Gorsel 6).

Gorsel 6: Vaskulerize fibula grefti

2.4.3.3 KEMIK GREFTi BENZERI MATERYALLER
Otolog kemik grefti son zamanlarda, kaynamamalarda kemik grefti olarak standart

kriter haline gelmistir. Otolog kemik greftine alternatif olarak, demineralize kemik matriksi
(DBM), kemik iligi aspirati, plateletten zengin plazma, allogreft ve seramikler gelistirilmis ve

kaynamama tedavisinde ¢esitli basar1 oranlar ile kullanilmiglardir.
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Kaynamama tedavisinde greft benzeri materyallerin avantajlar1 hasta morbiditesinin
azalmasi1 veya hi¢ olmamasi, ayrica otolog kemik greftine gore smirsiz miktarda elde
edilebilmesidir. Kaynamama tedavisinde ideal greft benzeri madde; ucuz, istenilen miktarda,
hazirlamasi ve kullanimi kolay, implantasyonu kolay, yan etkisiz ve %100 etkili olmalidir.
Sozi edilen greft benzeri maddelerin her biri bu 6zelliklerin bir kismina sahiptir ancak
hepsine birden sahip olani yoktur. Bu maddeler yapilan kaynamama tamirlerinde yiksek
oranda iyilesme bildirilmistir ancak direkt olarak otolog kemik grefti ile karsilastirma yapilan

calisma ¢ok azdir(63,64,65).

iliyak kanattan alinan kemik iligi aspiratinin, osteoprogenitor hiicreler igerdigi ve hem
osteojenik hem de osteoindiiktif 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir (66). Ancak optimal
sonuglarin elde edilmesi i¢in konsantre hiicrelerin kaynamama bdylesine agik debridman
sonras1 osteokondiiktif bir tasiyici ile birlikte uygulanmasinin mi, yoksa bu bolgeye perkiitan

olarak direkt enjekte edilmesinin mi faydali olacagi konusunda tartismalar mevcuttur (67).

Trombositten zengin plazma (PRP) periferik kanin santrifiije edilmesi ile olusan
berrak plazma ile eritrositler arasindaki ince tabakadan alimir. Bu sivi osteoblast
proliferasyonu ve diferensiyasyonunu uyardigi diisiiniilen konsantre trombositler icerir (68).
Ancak su anda PRP’nin kaynamama tedavisinde kullanimimi destekleyen guncel klinik
kanitlar bulunmamaktadir. Seramikler (kalsiyum sulfat, kalsiyum fosfat, beta trikalsiyum
fosfat ve hidroksiapatit gibi) ve allogreftler gibi diger kemik grefti benzeri materyaller
osteoinduktif ve osteojenik ozelliklere sahip degildirler ve kaynamama tedavisinde kemik
iyilesmesini uyarmada ¢ok az role sahiptirler. Bu materyaller 6ncelikle osteokonduktiftirler
ve osteoindiiktif bilesenlerle birlikte kullanildiklarinda hacim arttirict veya tasiyici olarak

faydalidirlar.

2.5 MASQUELET TEKNIGI

Masquelet ve ark. 1986’da gelistirdikleri bu teknik, kemik defektlerinin
rekonstriiksiyonunda kabul gormiis, basit ve etkili bir yontemdir. Masquelet ve arkadaslar1 bu
teknigi baslangicta sadece enfekte kaynamamaya bagli kemik kayb1 i¢in tanimlamislar, fakat
zaman icerisinde bu yontem, nedeni ne olursa olsun, bircok kemik defekti
rekonstriiksiyonunda da kullanilmaya baslanmistir. Teknik olarak ¢ok karmasik olmayan ve
yiiksek cerrahi beceri gerektirmeyen bu yontemin basarisi igin, prensiplere kesinlikle
uyulmalidir (3) (Gorsel 7).
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Gorsel 7: Masquelet tekniginin uygulanisini gosteren sirali resimler.

2.5.1 MASQUELET TEKNiGi ILE KEMiK DEFEKTLERININ TEDAVisSi

Uzun kemiklerin genis diyafiz defektlerinin rekonstruksiyonu genellikle kemik
kaybinin etiyolojisi ne olursa olsun ekstremite kurtarma i¢in en biiyilik zorluktur. En sik ve en
yaygin kullanilan metotlar vaskulerize fibula grefti ve llizarov ile distraksiyon osteogenezi
islemidir. Kemik otogreftleri, defekt 4-5 cm iizerinde oldugu zaman onerilmez. Ciinkii
diyafizyel defekt 5 cm iizerine ¢iktig1 zaman greft iyi kanlanan bir kas dokusu zarfi i¢inde
dahi olsa rezorpsiyona ugrar ve kaynama ger¢eklesmez (69,70). Masquelet indiiklenmis
membran ve kansell6z otogreftlerin kombine edildigi bir prosediir 6nermistir (71). Masquelet
ilk olarak bu teknigi 1986’da 4-25 cm arasinda degisen defektleri olan 35 vakada bagarili bir
sekilde uyguladigin1 bildirmistir (72,73). Hatta bu teknigin defekt alan1 enfekte olsa veya
radyoterapiye maruz kalsa dahi otogrefti koruyacak membrani olusturdugu bildirilmistir

(2,72).

2.5.2 TEKNIGIN PRENSIPLERI]

Rekonstriiksiyon iki farkli cerrahi asama gerektirir. ilk asamada radikal debridman
sonrast defekt PMMA c¢imento spacer ile doldurulur. Spacer dokuda yabanci cisim
reaksiyonu olusturur ve ¢imentonun {izerini yabanci cisim reaksiyonuna bagli bir membran
kaplar. 6-8 hafta sonra ikinci asamada ¢imentonun iizerini kaplayan membrana zarar
vermeden c¢imento ¢ikarilir ve kaviteye iliyak kanattan alinan otolog kemik grefti uygulanir.
iliyak greftin yeterli olmadigi zaman kanselloz kemik grefti 3’e 1 oranla karigtirilarak da

kullanilabilir (73). Ilk asamada ¢imento uygulanirken ikinci asamada membranin zarar
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goérmeden kaldirilabilmesi i¢in sadece defekte degil etraf kemik dokuya da siiriilmesi gerekir.
Ayrica ikinci asamada greft uygulandiktan sonra membranin ve etraf yumusak dokunun

greftin siirlandirilabilmesi igin sikica dikilmesi gerekir (142).

Cimentonun baslangigtaki rolii ekstremite uzunlugunu saglamak ve fibroz dokunun
yerlesmesini engelleyerek ilerideki greftleme alanimi hazirlamaktir. Ikinci rolii ise kemik
greftini revaskularize edecek ve rezorpsiyonunu Onleyecek membranin indiksiyonunu
saglar(2, 71,73). Klauke ve ark yaptig1 bir ¢alismada koyunlarin femurunda 3 cm bir defekt
olusturulup defekt PMMA spacer ile doldurulmus 1 ay sonra spacer g¢ikarilip 1. Grupta
membran korunup defekt kemik grefti ile doldurulmus 2. Grupta membran eksize edilip
defekt kemik grefti ile doldurulmus 3. Grupta membran korunup defekt bos birakilmis 4.
grupta membran eksize edilip defekt bos birakilmistir. Takiplerde beklendigi gibi 3. ve 4.
Gruplarda kaynama olmazken 1.grupta tamamen kaynama olmus ve 2.grupta kemik greftinin

rezorbe oldugu izlenmistir (74).

2.5.3 YABANCI CiSiM REAKSIYONU iLE INDUKLENMiS MEMBRAN OLUSMASI

Yumusak doku iyilesmesinin bir parcast olan graniilasyon dokusu formasyonu
yabanci cisim reaksiyonunda da izlenir (75). Yabanci cisim reaksiyonu yabanci materyalin
vaskiilerize yumusak dokuda meydana getirdigi yaralanma ile baglar. Bu yaralanma doku
rejenerasyonuna ve graniilasyon dokusunun yogun fibrozis, kemik veya diger mezenkimal
dokuya matiirasyonuna neden olabilen bir akut inflamasyon fazini baglatir. Uygun olmayan
durumlarda ise kronik inflamasyon gelisir ve doku matiirasyon sirecini etkiler. Inflamatuar
reaksiyonun derecesi, kalitesi ve siiresi doku ortaminin optimizasyonu (tim 6lii doku ve
enfeksiyonun debridmani, yeterli vaskiilarizasyon) 1ile degistirilebilir. Graniilasyon
dokusunun olusumundaki hem akut hem de gegici inflamatuar siiregler, makrofajlarin varhgi,
makrofajlarin ve fibroblastlarin infiltrasyonu ile karakterizedir. Kapiller damar olusumu ve
neovaskiilarizasyon, olgunlasan graniilasyon dokusunun temel o6zelliklerinden biridir.
Graniilasyon baslangigta hematomdan ve hiicre dis1 matriks bilesenlerinden olusan bir doku
oncusudir ve zamanla neovaskdlerize fibroz bag dokusu membranina doniistir. Ayn1 sekilde
yabanci cisim reaksiyonunda da graniilasyon dokusu yabanci materyali sarar daha sonra

inflamatuar reaksiyonun sonunda bu granulasyon dokusu matr fibroz kapsiile doniisiir (76).
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Gorsel 8: Rat femurunda kemik ¢imento iizerinde olusan IM (BC grubu)

2.5.4 OLUSAN MEMBRANIN HiSTOLOJiSI

Masquelet ve ark olusan membrani 1-2 mm kalinlikta kemik iyilesmesi igin uygun bir
cevre saglayan histolojik ozellikleri olarak da sinovyal dokuya benzeyen bir yapi olarak
tamimlamigtir. Ayrica zengin bir vaskiilerize yapiya sahip oldugunu ve kemik defekt icine
yumusak doku invazyonunu inhibe ederek otolog kemik greftlerini rezorpsiyondan
koruyabilecegini bildirmislerdir (72). Pelissier ve ark tavsan modelinde PMMA ¢imento
spaceri ektopik olarak subkutan dokuya implante ederek blylme faktorlerini (BMP-2,
TGFB1, VEGF) salgilayan osteojenik ve vaskulojenik / anjiyojenik 6zelliklere sahip
membranin olustugunu ve bu membranin osteoblast diferansiasyonunun arttigini tarif
etmiglerdir (2). Viateau ve ark yaptigi c¢alismada membranda CBFA1l + hicrelerin
bulundugunu bundan dolayt membranin osteoprogenitér hiicrelere sahip oldugunu
bildirmislerdir (77). Henrich ve ark PMMA spaceri ektopik subkutan dokuya degil de
farelerin femurunda olusturduklar1 defekte implante ederek olusan membrant hem subkutan
dokuda olugan membranla hem de periostla karsilastirmiglar ve bu membranin subkutan
dokuda olusan membranla aymi fakat yapisinin, kan damarlarmin lokasyonunun ve

kalinliginin periosttan ¢ok farkli oldugunu bildirmislerdir (4).
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2.6. ANTIBIYOTIKLER

Staphylococcus aureus insanda hastalik yapan patojenlerin basinda gelmektedir.
1930’larin sonlarinda sulfonamidlerin, ardindan penisilinin klinik kullanima girmesi stafilo-
koklarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisini miimkiin kilmis fakat beraberinde direng
gelisimi de baglamistir. S.aureus, 1950’lerin sonunda, o an i¢in mevcut hemen tiim
antibiyotiklere diren¢ gelistirmisken, bu durum nafsilin, oksasilin ve metisilin gibi yari
sentetik penisilinlerin kullanima girmesi ile asilmistir. Metisilin direngli ilk S.aureus susu
1961°de izole edilmis, sporadik enfeksiyonlara neden olan bu sus klinik uygulamada 6nemli
bir problem yaratmamistir. 1970’lerin sonunda metisilin ve diger beta-laktamlar yaninda pek
cok bagka grup antibiyotige direncli ilk S.aureus susu Avustralya’da izole edilmistir. Bu sus

gliniimiizde tiim diinyaya yayilmis olup 6zellikle nozokomiyal enfeksiyonlara yol agmaktadir

(78).

2.6.1 FUSIDIK ASIT

FA, baz1 ilkelerde Gram pozitif mikroorganizmalarin neden oldugu ciddi
enfeksiyonlarin, 6zellikle MRSA suslarina karsi tedavisi i¢in klinik uygulamada kullanilir.
Bunun nedeni, ilacin diisiik toksisite ve bakteri direnci gostermesi, klinik olarak kullanilan

diger antibiyotiklerle ¢apraz direnci olmamasi ve ayrica hipoalerjenik bir ajan olmasidir (79).

Staphylococcus aureus hem toplum hem de hastane kokenli lokal ve sistemik
enfeksiyonlardan siklikla izole edilen ve metisilin direnci nedeniyle de tedavisi gii¢ olabilen
bir mikroorganizmadir (80). Metisiline direncli suslarda diger birgok antibiyotige direng
olmasi tedavide farkli antibiyotiklerin kullanilmasini1 gindeme getirmistir (81). Fusidik asit
protein sentezini inhibe ederek etki gosteren dar spektrumlu, steroid yapida bir antibiyotiktir
(82,83). Fusidik aside Klinik uygulama agisindan 6nem kazandiran ozelligi, metisiline
direncli Staphylococcus aureus (MRSA)’nin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilabilmesidir (84)

Beta-laktam antibiyotiklere direngli S.aureus’un neden oldugu enfeksiyonlarin
insidansinda ve prevalansindaki artis ve beta-laktam allerjisi nedeniyle stafilokok

enfeksiyonlarin tedavisinde fusidik asidin kullanim1 giindeme gelmistir.

Fusidik asit, Fusidium coccineum isimli mantardan izole edilen, steroid yapisinda bir
antibiyotiktir. Bakteri hucresinde, elongasyon faktér G (EF-G)-ribozom kompleksine

baglanarak EF-G’nin GTPaz aktivitesini inhibe eder ve peptid baglarinin olugsmasini engeller.
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Baylelikle protein sentezi durdurulmus olur (82). Dar spektrumlu olan fusidik asit, metisiline
diren¢li suslar da dahil olmak tizere stafilokok suslarina, Neisseria tiirlerine, Bordetella
pertussis, Corynebacterium tlrlerine ve Clostridium tiirleri gibi baz1 Gram-pozitif anaerob
bakterilere etkilidir (82). Mikobakterilere, Nocardia tiirlerine ve Legionella pneumophila’ya
kars1 etkin oldugu gosterilmistir (84). Staphylococcus saprophyticus’a, streptokoklara,
enterokoklara ve Gram-negatif anaerob bakterilere etkinligi sinirlidir (82,83). Stafilokoklara
ve oOzellikle MRSA’ya karsi etkinligi nedeniyle Avrupa, Kanada ve Asya ulkelerinde

vankomisine alternatif olarak gérilmektedir (85)

2.6.2 GENTAMISIN

Aminoglikozid ailesinin bir Gyesi olan gentamisin Micromonospora purpurae’den
elde edilmistir. Kimyasal olarak merkezi aminosiklitol halkasina glikosilik baglarla bagl iki
ya da daha fazla amino sekerden olusmuslardir. Bakteri ribozomu 30 S alt birimine geri
dontisiimsiiz olarak baglanarak ribozomlarda protein sentezini inhibe ederler. Streptomisin
disindakiler 50 S alt-birimine de baglanabilirler. Protein sentezini inhibe eden diger
antibiyotikler bakteriyostatik olarak etki gosterdikleri halde aminoglikozidlerin bakterisidal
etkili olmalar1 olasilikla geri doniisiimsiiz baglanma ve olasi hiicre membrani etkilesimi ile
aciklanmaktadir. Yapilarinin polar olusu nedeniyle bakteri hiicresine ancak aktif transportla
girebilirler. Bu enerji gerektiren bir olaydir ve bu yiizden ancak aerobik kosullarda etkili
olabilirler. Irin varliginda, diisiik pH degerlerinde ve Ca, Mg iyonlar1 varliginda etkinlikleri

hizla azalir.

Cogu Gram (-) aerobik c¢omaklara kars1 etkilidirler. Enterobactericeae ailesi,
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter cinsi bakteriler degisen oranlarda
aminoglikozidlere duyarhdirlar. Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia ise
genelde aminoglikozidlere direnglidir. Gram pozitiflere etkinlikleri daha kisitli da olsa
stafilokok, streptokok, Listeria spp. ve enterokok enfeksiyonlarinda kombinasyonlarda etkili

bulunmuslardir.

Pseudomonas aeruginosa’nin etken oldugu ciddi enfeksiyonlarda mutlaka tedaviye
eklenmeleri gerekir. Gentamisin ciddi MRSA enfeksiyonlarinda vankomisin ile ciddi
enterokok enfeksiyonlarinda (sepsis, endokardit) ampisilin ya da vankomisin ile kombine
olarak kullanilabilirler. Diger Gram (+) enfeksiyonlarda kombinasyonlarda tercih edilmesi

gereken ajan gentamisindir.
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Aminoglikozidlerin giivenli kullanilabilecegi aralik ¢ok dardir ve kullanimlarindaki en
onemli kisitlayic1 6zellik toksisiteleridir. En sik nefrotoksisite ve ototoksisite, néromdaskuler
blokaj meydana gelir. Nefrotoksisite tim aminoglikozidlerde gelisebilen ve aminoglikozid
kullaniminda %5-10 oraninda saptanabilen bir yan etkidir. Ototoksisite (vestibiler ya da
isitsel) geri dontisimsiizdiir. Aminoglikozid tedavisi sirasinda Kkreatinin 2-3 glnde bir

izlenmeli sonra hastanin 6zelliklerine gore izlem yapilmalidir.

2.6.3 TEIKOPLANIN

Teikoplanin, glikopeptid yapisinda bir antibiyotik olup 6 temel bilesenden olusan
kompleks bir molekil yapisina sahiptir. Gram pozitif niikroorganizmalarin neden oldugu cilt
ve yumusak doku enfeksiyonlari, bakteriyemi, enfektif endokardit, katater, kemik ve eklem
enfeksiyonlar1 tedavisinde kullanilmaktadir. Teikoplanin, giivenligi ve etkinligi acisindan
vankomisine alternatif bir antibiyotik olarak gosterilmektedir (90,93).

Hem yapi hem de antimikrobiyal aktivite yOniinden vankomisine benzeyen
teikoplanin, duyarli mikroorganizmalarin hiicre duvari biyosentezinde peptidoglikan
tabakasinin polimerizasyonunun inhibisyonu ile hiicre duvart olusumunu engelleyerek
etkisini gostermektedir. Teikoplanin klinikte gram pozitif mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Teikoplanin klinikte, enfeksiyona bagli olarak
genellikle i. v veya i.m. yolla ve baslangi¢ dozu olarak 400 mg, devaminda her giin 200 veya
400 mg dozda uygulanmaktadir. Bobreklerden atildigi igin bobrek hastaligi olanlarda
kullanim dozu farklidir. Terapdtik dozlarda vankomisine gore daha 1yi tolere edilebilen bir
antibiyotik olup norotoksik ve nefrotoksik degildir (90-93).

Teikoplanin, bakterilerin hiicre duvarinda bulunan muramilpentapeptidin amino agil-
D-alanil-D-alanin grubuyla etkileserek transglikolizasyon reaksiyonunun olusmasint engeller
ve hiicre duvari sentezini inhibe ederek etkisini gosterir (91-92).

Teikoplanin'in vankomisine gore daha lipofilik 6zellikte olmasi, onun bakteri duvarindan
penetrasyonunu daha iyi bir sekilde saglamaktadir (90).

Ancak s6zii edilen her iki maddenin antimikrobiyal etki siddeti farklidir. Teikoplanin
genellikle streptokoklara ve gram pozitif anaeroblara karst vankomisinden daha etkili iken
koagiilaz negatif stafilokoklarin bazi tiirlerine karst da vankomisinin daha etkili oldugu

bulunmustur. Buna karsilik her iki antimikrobiyal maddenin de Staph. aureus tirlerine
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(metisiline direncli) karsi benzer etki gosterdigi bildirilmektedir. Teikoplanin'in metisiline
hassas ve metisiline direncli olan her iki Staph. aureus tiiriine kars1 in vitro etkinliginin iyi

oldugu gosterilmistir (94).

2.7 OSTROJENIN KEMiK UZERINDEKI ETKISi
2.7.1 OSTROJEN
Ostrojen viicutta biiyiime, farklilasma, metabolizma ve (reme gibi fonksiyonlar
iizerinde etkisi olan 18 karbonlu steroid yapida bir hormondur. Gebelik disinda kadinlarda
blylk oranda overlerden, kiigiik bir oranda ise adrenal korteksten salgilanmaktadir. Gebelik

stirecinde ise biiyiik oranda plasentadan salgilanir.

Gorsel 9: 17 B-ostradioliin kimyasal yapisi

Kanda (g tip ostrojen bulunmaktadir (95):

e Ostron
e 17B-0stradiol

e Ostriol

Salgilanan baslica Ostrojen olan 17B-0stradiol, dolasimda ostron ile denge halindedir.
Ostron, daha sonra ostriole metabolize olur. Bu déniisiimiin biiyiik bir kismi karacigerde
gergeklesir. Bu {i¢ Ostrojen i¢inde etkisi en potent olani 17B-0stradiol, en zayif olani ise
oOstrioldiir. Dolasimdaki Ostradioliin %2’si serbesttir. Kalan1 ise %60’1 albiimine, %38’

testosteronu da baglayan seks steroid-baglayici globuline olmak iizere proteinlere baglidir
(96).

Ostrojenin kemik iizerindeki temel gorevi kemik yogunlugunun korunmasi ve kemik
dokuyu osteoporoza karst korunmaktir. Menopoz sonrasinda overlerden premenapozal
donemde salgilanan Ostrojenin arttk hemen hi¢ salgilanmamaktadir. Postmenopozal

donemdeki kadinlarda ortaya c¢ikan bu Ostrojen eksikligi osteoporoza yol agmaktadir. Bu
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donemde osteoblastik aktivite azalirken osteklastik aktivitede artis meydana gelir ve
fonksiyonel yasam siiresinin osteoklast i¢cin uzamasi ve osteoblast icin kisalmasi sonucu
kemik yikim—yapim dengesinin yikim lehine bozulur. Bunun sonucunda osteoporoz ve kemik

kiriklari gibi patolojilerle seyreden klinik tablo ortaya ¢ikmaktadir (97).

2.7.2. OSTROJEN RESEPTORLERT

Ostrojen hormonu yukarida bahsedilen fonksiyonlarmi baglandig1 reseptorii yoluyla
(ER) gergeklestirir. Ostrojen reseptorii ligand bagimli transkripsiyon faktdrlerinin siiper
ailesine dahil olup hiicre niikleusunda yer alan bir hormon reseptdriidiir. Bugiine kadar ERa
ve ERP olmak iizere 2 ¢esit reseptdr tanimlanmistir (98). ERa, 66 kDa molekiiler agirlikta
olup, 595 amino asit icerir. ERP ise ERa’dan daha kisa olup, 54 kDa molekiiler agirlikta ve

530 amino asitten olusur (99).

Ostrojen reseptorii ile hiicresel degisiklikleri kontrol eder indukler. Ostrojenin etkisini
gosterdigi klasik mekanizmada Gstrojen steroid yapida olup lipofilik bir molekiil oldugu i¢in
kolaylikla hedef hiicreye diffiize olur ve nikleusta lokalize ER™ ye baglanir. Bu baglanma,
reseptérde konformasyonel bir degisikligi uyarir ve dstrojen yoklugunda hsp90 saperonlarina
bagli haldeki reseptoriin hsp90°’dan ayrilmasini saglayarak reseptor dimerlerinin olusumunu
saglar. Meydana gelen Ostrojen—ER kompleksi; reseptdrin DNA’ya baglanan domaini
aracili@iyla ya koaktivator ya da korepresor proteinlerle birlikte hedef genin promotor
ve/veya enhancer bolgelerinde yer alan gen dizilerine baglanir. Sonugta bazen hedef genin
transkripsiyonu uyarilir, bazen de inhibe edilir ve ilgili protein konsantrasyonu hiicrenin

ihtiyacina gore diizenlenmis olur (100).

Ostrojen reseptorleri kemik doku disinda merkezi sinir sistemi, kardiyovaskiiler
sistem, immdin sistem, trogenital sistem, sindirim sistemi, bobrekler, karaciger, akcigerler ve
meme dokusu (101) gibi bircok organda ve giincel ¢alismalar gostermistir ki embriyonik ve

mezenkimal kok hiicrelerde eksprese olmaktadir (102).

2.7.3. OSTROJENIN KOK HUCRELER UZERINDEKI ETKisi

Giincel ¢alismalar ile dstrojen reseptorlerinin kok hiicrelerde de eksprese oldugunun
gosterilmesiyle Ostrojenin kok hiicre fonksiyonlarini modifiye edebilecegi diisiiniilmektedir
(103).

25



Hamada ve arkadaslarinin gergeklestirdikleri ¢alismaya gore 17p-6stradiol endotelial
progenitor hiicrelerin hasarli damar ve iskemik myokardial dokulara migrasyon ve

proliferasyonu tetikleyerek rejenerasyona katkida bulunmaktadir (104).

Embriyo ve embriyonik kok hiicrelerde embriyolojik hayatin ilk giinlerinden itibaren
ERa ve ERP ‘nin eksprese olmasi dstrojenin insan embriyonik kok hiicresinin proliferasyonu
ve farklilasmasinda etkili oldugunu diisiindiirmektedir (103). Han ve arkadaslarinin
gerceklestirdikleri calismada embriyonik kok hiicrelerinde 17B-0stradiol etkisiyle nikleik asit
yapisina 3-H timidine katiliminin artmasiyla DNA sentezinin uyarildigi, tam tersine ER
blokorii olan tamoksifen kullanimiyla inhibe oldugu gosterilmistir. Ostrojen etkisiyle ER
ekspresyonu ve c-fos, c-jun ve c-myc gibi protoonkogenlerin mRNA ekspresyonu
artmaktadir (105).

MSC'ler bakimindan konsept degerlendirildiginde ER reseptorlerinin bu hiicrelerde
de eksprese olmasindan dolay1 Gstrojen etkisinde sitokin ve biiylime faktorlerinin uyarilmasi

sonucunda proliferasyon ve farklilasmanin uyarilacagi diisiiniilmektedir.

Ostrojenin MSC'lerin iizerine bir baska etkisinin de kemik seriye farklilasmalari
yoniindedir. 17B-6stradioliin MSC'leri osteoblastik aktivite yoniinde daha ¢ok Era tizerinden
uyardig1 diistiniilmektedir (106). Kemik iliginden tiiretilmis MSC'ler 17p-0stradiol ile
beraber osteojenik farklilasma ortamina maruz birakildiklarinda kemik morfojenik protein
(BMP) ve osteokalsin ekspresyonun, ekstraselliiler matriks mineralizasyonunun anlamli
olarak arttig1r goriilmiistiir. 17B-0stradioliin ayrica MSC'lerin osteojenik genler olan ALP,

kollajen tip 1 ve TGF- 1 ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (102).

3. GEREC VE YONTEM

Bu tezde konu edilen, deneysel calisma olup Istanbul Mehmet Akif Ersoy Deneysel
Arastirma, Gelistirme ve Egitim Merkezi’'nde (IDEA Laboratuari), 23.03.2018 tarihinde
yapilan, 2018/06 sayili Deney Hayvanlar1 Etik Kurul onay1 alinarak yapilmistir.

Son yillarda indiiklenmis membran ¢alismalarina artan ilgi ve agiklanan umut vadeden
sonuglar, dzellikle travma — deformite ile ilgilenen birgok cerrah gibi bizi de teknigi modifiye
ederek olusacak indiiklenmis membranin kalitesini artirma ve/veya olusum siiresini kisaltma,
ameliyat sonrast kaynamama ve enfekte olma gibi komplikasyonlar1 yenme duygusuyla

calisma planlamaya itti.
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3.1. DENEY HAYVANLARI VE CALISMA GRUPLARI
Buradan hareketle toplam 6 alt gruptan olusmak iizere her grupta en az 7 serden
toplam 42 rat ile dencysel modelimizi planladik. Wistar Hannover cinsi, erkek ratlar

ortalama 10-12 aylik ve 300-350 gram agirliginda olacak sekilde ¢aligmada kullanildi.

[lk grubumuz kontrol grubu yani yalin sement (PMMA - K) seklinde adlandirildi.
Bunun diginda orijinal teknikte tarif edilenin aksine; Teikoplanin katkili PMMA (T grubu),
gentamisin katkili (G grubu), fusidik asit katkili PMMA (F grubu) olmak uUzere 3 adet
antibiyotik katkili grup olusturularak, kontrol grubuyla antibiyotiklerin etkilerini

karsilastirmay1 amaglayan gruplarimiz calisildi.

Ayrica Ostrojenin osteoblastik etkilerinin lokal uygulamadaki etkilerini gozlemlemek

amaciyla estradiol katkili grup (E grubu) olusturuldu.

Son olarak, model olusturulurken yapilan kemik osteotomisi ile ¢ikarilan femur diafiz
pargalarinin kiigiiltiilerek karistiritlan kemik ¢imentoya eklenmesiyle olusturulan kemik grefti
(BC grubu) medulla ve korteksten salinacak kemik Onciil hiicreler, mediyatorler ve

faktorlerin lokal etkisini gézlemleyebilmek adina planlandi.

Yukarida bahsedildigi gibi bir tanesi kontrol olmak iizere 6 grup olusturuldu. K
(kontrol), G (gentamisin), T (teikoplanin), F (fusidik asit), E (6strojen) ve BC (otojen greft)
harfleri ile isimlendirilen her grup i¢in, yapilan gii¢ analizinde gosterildigi gibi, 7 hayvan
caligmaya dahil edildi. Kemik afinitesi yiiksek, termostabil zlikleri bilinen ve Staf. Aureus
gibi ortopedik pratikte en sik goriilen enfeksiyonlara kars1 etkiligi yiiksek T, F ve G gruplari

olusturuldu.

Farkli ¢alismalarda iki basamakli prosediiriin zamanlamasi ile ilgili ¢esitli yaklagimlar
olmakla beraber Nau ve arkadaslarinin ve Henrich ve arkadaslarinin ¢alismalarinda, 4-6.
haftalar arasinda ikinci basamak islemin uygulanabilecegi ifade edilmektedir (3,4)

Ornek alimi ve sakrifikasyon islemi icin ameliyat sonrasi igin Henrich ve
arkadaslarmin calismalarinda gosterdikleri {izere IM aktivitesinin maksimuma ciktig1 4. Hafta

planlandi.
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Kontrol-1 K Katkisiz/yalin sement kullanilan grup 7 adet 4. hafta

2. Grup T Teikoplanin katkili sement kullanilan grup 7 adet 4. hafta

3.Grup G Gentamisin katkili sement kullanilan grup 7 adet 4. hafta

4. Grup F Fusidik asit katkili sement kullanilan grup 7 adet 4. hafta

5. Grup E Ostrojen katkili sement kullanilan grup 7 adet 4. hafta

6. Grup BC Otojen femur diyafiz pargalar1 kemik 7 adet 4. hafta
cimentoya eklenen grup

Tablo 1: Calisma gruplari, hayvan sayilart ve sakrifikasyon tarihleri

3.2. HAZIRLIK VE AMELIYAT

Anestezi hazirligi sonrasinda uygun tirag ve steril boyama ve Ortme islemleri
uygulandi. Her hayvan i¢in sag uyluktan yapilan insizyonu takiben, quadriseps kasinin rektus
femoris ve vastus lateralis baslar1 arasindan kiint gecilerek girisim yapildi. Femur kemigi
ortaya konduktan sonra 6 delikli bir plak 2 proksimal ve 2 adet de distal vida olacak sekilde
implante edildi. Plak ortasindaki 2 delikten mikro oyucular yardimiyla yapilan osteotomi ile
yaklagik 10 mm femur diyafiz defekti olusturuldu. Her rat igin ayr1 olacak sekilde her grup
icin daha Once belirlenen Olcude, elektronik terazi yardimiyla ve steril sartlarda kemik
¢imento karild1 ve defekt bolgesine yerlestirildi. Yikama sonrasinda cilt alti dokular ve kaslar

eriyebilen, cilt ise propylen siitiir materyali ile onarildi. Anestezi etkisindeyken iki yonlii

grafiler cekildi.

Gorsel 10: Ameliyat masasi, rat rektal problu viicut sicaklik sabitleyici takilmis vaziyette.
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. \ )\
GOrsel 11: Sirastyla sol iist kosede koprii plaklama uygulam; sonralnda olust;mlan KBD,
sag st kosede ¢ikarilan segmentin goriintiisli, sol alt kosede PMMA + T grubuna ait
teikoplanin katkili kemik ¢imentonun defekt bolgesine uygulanig1 ve sag alt kdsedeki son
gorselde islem sonrasi cildin onarilmis goriintiisii ile kesinin boyutu ve lokalizasyonun

degerlendirilmesi.
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3.3. MODIFIYE EDILEN KEMIK CIMENTONUN HAZIRLANISI VE UYGULANMASI
Osteotomi islemini standardize edebilmek amaciyla, cilt ve cilt alt1 kesisi ve kas
dokularmn kiint olarak geg¢ilmesi sonrasinda; 6 delikli plaklara 2 adet proksimal ve 2 adet de
distale olacak sekilde vidalama islemi yapildi. Kullanilan plaklar kranio-maksillo-fasyal
cerrahide kullanilan 1,5 mm kalinhgindayd: ve 300-350g rat femuruna tam uyum
gosteriyordu. Ortada kalan 2 adet vida yuvasinin ince bir K teli ile oyulmasi sonrasinda
klemp yardimiyla osteotomize edildi. Bu her seferinde 1-2 mm hata payi ile ortalama 10 mm
bir defekt anlamia geliyordu. Ayni1 anda islemi asiste eden kisi, hassas terazi ile karma
isleminin yapilacagi kabin agirligin1 da hesaba katarak Sl¢iim yapti, steril sartlarda, her rat
icin ayr1 sement kardi. Sivi polimerin eklenmesi sonrasinda 30 saniye kadar karistirildi.
Uygun kivama geldigi goriiliince, defektif bdlgeye uygulandi ve steril mini ekartorler ile
femur ile uyumlu olacak sekilde bi¢imlendirildiler, ¢imento kuruyunca yumusak dokular
kontrol edildi ve fazlaliklar temizlendi. Yikama islemini takiben kaslara eriyebilen
yaklastirma siitlirleri uygulandi. Ardindan cilt erimeyen siitiir ile onarilip pansuman yapildi

(Gorsel 13). Kemik ¢imentolama islemi, VERSABOND - Smith & Nephew ile yapildi.

Kemik ¢imentolar, her rat igin ayr1 olacak sekilde, ¢ok kiigiik miktarlardaki sementin
karigtirilmasi ve uygulanmasi esnasinda meydana gelebilecek kayiplarin telafi edilebilmesi
amactyla kat1 polimer, sivi monomer ve eklenecek ajanlarin daha onceden hesaplanan

uygulama oranlarina sadik kalinarak hazirlandi.

Yalin PMMA - K alt grubunun ¢imentolama islemleri esnasinda, antibiyotik katkisiz

yalin sement, rat basina yaklasik 0,2-0,3 g diisecek sekilde uygulandi.

Gentamisin katkih PMMA — G alt grubunun ¢imentolama islemi esnasinda, 40g
PMMA igerisinde 1g gentamisin olacak sekilde, rutin kullanimdaki sekliyle kemik ¢imento
hazirlandi. Yine rat basina yaklasik 0,2-0,3 g olacak sekilde, sabit oranda hazirlandi. Bu grup
icin yine ayn1 markanin, hazir gentamisin katkili sementi kullanildi (VERSABOND AB-
Smith & Nephew).

Teikoplanin katkih PMMA - T alt grubunun ¢imentolama islemi esnasinda, 40g
PMMA igerisine 800 mg olacak sekilde (2 flakon Tekosit® 400 mg) toz halde eklendi. Steril
bir karistirici ile 6nce topaklanmalar O6nlenerek ezildi, ardindan hassas terazide sabit oranlari
korunarak monomer sivi eklendi ve her rat i¢in ayni islem tekrarlandi. Baz1 galismalar

teikoplaninin mekanik yorulma dayanimimin 40g ¢imento i¢in 2g’a kadar gosterse de (107),
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cesitli calismalar yapilmis olup 800 mg iizerindeki miktarlarin yorulma dayanimini énemli

olglide azalttigin1 gostermistir (108).

Gorsel 12: Elektronik tarita belirlenen miktarda kemik ¢imentonun steril sartlarda hazirlanist

Fusidik asit katkih PMMA - F alt grubunun ¢imentolama islemi esnasinda, 40g
PMMA igerisine 1 g olacak sekilde (2 flakon Stafine® 500 mg — Sodyum Fusidat ) toz halde
eklendi. Steril bir karistiric ile dnce topaklanmalar 6nlenerek ezildi, ardindan hassas terazide
sabit oranlar1 korunarak monomer sivi eklendi ve her rat igin ayn1 iglem tekrarlandi. Fusidik
asit ile ilgili cok az sayida makale olmakla birlikte, 40 g PMMA igerisine, bir grupta 0,5 g
gentamisin + 0,5 g fusidik asit ve diger gruba ise 1 g gentamisin + 1 ¢ fusidik asit
eklenmistir (109). Fakat izole olarak fusidik asit eklemis kemik ¢imentosu bulunan bir yazi
bulunmamakla birlikte, bir takim in vitro ¢aligmalarda 10 g spacer’a 250 mg olacak sekilde

tanimlamalar vardir. Bu da bizim yaptigimiz 40 g ¢imentoya 1 g FA oranina uygundur.

Ostroje katkih PMMA — E alt grubunun ¢imentolama islemi icin her seferinde 0,2-
0,3 g PMMA icerisine, 2 mg (0,002 g) estradiol (Estrofem® 2mg tablet — Estradiol
hemihidrat) bulunan 1 tablet homojen bir sekilde pargalanarak eklendi. Literatirde 6strojen
tirevlerinin kemik c¢imentoya eklenerek lokal etksinden faydalanilan bir yaymn

bulunmamaktadir.

Otojen greft katkih PMMA - BC alt grubun ¢imentolama isleminde, femur
osteotomisi sonucunda ortaya ¢ikan femur diyafiz parcaciklarin, steril olarak, cok daha kiiciik

pargalara ayrildi ve biitiinliik ve dayanimi azaltmayacak sekilde kemik ¢imentoya eklendi.
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Kanselloz otogreftlere gore, mezenkimal kok hiicre ve biiylime faktorleri agisindan daha fakir
olup, osteojenik potansiyeli daha diisiik olsa da, KBD bdlgesini dolduran kemik ¢imento

iizerinde olusacak IM olusumunu olumlu ydnde etkilemesi diisiiniildii (110).

Gorsel 13: Uygun dozda, steril sartlarda hazirlanan PMMA + Fusidik asit katkili sementin,

kopriileme seklinde uygulanan plak vida sistemi sonrasinda olusturulan defekt bolgesine

uygulanisi.
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3.4. DENEY HAYVANLARININ SAKRIFIYE EDILMESI
Deneklere ketamin-ksilazin anestezisi uygulandiktan sonra radyolojik degerlendirme
icin sag femur On-arka grafileri ¢ekildi. Biyokimyasal ¢alisma i¢in intrakardiak 3 mL kan
alindiktan sonra yuksek doz anestezik inflizyonu ile tum ratlar sakrifiye edildi.
Sakrifikasyon sonrasi tiim deneklerin sag femurlarindan eski insizyon skarlarindan
girildi. Katlar gecildikten sonra olusan IM bistiiri yardimiyla keslip siyrilarak % 10 formalin
icinde histopatolojik ¢alisma i¢in ayrildi.

-

GOrsel 14: Sakrifikasyon islemi sonrasinda PMMA + E (Gstrojen) grubuna ait bir ratin, 4.

hafta sonucu olusan IM gériintiisii.
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3.5. RADYOLOJIK INCELEME

Direkt grafi, uygulamasi ve degerlendirilmesi kolay olan noninvaziv, basit bir
yontemdir. Kemigin kaynamasi veya kirik iyilesmesinin degerlendirilmesinde belirli bir
standart olusturmak i¢in otorler tarafindan skorlama sistemleri gelistirilmistir. Bunlardan biri
de goldberg radyolojik skorlama sistemidir. Calismamizda hemen ameliyat sonrasi, anestezi
etkisi altinda 2 yonlii grafiler c¢ekildi. Dort hafta sonra sakrifikasyon amaciyla anestetik
uygulanan ratlara, islem oncesi yine 2 yonli grafiler ¢ekildi. Goriintilemeler Mehmet Akif
Ersoy Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi IDEA Deney Hayvanlar1 Laboratuarinda,
The UltraFocus digital x-ray cabinet by Faxitron® cihaziyla yapilmustir. Calisma sonrasi

tim ratlarin goriintiileri iki farkli gozlemi tarafindan incelendi ve Goldberg siniflama
sistemine gore degerlendirildi (111). Ancak bizim calismamizdaki temel amag, IM erken
histopatolojik ve immunohistokimyasal degerlendirmesi oldugundan, sakrifikasyon zamanini

4. hafta olarak belirlemistik. Bu sebeple kemiklesmenin erken safhalarindaki radyografik

goriintiiler arasinda anlamli bir fark bulunmad.

Gorsel 15: Goriintiilemelerin yapildigi cihaz ve ekranda PMMA + G grubundan birt
goruntasa.

Derece 0 Radyolojik kaynamama
Derece 1 Muhtemel kaynama
Derece 2 Radyolojik kaynama

Tablo 2: Goldberg siiflamasi
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3.6. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

3.6.1 IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME:

Doku orneklerinde, hiicre ve doku antijenlerini gostermek amaci ile, isaretlenmis
monoklonal ve ya poliklonal antikorlar kullanilarak Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yontemi
ile immunohistokimyasal boyama uygulandi. Bu islem igin 151k mikroskobik incelemelerde
kullanilmak tizere hazirlanan parafin bloklardan, 3-5 pm kalinhiginda, adeziv lamlar tizerine
alinacak olan parafin kesitler, 37°C etiivde 1 gece siireyle bekletildi. Kesitlerin toluolde
deparafinize edilmesinin ardindan, yiikselen alkol serilerinden gegirilerek dokularin
rehidratasyonu saglandi. Is1 ve/veya enzimatik yollarla doku antijenlerinin ortaya ¢ikarilmasi
(antigen retrival) isleminden sonra kesitler endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilmesi
icin metanol i¢inde hazirlanmis %3’likk H202 ¢ozeltisinde bekletilecektir. Kesitler, immin
boyama/isaretleme i¢in kullanacagimiz hazir kit igerisindeki bloklama soliisyonunda 10
dakika bekletildi. Bu islemden sonra bloklama solusyonu ortamdan uzaklastirildi. VEGF ve
TGF-Beta proteinlerine karst kullanilacak olan primer antikorlar ile oda 1sisinda 1 saat ya da
+4°C’ de nemli ortamda 1 gece dokularin inkiibasyonu saglanip, kesitlerin bu inkiibasyonu
takiben PBS (Phosphate buffered saline) ile yikanmasi ile fazla antikorlar ortamdan
uzaklastirildi. Dokular, 15 dakika sekonder antikorla muamele edilecek ve ardindan da yine
PBS ile yikanip 15 dakika HRP streptavidin- kompleks ile muamele edildi. Dokulardaki,
streptavidin- peroksidaz aktivitesinin saglanabilmesi i¢in substrat olarak AEC kullanildi. PBS
ile yikama sonras1 Mayer’s hematoksilen ile ¢ekirdek boyamasi yapildi ve Kkesitler gliserin jel
kapama solusyonu ile kapatildi (112-113).

3.6.2 BOYAMANIN OZGUNLUGU:

Spesifik immiin igaretlenmenin 6zgiinliigii negatif ve pozitif kontrol boyamalar1 ile
karsilagtirmali olarak mikroskop altinda saptandi. Negatif kontrol i¢in secilen doku 6rneginde
biitiin prosediir aynen uygulandi, ancak primer antikor yerine antikor icermeyen dillient
kullanild. ilgili antijenlerle pozitif immiin isaretlenme gdsteren hiicreler boyanma siddeti ve
boyanan hiicre sayis1 agisindan semi-kantitatif olarak (boyanan hiicre sayist ile boyanma
siddetinin beraber degerlendirilip) analiz edildi. Boylece bu proteinlerin lokalizasyonlari

belirlenip, proteinlerin ekspresyonlarindaki degisiklikler semi-kantitatif olarak saptandi.
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3.7. ISTATIKSEL YONTEM VE GUC ANALIZI

Masquelet tekniginde kullanilan ¢imento 6zelliklerinin ve igeriginin farklilastirarak
daha kisa siirede daha iyi biyolojik yanitin saglanmasi ve klinik uygulamalara yol
gosterilmesi amaciyla yapilan bu ¢alismada 6 gurup ve 7 6l¢iim ile guruplar arasi tek yonli
varyans analizi igin power analizi G-Power programi ile alfa=0,05, giic=0,080 ve klinik
tecriibeye dayali olarak belirlenen yiiksek etki diizeyi (f=0,60) varsayimlar1 altinda
hesaplanmistir. Bu varsayimlar altinda gerekli olan minimum toplam 6rneklem biiyiikliigii 42

olarak saptanmuistir.

Histolojik verilerin istatistiksel ¢oziimlemesi amaciyla, immunohistokimyasal
degerlendirme ve skorlamalarin tamamlanmasinin ardindan TGF-b ve VEGF ekspresyonunu
degerlendirdigimiz tablonun istatistiki olarak anlamlilig1 degerlendirildi. Daha sonar benzer
islem, histopatolojik degerlendirme ve skorlamalarin yapildigi tablo igin tekrarlandi. Son

olarak da her iki degerlendirme arasinda korelasyon olup olmadigia bakildi.

Normal dagilim varsayimini gerceklestirmeyen degiskenlerde, ikiden fazla grup
karsilagtirmalarinda ise Kruskall Wallis H testi kullanildi. Anlamli farkliligin kaynagini tespit
etmek amaciyla Bonferroni Dunn Coklu Karsilagtirma testi kullanildi. P<0,05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Analizler NCSS 11(Number Cruncher Statistical System, 2017

Statistical Software) Programu ile yapild.
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4. BULGULAR
4.1. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME
Deneklerden 4. hafta dolaylarinda alinan doku 6rneklerinde yapilan histopatolojik
inceleme sonucu, gruplarin tiimiinde, morfolojik 6zelliklerinden yola ¢ikarak, osteoblastik
projenitér hiicreler oldugunu diisiindiigiimiiz, Okromatik ¢ekirdek igeren, GER ve

ribozomlardan zengin ¢ok sayida hiicre gruplarinin oldugu goriildii (Gorsel 16).

Saf sement grubuna ait Orneklerde projenitdr hiicrelerin yami sira, kolajen lif
yogunlasmalarinin bulundugu alanlar ve bunlarin yakin komsulugunda osteosit benzeri

hiicrelerin varligi ile belirgin onciil kemiklesme alanlar1 gortildi (Gorsel 16).

cd a2

Gorsel 16: K Grubu - Saf PMMA igeren grupta; genellikle 6kromatik gekirdek igeren, bol
stoplazmali aktif osteoprojenitor hicreler (siyah ok) ve kollajen liflerden zengin (sar1 ok)
membran yapist goriilmektedir. Bununla beraber yer yer dnciil kemik dokusunun (yesil ok)
olugmaya bagladigi alanlarda tespit edilmistir. (A-B, Masson X 20)

PMMA+Gentamisin, igeren gruba ait doku 6rnekleri incelendiginde projenitor hiicre
gruplarina ilaveten, yogun kolajen lif kiimelesmeleri ve bunlarin igerisinde bulunan osteosit
benzeri hiicrelerin varligi ile karakterize intramembrandz (bag dokudan kemik dokunun
modellenmesi) kemiklesme alanlari tespit edildi (GOrsel 17A). Yogun projenitor hiicrelerden
koken aldigimi diisiindiigtimiiz kondroblastik hiicrelerin varligi da dikkat ¢ekici idi.
Kondroblastik hiicrelerden zengin bu sahalar, kemik olusum modellerinden bir digeri olan
endokondral (hiyalin kikirdaktan kemik dokunun modellenmesi) kemiklesme alanlar1 olarak

degerlendirildi (Gorsel 17B).
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Gorsel 17: G Grubu - PMMA+Gentamisin igeren grupta; olduk¢a yogun kollajen lif (sar1 ok)
gruplar1 igeren, aktif osteoprojenitor hiicrelerden zengin (siyah ok), onciil kemiklesme
sahalar1 goriilmektedir (yesil ok). Lakiinalar i¢erisine oturmus ve hatta izogen gruplar
olusturmus kondroblastik hiicre (kirmiz1 ok) yapilari yogun ve dikkat ¢ekicidir (Endokondral
kemiklesme alanlar1) (A, Masson X 20, B, Masson X 40).

PMMA+Fusidik asit, PMMA+Teikoplanin gruplarinda; PMMA+Gentamisin’li grupta
bahsi gecen yapilanmalara ilaveten, kii¢iik kemik adaciklarinin varligi tespit edildi. Bu durum

beklenen kemik remodelizasyonunun olugmaya basladiginin bir gostergesi olarak kabul edildi

(Gorsel 18 ve 19).

o XSG, \ i\ ¥ 00y AN : ,
Gorsel 18: F Grubu — PMMA+Fusidik asit igeren grupta; bol stoplazmali aktif
osteoprojenitor hicrelerden zengin (siyah ok) hiicrelerle birlikte yeni organize olan kigiik
kemiklesme sahalari (yesil ok) goriilmektedir (A-B, Masson X 20).

38



Gorsel 19: T Grubu - PMMA+Teikoplanin iceren grupta; osteoprojenitdr hiicrelerle (siyah
ok) beraber bol miktarda kondroblastik hiicre (kirmizi ok) goriilmektedir. Baz1 gruplarda
onciil kemiklesme sahalari (yesil ok) da tespit edilmistir (A-B, Masson X 20).

PMMA+Bone Chips iceren grupta da intramembrandz ve endokondral kemiklesme
sahalar1 oldukca belirgindi. Kemik olusumunda bir sonraki basamak olarak kabul

edebilecegimiz matiir kemiklesme sahalarina bu grupta rastlanmadi (Goérsel 20).

Gorsel 20: BC Grubu - PMMA+Bone Chips iceren grupta; osteoprojenitor hiicrelerden
zengin (siyah ok) alanlarin yani sira kondroblastlardan (kirmizi ok) zengin 6nciil kikirdak
alanlar1 ve olgun kikirdak hiicrelerinden zengin endokondral kemiklesme alanlari (sar1
cember igerisindeki alan) gorilmektedir (A-B, Masson X 20).
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PMMA+Ostrojen iceren grupta da Fusidik Asit ve Teikoplanin ile muamele edilen
gruplardakine benzer seklide fakat daha fazla sayida yogun membrandz kemiklesme ve
kikirdak sahalari goriilmiistiir. Ayrica pek ¢ok mikroskopik sahada, iyi organize olmus,
bliyilk matlir kemik ve hatta belirgin kemik iligi sahalar1 dikkat cekicidir. Kemik
remodelizasyonu agisindan degerlendirdigimizde, PMMA+Ostrojen iceren grupta yeniden

modellenmenin daha hizli oldugu anlasilmaktadir (Gorsel 21 ve 22).

Gorsel 21 ve 22: E Grubu - PMMA+Ostrojen igeren grupta; yeni olusacak kemik dokuyu
sekillendirmek iizere organize olmus yogun membrandz kemiklesme (kirmizi ¢ember
icerisindeki alan) ve kikirdak sahalar1 goriilmektedir (sar1 gember igerisindeki alan) (fig. A-
B). Ayrica pek ¢ok sahada iyi organize olmus kemik (yesil ok) ve kemik iligi (ki) olusumlar
kolayca secilebilmektedir (fig. C-D) (A, Masson X 20, B, Masson X 40) (C-D, Masson X
40).
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Immunohistokimyasal degerlendirme ile ilgili paragrafta detayli olarak anlatildig1
iizere, alinan tiim preperatlar ayrica Huo ve arkadaslarimin tanimladigi histopatolojik
skorlama sitemine (Tablo 3) gore de degerlendirilip, skorlandi (Tablo 4) (114).

Skor Histolojik Bulgular

Fibroz doku

Agrrlikl fibroz doku ve az miktarda kikirdak doku

Esit miktarda fibrdz ve kikirdak doku

Agrrlikl kikirdak ve az miktarda fibroz doku

Kikirdak doku

Agrrlikl kikirdak ve az miktarda immattr kemik doku

Esit miktarda kikirdak ve immatir kemik doku

Agirlikli immatir kemik ve az miktarda kikirdak doku

©O©| 0| N o g &~ W N

Immattr kemik ile iyilesme

10 Matur kemik ile iyilesme

Tablo 3: Histolopatolojik siniflama sistemi
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Tablo 4: Her gruptaki tlim ratlarin, histolojik siniflama skorlarini gosteren tablo

Histopatolojik skorlama sonuglarin1 degerlendirdigimizde, 6strojen grubunun (E) en
ileri diferansiyasyonu gosterdigini goriiyoruz. Neredeyse Ki olusum safhasina geldigini
gosteren kesitler mevcuttu. Teikoplanin (T) ve fusidik asit (F) gruplar1 onu izledi ve yine iyi
diferansiyasyon gosteriyordu. Otojen greft (BC) ve gentamisin (G) gruplar1 da orta derecede

diferansiye olmuslardir. En gerideki grup ise yalin kemik ¢imento grubudur (K).
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4.2. iMMUNOHISTOKiMYASAL DEGERLENDIRME
4.2.1 VEGF EKSPRESYONU iLE DEGERLENDIRME

VEGF ekspresyonu degerlendirmesinde immuno reaktif skorlama (IRS) sistemi
(Tablo 5) kullanildi. Her alt gruptaki, her rat ayr1 ayri tecriibeli bir histopatolog tarafindan
degerlendirildi ve aldig1 puan bir tabloya kaydedilerek, her grubun ayri ayr1 da listelenmesi
saglandi (Tablo 6). Degerlendirmenin tamamlanmasini ardindan, aldiklar1 puanlara goére

gruplar zay1f, orta ve kuvvetli olacak sekilde asagidaki tabloda gosterilmistir (115).

Alan ylUzde skoru Boyanma yogunlugu skoru IRS
0 = pozitif hicre yok 0 = boyanma yok 0
% 0-10 arasinda 1, hafif derecede boyanma 1
% 10-50 arasinda 2, orta derecede boyanma 2
% 50-80 arasinda 3, siddetli boyanma 3
% 80> (izerinde 4, cok siddetli boyanma 4

Tablo 5: Immunoreaktif skorlama sistemi (IRS)
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Tablo 6: Her gruptaki tiim ratlarin, VEGF ekspresyonularini gosteren tablo

Grup Numarasi Grup VEFG TGF-b
~Semboll  Ekspresyonu Ekspresyonu

Kontrol 1 — SAF PMMA K ZAYIF ZAYIF

2. Grup — TEIKOPLANIN T ORTA ORTA

3. Grup - GENTAMISIN G ORTA ORTA

4. Grup — FUSIDIK ASIT F ORTA Orta-Kuvvetli

5. Grup - OSTROJEN E KUVVETLI KUVVETLI

6. Grup — OTOJEN GREFT BC ZAYIF ZAYIF

Tablo 7: Deney gruplarina ait VEGF ve TGF-b ekspresyon seviyeleri.
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Tim deney gruplarina ait VEGF ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde, VEGF
ekspresyon seviyeleri, 6zellikle PMMA + Gentamisin (Gorsel 23B), PMMA + Fusidik
(Gorsel 24C), PMMA + Teikoplanin (Gorsel 24D) gruplarinda orta dereceli, PMMA +
Ostrojen grubunda kuvvetli (Gorsel 25E), Saf PMMA (Gorsel 23A) ve PMMA + otojen greft
- BC (Gorsel 25F) gruplarinda ise zay1f olarak tespit edildi (Tablo 7).

Gorsel 23: (A) gorselinde zayif VEGF ekspresyon seviyesi gosterilen Saf PMMA 6rnegi ve
(B) gorselinde orta dereceli VEGF ekspresyon seviyesi gosterilen PMMA + Gentamisin
grubu Srnegi. (A-B, VEGF X 20)

Gorsel 24: (C) gorselinde orta VEGF ekspresyon seviyesi gosterilen PMMA + Fusidi Asit
ornegi ve (D) gorselinde yine orta dereceli VEGF ekspresyon seviyesi gosterilen PMMA +
Teikoplanin grubu 6rnegi. (A-B, VEGF X 20)
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Gorsel 25: (E) gorselinde kuvvetli VEGF ekspresyon seviyesi gosterilen PMMA + Ostrojen
grubu 6rnegi ve (F) gorselinde zayif dereceli VEGF ekspresyon seviyesi gosterilen PMMA +
otojen greft (BC) grubu 6rnegi. (A-B, VEGF X 20)

4.2.2 TGF-B EXSPRESYONU ILE DEGERLENDIRME

TGF-b ekspresyonu degerlendirmesinde immuno reaktif skorlama (IRS) sistemi
kullanildi. Her alt gruptaki, her rat tek tek, tecriibeli bir histopatolog tarafindan
degerlendirildi ve aldig1 puan bir tabloya kaydedilerek, her grubun ayr1 ayr1 da listelenmesi
sagland1 (Tablo 8).

GRUPLAR K
1. RAT 1
2. RAT 1
3. RAT 1
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Tablo 8: Her gruptaki tiim ratlarin, TGF-b ekspresyonularini gosteren tablo.
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Gorsel 26: Saf PMMA (A) igeren grupta; TGF-B ekspresyon seviyeleri. Her iki fotografta da
ekspresyon diizeylerinin oldukga diisiik oldugu goriilmektedir. (A-B, TGF-B X 20).

Yapilan degerlendirmede, Gstrojen grubunun TGF-b ve VEGF ekspresyonlarinda ilk
siradaydi. TGF-b ekspresyonu degerlendirmesinde, dstrojeni fusidik asit grubu izledi.

Tgf-b ekspresyonu dl¢iimlerinde, antibiyotik katkili gruplar en yiiksekten en diisiige
sirastyla fusidik asit, gentamisin ve teikoplanindi. Ostrojen grubunun tiim gruplar iceisinde
ilk sirada olmasimin yaninda, antibiyotik katkili gruplarin da otojen greftli ve saf ¢imentolu

gruplardan daha ileri diferansiye durumdaydi.

Gorsel 27: PMMA+Gentamisin  iceren grupta; TGF-B ekspresyon seviyeleri. Hiyalin
kikirdak bolgesinde zayif (C), onciil hiicrelerin bulundugu alanlarda (D) ise orta siddette
ekspresyon varligi dikkat ¢ekicidir. (C-D, TGF-B X 20).
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Gorsel 28: PMMA+Fusidik asit iceren gruplarda; TGF-B ekspresyon seviyeleri. Oncill

kemik sahalari i¢eren bolgelerde zayif (E), 6nciil hiicrelerin bulundugu alanlarda (F) ise orta
ve siddetli seviyelerde ekspresyon varligi belirgindir. (E-F, TGF-B X 20).

Gorsel 29: PMMA+Teikoplanin iceren gruplarda; TGF-B ekspresyon seviyeleri. Hem oncul
kemik sahalarmin bulundugu (G), hem de projenitdr hicrelerden zengin sahalarda (H)
ekspresyon siddetinin oldukg¢a zayif olusu goriilityor. (C-D, VEGF X 20).
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Gorsel 30: PMMA+Ostrojen iceren gruplarda; TGF-B ekspresyon seviyeleri. Onciil kemik
sahalar1 igeren bdlgelerde zayif (I), onciil hiicrelerin bulundugu alanlarda (J) ise orta ve
siddetli seviyelerde ekspresyon varligi belirgindir. (I-J, TGF-B X 20).

’ r P v A 'y "." .:‘.,..‘J"
Gorsel 31: PMMA+Bone Chips iceren gruplarda; TGF-B ekspresyon seviyeleri. Hem oncil

kikirdak sahalarinin bulundugu (K), hem de projenitor hiicrelerden zengin sahalarda (L)
ekspresyon siddetinin oldukc¢a zayif olusuna dikkat ediniz. (K-L, VEGF X 20).

\ I,
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4.3 HISTOLOJIK VERILERIN ISTATISTIKSEL COZUMLEMESI

SKOR

(n)
Gruplar Oort.+SS p

Med. (Min.-Maks.)

(n=7)
K 0,71+0,76
1- (0-2)
(n=7)
G 2+0,58
2- (1-3)
(n=7)
F 1,71+0,76
2- (1-3)
(n=7)
T 2+0,58
2- (1-3)
(n=7)
E 3,14+0,69
3- (2-4)
(n=7)
BC 140,82
1- (0-2)

VEGF Ekspreyonu
Skoru
/
Immunoreaktif
Skorlama

0,001

(n=7)
K 3,14+0,69
3- (2-4)
(n=7)
G 4,71+1,11
5- (3-6)
(n=7)
F 5,57+1,13
5- (4-7)
(n=7)
T 5,57+1,27
6- (4-7)
(n=7)
E 6,86+1,57
7- (5-9)
(n=7)
BC 4,7140,76
5- (4-6)

Histopatolojik Skor 0,001

Kruskall Wallis H testi

48



(n)
Gruplar Ort.+SS p
Med. (Min.-Maks.)

(n=7)
K 0,710,49
1- (0-1)

(n=7)
G 2,14+0,38
2- (2-3)

(n=7)
F 2,4320,98
2- (1-4)
TGF-B p<0,001
(n=7)

T 1,71+0,49
2- (1-2)

(n=7)
E 3,29+0,49
3- (3-4)
(n=7)
BC 1,14+0,9
1- (0-2)

Kruskall Wallis H testi
Tablo 9: Gruplara Gore Diizeylerin Karsilastirilmasi

VEGF Skoru duzeyinde gruplara gore skor diizeyinin istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gosterdigi tespit edildi (p=0,001) (Tablo 9).

Histopatolojik Skor diizeyinde gruplara gore skor duzeyinin istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gosterdigi tespit edildi (p=0,001) (Tablo 9).

TGF-b dizeyinde gruplara gore skor diizeyinin istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gosterdigi tespit edildi (p<0,001).

Bu anlamli farkliligin kaynagini tespit etmek amaciyla Bonferroni Dunn Coklu

karsilastirma testi uygulandi. Uygulanan analiz sonucunda; (Tablo 10)

Vegf skoru diizeyinde, E grubunun medyan degerinin, K grubu (p=0,001) ve BC
grubuna (p=0,002) gore daha yiiksek diizeyde oldugu tespit edildi.

Histopatolojik skoru diizeyinde, K grubunun medyan degerinin, F grubu (p=0,023), T
grubu (p=0,026) ve E grubuna (p=0,001) gore daha diisiik diizeyde oldugu tespit edildi.
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TGF-b diizeyinde, K grubunun medyan degerinin, F grubu (p=0,025), ve E
grubu(p=0,026) ve E grubuna(p=0,000) gore daha diisiik diizeyde oldugu tespit edildi.

TGF-b duzeyinde, E grubunun medyan degerinin, BC grubuna(p=0,002) gore daha
yiiksek diizeyde oldugu tespit edildi.

p

K-E 0,001
VEGF Skoru / IRS

BC-E 0,002
K-F 0,023
Histopatolojik Skor K-T 0,026
K-E 0,001

p
K-F 0,025
TGEb K-E 0,000
BC-E 0,002

Tablo 10: ikili karsilastirmalar
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5. TARTISMA

Ortopedik cerrahide karsilasilan en biiylik problemlerden biri de biiyiikk kemik
defektlerinin rekonstriiksiyonudur. Cerrahi pratigimizde kullanilmakta olan ¢oziimlerin

maliyet, uzun yatis siireleri, donor ve alic1 saha morbiditesi gibi sorunlart mevcuttur.

Kemik defektlerinin rekonstriiksiyonunda kullanilabilecek se¢eneklerin baginda kemik
greftleri gelmektedir. Konjenital, travmatik ve onkolojik rezeksiyonlar sonrasinda olusan
defektlerin rekonstriiksiyonu amaciyla iliak krest, kalvariyum ve kostal kemik greftleri

almabilmektedir (116).

Kemik defektlerinin genis oldugu, radyoterapi gérmiis olan alici yatagin uygun
olmadig1 travmatik, postonkolojik defektlerin rekonstriiksiyonunda serbest flep olarak
vaskularize kemik transferi tercih edilebilmektedir. Bu amacla iliak kemik, fibula, radius,
skapula en belli basli kemik flebi secenekleridir (117).

Masquelet, blyuk defektlerdeki bu problem igin yeni bir teknik tanimlamistir(1, 2).
Giannoudis ve arkadaslari, Masquelet teknigini uyguladiklari ¢alismalarinda sonuclarinin son
derece tatmin edici ve umut verici oldugunu bildirmislerdir (65). Guncel literatiirde kemik
defekt rekonstriiksiyonu ile alakali en blytk klinik serilerden birisi olan; Azi ve arkadaslari
tarafindan 2016 yilinda yapilan ¢alismada, indiklenen membran teknigi ile tedavi edilen 34
kritik segmental kemik defekti (ortalama 6.7 cm boyutunda) olan femur ve tibia vakalarinin
% 90’ inin ortalama 8,5 ayda tam iyilesme gosterdigi bildirilmistir. 2016 yilinda Mauffrey ve
arkadaslarinin yayinladiklari makalelerinde; Masquelet teknigin basarili sonuglar verdigini
bildirdiler (118).

Halen gelismekte olan bir cerrahi uygulama olan Masquelet teknikte ilk ameliyatin en
kritik agamasi, yabanci cisim reaksiyonu sonucu olusan indiiklenmis membranin olusumudur.
Bizler gibi bircok arastirmaci, daha iyi bir IM olusturmak ve bu membranin olusum siiresini
kisaltmayr amaglamaktadir. Bunun i¢in siklikla uygulanan metot, deney hayvanlarinda

kullanilarak planlanan KBD modelleridir.

Bircok hayvan modeli non-union arastirmalari igin kullanilmistir. Ancak ratlarin
Ozellikle travma arastirmalarinda kullaniminin artmasi, arastirmacilarin ratlarla olan daha
onceki calismalardan deneyimli olmasi ve son olarak ratlarda kirik olusturma ve kaynamama
modellerinin iyi tanimlanmis olmasi nedeniyle ¢alismamizda rat kullanmaya karar verdik.

Harrison ve arkadagslarimin ratlarla yaptiklari calismada, mid-diafiziel femoral osteotomi
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olusturduktan sonra mini eksternalfiksator ile bir grupta 0,5 mm ve diger grupta 3 mm gap
kalacak sekilde femoral tespit yapilmistir. Bes hafta sonra yapilan radyolojik
degerlendirmede 0,5 mm gap birakilan grupta kaynama gortlirken, 3 mm gap birakilan
grupta non-union olustugu ifade edilmistir (119). Yine Poser ve arkadaglari, ratlarda KBD

standardizasyonu i¢in tanimladiklart modelde, defekti 5 mm olarak planlamislardir (120).

Biz rat femuruna uygun profilde ve boyutta plak vida seti ile 6nce plak vida ile
koprilleme yapip, ardindan osteotomiyi gerceklestirdik. Cikardigimiz segment, 6 delikli
plagin orta 2 deliginden dnce oyulup sonra osteotomize edilmesiyle ortaya ciktigindan
yaklagik 1 mm fark olabilmekle beraber, Henrich ve arkadaslarimin calismalarinda da
yaptiklar1 defekt uzunluguyla ayni olarak ortalama 10mm uzunlugundaydi (4). Bu aym
zamanda KBD taniminda degindigimiz {izere, ilgili kemik diyafiz ¢apmin 2.0 ile 2.5

carpilmasi seklinde tanimlanan 6l¢iime uygun ve daha fazlaydi (10).

Iki asamali bir teknik olan Masquelet tekniginde, ikincil cerrahinin zamanlamas: ile
ilgili tartigsmalar strmektedir. Henrich ve arkadaslar:i g¢alismalarinda, neovaskiler ve
osteojenik aktivitenin 2 ile 4. haftalar arasinda maksimum oldugunu ve 6. haftadan sonra
azaldigim bildirdiler (4). Yine Aho ve arkadaslari da ¢alismalarinda IM aktivitesinin en
yliksek oldugu tarih olan 4. Haftay: ikinci basamak cerrahinin yapilmasi gereken tarih olarak
ifade ettiler (121). Biz de IM aktivitesinin maksimum oldugu 4. haftay: sakrifikasyon tarihi
olarak belirledik.

Iki asamal1 bir cerrahi olan bu teknigin ilk asamasinda kullanilan kemik ¢imentonun
icerigini degistirerek modifiye etmek mimkiindiir. Biz de olusturdugumuz hayvan deneyi
modelinde, bir yanda kontrol grubu olarak yalin ¢imentoyu biraktik. Diger yanda ise, kemik
cimento icerisine ekledigimiz hormon ve otojen kortikal greft gibi endojen ayrica gentamisin,
teikoplanin ve fusidik asit gibi eksojen ajanlar kullanarak daha kaliteli bir membrana daha
kisa siirede sahip olmay1 denedik. 4. Haftada aldigimiz 6rneklerin immunohistokimyasal ve
histopatolojik degerlendirmeleri sonrasinda, istatistiksel olarak anlamlilik ¢oziimlemelerini

yaparak, kantitatif ve objektif verilerle sonuglarimizi gérmeyi ve sunabilmeyi amagladik.

Histomorfometrik ve histopatolojik analiz kemik htcreleri ve aktivitelerini in situ
olarak degerlendirebilen tek yontemdir. Bu ylzden histomorfometrik ve histopatolojik
inceleme yontemi kemik dokusunun degerlendirilmesinde altin standart olarak kabul
edilmektedir(122). Kemik metabolizmasint degerlendirmede diger higbir ydntem
histomorfometrik ve histopatolojik inceleme yontemi kadar etkili degildir(123).
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Calismamizin verileri, Huo ve arkadagslarmmin tanimladigi histopatolojik skorlama
sitemine gore degerlendirilip, skorland1 (114). Histopatolojik olarak degerlendirdigimizde,
ostrojen (E) grubunun en ileri diferansiyasyona sahip oldugu ve hemen neredeyse Ki olusum
asamasina geldigi gorildi. Bunu iyi derecede diferansiye olan fusidik asit (F) ve teikoplanin
(T) gruplar izledi. Ardindan orta derecede diferansiyasyon gosteren otojen kortikal greft
(BC) ve gentamisin (G) gruplart geldi. Orijinal teknikte tanimlanan katkisiz, yalin kemik
c¢imentonun kullanildigi (K) grup ise, tiim alt gruplar igerisinde son sirada yer aldi.
Histopatolojik degerlendirmenin istatistiksel ¢oziimlemesinde de K grubunun medyan
degerinin, F grubu (p=0,023), T grubu (p=0,026) ve E grubuna(p=0,001) gore daha diisiik
diizeyde oldugu tespit edildi.

Immunohistokimyasal degerlendirmeyi, VEGF ekspresyonuna bakarak yapilan
skorlama ile degerlendirdik. Tim deney gruplarma ait VEGF ekspresyon seviyeleri
degerlendirildiginde, gentamisin (G), fusidik asit (F) ve teikoplanin (T) gruplarinda orta
dereceli, 6strojen (E) grubunda kuvvetli, yalin sementli kontrol grubu ve otojen diyafizer
greftli BC gruplarinda ise zayif olarak tespit edildi. Immunohistokimyasal degerlendirmenin
istatistiksel ¢ozimlemesinde E grubunun medyan degerinin, K grubu (p=0,001) ve BC

grubuna (p=0,002) gore daha yiiksek diizeyde oldugu tespit edildi.

Ostrojenler, iskelet dahil olmak iizere viicuttaki gesitli organ sistemlerinde giiglii
etkilere sahiptir. Menopozdaki kadinlarda ve disi kemirgenlerin ovariektomisinden sonra
Ostrojen seviyelerinde diisiis, kemik kiitlesinin azalmasina neden olur ve Gstrojenle tedavi,
hem insanlarda hem de deneysel caligmalarda gosterildigi gibi bu kemik kaybini oOnler
(124,125)

Bu nedenle, kadinlarda kemik sagligina dstrojenin 6nemi iyi bilinmektedir. EK olarak,
ostrojenlerin erkek iskelet sagligi icin 6nemi gittikge artmakta ve erkek kemiginin gelisimi ve
yetigkin erkek kemiginin bakimi sirasindaki bir¢cok olayin simdi Ostrojenler tarafindan
diizenlendigi kabul edilmektedir (126). Yash erkeklerde Ostrojen diizeylerinin kemik Kitlesi
ile iligkili oldugu ve kirilma riskini ongordiigii gosterilmistir (127,128) ve erkeklerin yasa
bagl kemik kaybinin temel olarak ostrojen eksikliginden kaynaklandig: ileri siirtilmektedir

(129).

Ostrojenler, kadinlarda kemik kitlesinin diizenlenmesi icin ¢ok 6nemlidir. Bununla

birlikte, hem insanda hem de farede yapilan c¢esitli calismalar, dstradioliin (E2) erkeklerde
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hem biiyiiyen hem de yetiskin iskeletinin devamlilig1 i¢in de 6nemli oldugunu gdstermektedir

(126,130)

50 yasindan sonra osteoporotik kiriklarin yasam boyu riski erkeklerde % 20-25
oraninda artabilir ve Ostrojen eksikliginin erkeklerde yasa bagli kemik kaybina katkida
bulunabilecegi ileri siiriilmektedir (126,129).

Farman ve arkadaglar: 2017 yilinda yaptiklart hayvan modeli ¢aligmalarinda, 5 aylik
farelerin batinlarina, orsiektomi sonrasinda osmotic Gstrojen (E2-estradiol) salinimi yapan
minipompa implante ettiler. 3,5 hafta sonra ¢alismayr sonlandirdiklarinda yaptiklar
radyolojik degerlendirmelerde, tibiada kortikal kalinhiginda ve L5 vertebra toplam hacim
basina trabekiiler kemik hacminde Onemli artig tespit ettiler. Yani bu g¢alismaya gore,
farelerde E2 tedavisinden sonra hem trabekiler hem de kortikal kemikler Gzerinde belirgin

anlamli etkiler olmaktadir (131).

Ostrojenin kemik iizerine etkileri uzun zamandir bilinmekte ve son dénem calismalar,
sinyal iletim yolaklarina odaklanmaktadir. Bunun sebebi, Ostrojenin osteoprotektif
ozelliklerinen istifade edebilme istegidir. Son yillarda &strojenin, erkek osteoporozu
Uzerindeki etkileri de daha iy1 anlasildikga, Ostrojen sadece kadinlarla ilgili bir hormon gibi
degerlendirilmemektedir. Bizim caligmamizda da Farman ve arkadaslarinin calismasina
benzer sekilde, Ostrojenin kemik iizerine ekstraniikleer yollardan etki etmesi s6z konusudur.
Biz calismamizda, histopatolojik ve immunohistokimyasal acilardan bu etkiyi degerlendirdik

ve umut vaadeen, giiclii sonuglarla karsilastik.

Yaptigimiz literatir taramalarinda, daha 6nce kemik ¢imentosuna Ostrojen eklenmesi
ile herhangi bir ¢alismaya rastlamadik. Calismamizin bu konuda bir ilk olmasi ve orjinal
teknikte tarif edilen katkisiz kemik ¢imentosuna karsi istatistiksl olarak anlamli derecede
daha iyi sonuglar gézlememiz, olusturulacak IM Kkalitesini artirma ve olusma zamanini

kisaltma istegimize yanit verecek tiirden bir gelismedir.

Teknigin orjinalinde, ikinci cerrahinin siiresi i¢in 6—10 haftalar arasinin uygun oldugu
ifade edilmistir. Ancak unutulmamaldir ki IM teknigi, enfeksiyon tamamen ortadan
kaldirildiginda etkin bir yéntemdir (132). IM biyolojisinin daha iyi anlasiimasiyla bu siirenin
ortalama 4. haftaya kadar cekilecebilecegi birgok yayinda gosterilmistir (3,4,121). Hayvan
deneyi modellerinde bu siire daha asagilara cekilse dahi, bu konuda tek gegerli kural,

enfeksiyonun eradike edilmesi ve yumusak dokularda miikemmel iyilesmenin saglanmasidir.
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Alain  Masqueletnin kemik ¢imento spacer’a antibiyotik eklemedigini ve bu
uygulamayi bir subakut enfeksiyonu maskelemekten kaginmak i¢in 6nerdigini; bunun yerine
kanama odagina ulasana dek (paprika sign) kaliteli ve genis kemik debridmani yapmanin
onemi {izerinde durmaktadir (1,132)

Her ne kadar Masqulet, orijinal tekniginde kemik ¢imentosunun kullanimini
antibiyoktiksiz olarak tarif etse ve Onerse de, klinik pratikte ve bircok deneysel caligmada
antibiyotikli kemik ¢imentolar rutin kullanima girmeye baslamistir (132-134).

Henrich ve ark., Nau ve ark., yaptiklar1 hayvan modeli ¢alismalarinda, IM yapisi,
yabanci cisim reaksiyonu, ikincil cerrahinin zamanlamasi ve antibiyotik katkili ¢imentolarin
Olusan membrana etkilerini arastirdilar (3,4). Bizi antibiyotik katkili kemik ¢imentosu
kullanim1 konusunda en ¢ok cesaretlendiren bulgularindan biri su sekildeydi: Orijinal
teknikte tarif edildigi gibi yalin kemik ¢imentosu kullanilirsa, proliferatif aktivite 2 hafta
sonra antibiyotik katkili kemik ¢imento grubuna gore artar ancak 2 - 4 hafta arasinda 6nemli
Olciide diiser. Buna karsin antibiyotikle zenginlestirilmis ¢imentodaki 2 haftalik gruplarla
karsilastirildiginda proliferatif hiicrelerin miktari, 4 ile 6 hafta sonra da onemli Olcude
korunur (4).

Mauffrey ve arkadaslar: ise 2016 yilinda Injury’ de yaymnlanan yazisinda, bize su
soruyu soruyor: ‘Hangi dozajda hangi ¢cimento ve hangi antibiyotikler ?°

Kendi deneyimlerini ise su sekilde aktartyor: Ozellikle genis, segmental kemik defekti
olan olgularda, normal viskoziteli kemik ¢imentosunu defekt biiyiikligiine gore 1 veya 2
torba kullanmaktadirlar. Her bir ¢imento torbasi igin 3.6 gram tobramisin ve 3 g vankomisin
eklenmesini ve fazladan bir monomer (sivi) eklenmesini Oneriyorlar. Bu ilave monomer
eklenmezse, homojenize olmayan cimentonun el ile sekillendirilemedigini belirtmislerdir
(132-134).

Belirtmek gerekir ki biz de benzer gerekgeyle, hazir preperat kullandigimiz
gentamisin katkili olan kemik ¢imento (VERSABOND AB, Smith & Nephew) disinda, yalin
kemik cimentosu lzerine (VERSABOND, Smith & Nephew) ekledigimiz teikoplaninli ve
fusidik asit katkili ¢imentoyu hazirlarken rat basina 1-2cc monomer ekledik ve ifade edildigi
gibi daha uygun akiskanlikta ve mold edilebilmesi kolay bir spacer hazirlayabildik.

Ortopedik ve travma cerrahisinde ameliyat alanindaki lokal enfeksiyonlar1 kontrol
altina almak icin genellikle kemik cimentolar1 antibiyotiklerle hazirlanir. Bu prosediir,
antibiyotiklerin ilgili bolgede, oral veya intravendz uygulamaya nazaran daha yiksek
konsantrasyonlarda bulunmasini saglar. Ayrica Nau ve arkadaglari, membran 0zelliklerinin

kullanilan antibiyotik ve ¢imento tiirline bagli olarak ¢ok farkli olabilecegini bildirdiler (3).
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Biz de, A. Masquelet’ den farkli ve Mauffrey ve asagida orneklerini ¢ogaltacagimiz
birgcok yazarin diisiincesine paralel olarak planladi§imiz modelde, kemik c¢imentoya
ekledigimiz antibiyotikler ile teknigi uygulamaya gecirdik. Yaptifimiz planda, klasik
yontemde spacer olarak kullanilan yalin kemik ¢imentosunu kontrol grubu olarak belirledik.
Bunun yaninda, artroplasti operasyonlarinda rutin kullanima uzunca bir siiredir ge¢gmis olan,
genis antibakteriyel spektrumu ve termostabil 6zelligi nedeniyle dinya genelinde de tercih
edilen gentamisini diger bir grup olarak belirledik (141-143).

Gentamisin, genis antibakteriyel spektrumu ve polimetilmetakrilat polimerizasyonu
sirasinda ulasilan yiiksek sicakliklarda sabit kalma kabiliyeti nedeniyle kemik ¢imentosunda
en yaygmn kullanilan antibiyotiktir. 1986 yilinda enfekte olmus 33 adet kalga proteziyle
yatiklar1 bir ¢calismasinda, Weber ve Lautenbach, preoperatif olarak izole edilen bakterilerin
%29'unun gentamisine direngli oldugunu belirtti (135). Ne yazik ki, gentamisin yiiklii kemik
¢imentosu kullanilmasindan sonra direng, ameliyat sonrasi izole edilen bakterilerin% 41'ine
yiikselmistir (136).

Calismamizin antibiyotik katkili alt gruplarini planlarken, genis etki spektrumuyla
uzun siiredir kullanilan gentamisine karst artan direng sorununa alternatif olarak
gorulebilecek fusidik asit ve teikoplanin gruplarini da degerlendirmek istedik.

Beeching ve arkadaslarimin yatigl in vitro ¢alismanin sonuglarinda, gentamisin +
fusidik asit kombinasyonun, fusidik asit veya gentamisinin kemik c¢imento ile tek tek
karistirilarak yapilanlara gore cok daha kisa siire aktif oldugunu gosterdiler. Biz de bu
diistinceden hareketle antibiyotikli ¢alisma gruplarimizi fusidik asit, gentamisin ve
teikoplanin olarak ayr1 ayr1 kemik ¢imento ile karistirip karsilastirmak istedik. (137).

Ayrica fusidik asidin diger antibiyotiklere eklenmesiyle yapilmis (137) calismalar
veya osteomiyelit modellerinde intramediiller ¢ivi kaplamasi veya antibiyotikli boncuk olarak
denendigi calismalar1 mevuct olmakla beraber (136-138), IM etkilerini arastiran ve izole
olarak kullanildig1 bir ¢caligma yoktu.

Bu diisiinceden farkl sekilde Neut ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada, 6zellikle
son donemler artan direngli suslara ve biofilm tabakalarina kars1 gentamisin yiiklii kemik
cimentosuna, Klindamisin veya Fusidik asit eklemenin, izole gentamisin ile
karsilastirildiginda daha etkili bir yontem oldugu ortaya konmustur (138).

Diger bir antibiyotik alt grubumuz olan fusidik asit, 19601 yillardan beri mevcut
olan bir antibiyotiktir ve az sayida ¢alisma, kemik enfeksiyonlarmin tedavisi icin fusidik asit
kullanimini inceleyerek iyi etkinlik kanit1 vermistir. Ayrica, fusidik asit kemik ¢imentosunun

hazirlanmasi sirasinda olusan yiiksek sicakliklara maruz kaldiginda sabit kalir. Bu sebeple
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kemik cimentosuna eklenen fusidik asit 6zellikleri incelenmistir (138). Beeching ve dig.
fusidik asidin, 7 haftaya kadar Staphylococcus aureus'un buyimesi Gzerinde buyik inhibe
edici etkileri oldugunu ve ilk haftada en biiyiik inhibitor etkisi oldugunu gosterdi (137).

2012 yilinda Wang ve arkadaslar1 tarafindan yayimlanan bu sistemik literatiir
taramasinda, Asya'da fusidik aside (FA) diren¢ konusunda bir siirveyans verisi bulunmadigini
ve 2000 yilindan bu yana ortopedik enfeksiyonlarin tedavisi i¢cin FA kullanimina iliskin
hi¢bir inceleme yapilmadigin belirtti. Fusidik asidin MRSA suglarina kars1 in vitro aktivitesi
iyidir ve ¢ogu Asya lilkesinde diisiik (<% 10) direng oranlar1 vardir. Asya'da FA, trimetoprim
/ sulfametoksazol ve klindamisin'den daha iyi oral anti-MRSA ajan1 gibi goriinmektedir.
Kemik ve eklem enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in 80'den fazla FA kullanimi vakasi 2000'den
beri bildirilmigtir ve rekiirrens veya basarisizlik orant <% 10'dur. Kuzey Amerika ve
Avrupa'da fusidik asit direnci, S. aureus'taki diren¢ prevalansi 1990'lardan bu yana diigiik
diizeydedir. Ancak son zamanlarda topikal FA'ye maruz kalmanin, FA-direncli S. aureus'un
varligi ile korele olduguna dair bir endise de vardir (139).

Fusidik asit ile ilgili az sayidaki in vitro g¢alismalar, plaster of Paris (POP)
boncuklarmin kullanimina iliskin iki adet bildiriydi. Mousset ve arkadagslari, 11 farkl
antibiyotigi 37 ° C'de depoladiktan sonra antibakteriyel etkinligi test ettiler. Toplam FA'nin
% 65'i 2. haftada ve % 601 3. haftada halen tespit edildi (140).

Mackey ve arkadaslari ise fusidik asidin 50. giinde dahi uygun doz seviyelerinde
yavasca salindigimi gosterdiler. Ayrica c¢alistiklar1 diger antibiyotikler olan linkomisin,
gentamisin ve sefazolinin sivada daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmalarina ragmen,
hepsinin fusidik asitten daha kisa surelerde ve daha diisiik miktarlarda salindiklarini
bildirdiler (141).

Varlet ve arkadaglari, tavsan ile yaptiklart deneylerinde POP boncuklardaki fusidik
asit ve gentamisinin osteogenez tzerinde olumsuz bir etkisi olmadigi gosterdiler (142).

Chang ve arkadaslar:, teikoplanin, vankomisin ve daptomisin katkili kemik
cimentolarin farkl dozlardaki etkilerini; MSSA, MRSA ve VISA (vancomisin aracili Staf.
Aureus) bakterileri karsisinda in vitro ortamda karsilastirdilar. Vardiklar1 sonug, teicoplanin
yukli ¢imento, in vitro tahlilde daptomisin veya vankomisin ile yuklu ¢imentolarla
karsilastirildiginda, MSSA, MRSA ve VISA suslarina kars1 esit veya daha iyi antibakteriyel
aktivite saglamistir. Ayrica teikoplanin, S. aureus enfeksiyonunun antibiyotik yuklu kemik
¢imentolari ile tedavisi i¢in daptomisin veya vankomisin ile karsilastirildiginda daha iyi bir

secim oldugunu bildirdiler (143).
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Biz de bu sebeple, klinik pratikte ¢okca tercih edilen bu antibiyotiklerden hem kemik
ve eklem enfeksiyonlarinda sik¢a kullandigimiz ve termostabil yapisi bilinen teikoplanin ile
bir alt grup olusturduk. Hem izoleolarak etkinligini gérmek istedik, hem de yalin kemik
¢imentosu grubuyla ayrica da gentamisin ve fusidik asit gruplari ile karsilagtirma yapmay1
planladik. Histopatolojik degerlendirme sonuglarina gore, yalin kemik ¢imento kullandigimiz
K grubu, fusidik asit ve teikoplanin gruplarimiza gore istatistiksel olarak anlamli derecede
glicstiz ¢iktl. Ayrica immunohistokimyasal degerlendirmede, antibiyotik katkili F, T ve G
gruplar istatistiksel olarak anlamli olmasa da, daha ileri derecede diferansiye ¢iktilar.

Zhiju ve arkadagslar: 2018 yilinda klinik sonuglarin1 yayinladiklar ¢alismalarinda, 40
g kemik ¢imentoya 1g vankomisin ekleyerek kemik spacer’larin1 hazirladiklarini belirttiler.
Bu yaklagimin, travmatik tibia osteomiyelit vakarlinda etkili bir sekilde iyilesme siiresini
kisaltabilecegini; kisalan tedavi siirelerinin, diz ve ayak bilegi eklem fonksiyonlarini
iyilestirebilecegi ve yara bolgesi enfeksiyonunu ortadan kaldirabilecegini savundular. Bu
nedenle, kapsamli klinik uygulama i¢in umut verici bir potansiyele sahiptir (144).

Giannoudis ve arkadaslart da 2016 yilinda kendi sonuglarimi ve protkoliinii
yayinlarken, rutin olarak 40g kemik ¢imento igerisine 2 g vankomisin ekledigini ifade etti.
Bunun yaninda yalnizca, re-enfeksiyon vakalarinda bunu yapmadigini belirtti. Ayrica yine
Giannoudis ve arkdaslarinin da ifade ettii gibi IM teknigi artik enfekte kaynamama
olgularinda da iyi bir alternatif olarak goriilmektedir (145).

Azi ve arkadaslari da, post travmatik kemik defektlerinin tedavisinde IM teknigini
kullanirken, 40 g kemik ¢imento igerisine 3 g gentamisin ve 4 g da vankomisin ekliyorlar
(146).

Gorildigi tizere, ¢cok farkli yazarlar tarafindan yayinlanmis yazilarda, kemik ¢imento
igerisine antibiyotik ekleyerek kullanma egilimi oldugu ortadadir. Bununla beraber Mauffrey’
in de sordugu gibi hangi antibiyotigin, hangi dozda ve hangi kemik ¢imentosuyla
kullanilmas1 gerekitgine dair bir konsensus bulunmamaktadir.

Otojen greft (BC) grubu, histopatolojik agidan orta diizeyde ¢ikmasina ve
hisptopatolojik skorlamada, VEGF ve TGF-b eksrpresyon seviyelerinde yalin ¢imento
grubundan daha giiclii 6l¢lilmesine karsin, bunlar istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayrica
tiim dl¢limlerde K grubundan daha giiclii ¢ikmasina karsin, diger tiim gruplarin gerisindeydi.

Bunun olasi sebepleri arasinda, alinan greftin defekt bolgesinden temin edilen
diyafizer kortikal greft olmasi, kiiciiltiiliip kemik ¢imentoya eklendiginde i¢ kisimlarda
kalarak yeterli salinimi yapamamasi ve oOzellikle katilasma esnasinda yiiksek siackliklara

cikan ¢imentonun yaydigi enerjiden dolay: termal hasara ugramis olma olasilig1 sayilabilir.
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Calismamiz, bu giincellenen konseptlere uygun sekilde, kemik ¢imento igerisine
antibiyotik eklenebilecegini bildirmenin yaninda teikoplanin, fusidik asit ve gentamisinin
uygun dozlarda eklenmesinin IM membran kalitesini bozmadan, olusma siiresini
kisaltabilecegini, ayrica lokal enfeksiyon, erken mobilizasyon sayesinde eklem hareket
acikliginin artmasi ve yara yeri sorunlarinin azalmasi gibi bazi faydalar1 bulunabilecegini de
ifade etmek isteriz. Ozellikle bizden 6nce izole olark IM calismalarinda denenmemis olan
fusidik asit, heniiz cerrahi pratige sinirli sekilde girmis olup, MRSA suslar1 ve biyofilmler ile
miicadele konusunda umut vadeden bir ajan olarak degerlendirilebilir.

Ayrica bizden 6nce higbir ¢alismada denenmemis olan ve daha onceki paragraflarda
detaylica anlatildig1 ilizere Ostrojenin, kemik sement icerisine eklenerek, lokal yiiksek
dozlarmin operasyon sahasinda bulunmasi sonucunda daha kisa siirede yiiksek
diferansiyasyon gosterdigi tespit edilmis olup, kisa siirede yiiksk kalitede IM
olusturabilecegine dair giicli kaitlar sunmaktadir. Hem histopatolojik hem de
immunohistokimyasal 6l¢iim ve skorlamalarin istatistiksel degerlendirmesinde istatistiksel

olarak anlamli derecede gii¢lii ¢ikmustur.

Calismamizin sinirlayicilart ve eksik yonlerini ele alacak olursak,

e M degerlendirmesi temel hedefimiz oldugundan sakrifikasyon tarihini 4. Hafta olarak
belirlemistik. Bu sebeple radyolojik agidan anlamli olabilecek bir sonug alamadik.

e Maddi sebeplerden dolayi, daha fazla sayida ve daha spesifik immunohistokimyasal
kitler temin edemedik.

e Etik gerekgelerle grup ve hayvan sayisini en aza indirmek amaciyla, antibiyotiklerin
farkli doz ve kombinasyonlarin1 degerlendiremedik.

e (Calismamizda spacer olarak sadece PMMA ile calistik. Literatiirde farkli spacer

arayislar1 varken, ilerleyen ¢aligsmalarimizda bunlari degerlendirmeyi diisiinebiliriz.

59



6. SONUCLAR

Halen gelismekte olan bir cerrahi uygulama olan Masquelet tekniginin en Kritik
asamasi, yabanci cisim reaksiyonu sonucu olusan indiiklenmis membranin olusumudur.
Bizler gibi birgok arastirmaci, daha iyi bir IM olusturmak ve bu membranin olusum siiresini

kisaltmay1 amaglamaktadir.

Iki asamal1 bir cerrahi olan bu teknigin ilk asamasinda kullamnilan kemik ¢imentonun
icerigini degistirerek modifiye etmek miimkiindiir. Biz de olusturdugumuz hayvan deneyi
modelinde, bir yanda kontrol grubu olarak yalin ¢gimentoyu biraktik. Diger yanda ise, kemik
cimento igerisine ekledigimiz hormon ve otojen kortikal greft gibi endojen ayrica gentamisin,
teikoplanin ve fusidik asit gibi eksojen ajanlar kullanarak daha kaliteli bir membrana daha
kisa siirede sahip olmay1 denedik. 4. Haftada aldigimiz 6rneklerin immunohistokimyasal ve
histopatolojik degerlendirmeleri sonrasinda, istatistiksel olarak anlamlilik ¢oziimlemeleri

yapildi.

Histopatolojik olarak degerlendirdigimizde, o6strojen (E) grubunun en ileri
diferansiyasyona sahip oldugu ve hemen neredeyse KI olusum asamasina geldigi goriildii.
Bunu iyi derecede diferansiye olan fusidik asit (F) ve teikoplanin (T) gruplarn izledi.
Ardindan orta derecede diferansiyasyon gosteren otojen kortikal greft (BC) ve gentamisin (G)
gruplart geldi. Orijinal teknikte tanimlanan katkisiz, yalin kemik ¢imentonun kullanildig: (K)
grup ise, tiim alt gruplar igerisinde son sirada yer aldi. Histopatolojik degerlendirmenin
istatistiksel ¢oziimlemesinde de K grubunun medyan degerinin, F grubu (p=0,023), T grubu
(p=0,026) ve E grubuna(p=0,001) gore daha diisiik diizeyde oldugu tespit edildi.

Immunohistokimyasal degerlendirmeyi, TGF-b ve VEGF ekspresyonuna bakarak
yapilan skorlama ile degerlendirdik. Tiim deney gruplarina ait VEGF ekspresyon seviyeleri
degerlendirildiginde, gentamisin (G), fusidik asit (F) ve teikoplanin (T) gruplarinda orta
dereceli, 6strojen (E) grubunda kuvvetli, yalin sementli Kontrol grubu ve otojen diyafizer
greftli BC gruplarinda ise zayif olarak tespit edildi. Immunohistokimyasal degerlendirmenin
istatistiksel ¢ozimlemesinde E grubunun medyan degerinin, K grubu (p=0,001) ve BC
grubuna (p=0,002) gore daha yiiksek diizeyde oldugu tespit edildi. Ayrica, TGF-b dlizeyinde
gruplara gore skor diizeyinin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gosterdigi tespit edildi.
TGF-b ekspresyon seviyelerine gore 6strojen grubu en giclu ve fusidik asit grubu ise ikinci
sirada giiclii olarak tespit edildi. E grubunun hem K hem de BC grubuna gore ve F grubunun

ise K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede iistiin oldugu ortaya kondu.
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