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OZET

Masquelet teknigi genis kemik defektlerinin cerrahi tedavisinde kullanilan
bir yontemdir. Son yillarda tanimlanan Konsantre Growth Faktér (CGF)’ iin tipta
bir¢ok alanda kullanimi mevcuttur. Literatiirde Masquelet teknige CGF ekleyerek
olusan membranin kalitesini inceleyen herhangi bir caligmaya rastlayamadik.

Bu deneysel calismamizda 3. ve 6. haftada kemik ¢imentosunun yabanci
cisim reaksiyonu ile iizerinde olusan membranin histokimyasal olarak kalinliginin ,
elastik fiberlerin oraninin ve immiinohistokimyasal olarak olusan membranin
vaskiilarizasyon (CD31), inflamasyon (MAC387) ,proliferasyon (Ki67) ve olusan
kok hiicre (STRO-1) sayisinin karsilastirilmast amaglandi.

Toplam 24 tavsan randomize ve her grupta 6 sar tavsan olacak sekilde 4
gruba ayrildi. Grup I ve Grup Ill, sadece Masquelet teknik uygulanacak kontrol
gruplari, sirastyla 3. ve 6. haftada sakrifiye edilmek tizere, Grup Il ve Grup IV,
tavsanin kanindan hazirlanan CGF + Masquelet teknik uygulanacak gruplar,
sirastyla 3. ve 6. haftada sakrifiye edilmek iizere diizenlendi. Tim gruplarda
¢imentonun tizerinde olusmus membran zarar verilmeden eksize edildi. Bu membran
histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak CD31, MAC387, Ki67 ve STRO-1
boyalari ile incelendi. Elde edilen sonuglar istatiksel olarak karsilastirildi.

Membranin kalinligi karsilastirildiginda Grup 4 te membran Grup 3 e gore
daha kalin ol¢iildi ve bu fark istatiksel olarak anlamli bulundu (p=0,004).
Membrandaki elastik fiber oranimin ise Grup 2 de Grup 1 e gore istatiksel olarak
anlaml bir artis1t mevcuttu (p=0.037). Membranmin vaskiilarizasyonunun, Grup 4 de
Grup 3 e gore istatiksel olarak anlamli bir artisi mevcuttu (p= 0.04). Membranin
inflamasyonu, Grup 2 de Grup 1 e gore istatiksel olarak anlamli oranda yiiksek
bulundu (p= 0.04). Aym sekilde Grup 4 te inflamasyon Grup 3’e gore istatiksel
olarak anlamli oranda yiiksek izlendi (p= 0.04). Membrandaki proliferasyon, Grup 2
de Grup 1 e gore istatiksel olarak anlamli oranda yiiksek bulundu (p= 0.05). Ayni
sekilde Grup 4 iin proliferasyon indeksi Grup 3 e gore istatiksel olarak anlamlhi
oranda yiiksek bulundu (p=0.06). Membrandaki kék hiicre varligi, kok hiicre nadir
olarak goriilmesine ragmen, 3. haftada Grup 2 de Grup 1 e gore kok hiicre sayisi
istatiksel olarak anlamli oranda fazla bulundu (p=0,036). 6. haftada ise her iki grupta

kok hiicre bulunamada.
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Sonu¢ olarak; Masquelet teknige CGF eklenmesi ile 3. haftada
inflamasyonun, proliferasyonun, kok hiicre varliginin ve elastik fiber oraninin
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek oldugu, 6.
haftada ise inflamasyonun, vaskiilarizasyonun, proliferasyonun ve membran
kalinliginin kontrol grubuna gore CGF eklenen grupta istatiksel olarak anlamli
olacak sekilde yliksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar 1s181nda uzun kemiklerin
genis diyafiz defektlerinin cerrahi tedavisinde kullanilan Masquelet teknige CGF
eklemesinin olusan membrana histokimyasal ve immunohistokimyasal olumlu

katkisindan dolay1 6nerilebilecegi goriislindeyiz.
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SUMMARY

Masquelet technique is a method used in the surgical treatment of large bone
defects. Concentrated Growth Factor (CGF), which has been described in recent
years, is commonly used in medical practice. In the literature, we did not find any
study that examine the quality of the membrane by adding CGF to the Masquelet

technique.

In this experimental study, we aimed to compare the membrane produced by
foreign body reaction on bone cement histopathologically thickness of the
membrane, ratio of elastic fibers and immunohistochemically membrane
vascularization (CD31), inflammation (MAC387), proliferation (Ki67), and presence
of stem cell (STRO-1) at 3 and 6 weeks.

A total of 24 rabbit animals randomized and divided into 4 groups of 6 rabbits
per group. Group | and Group Ill, only treated with Masquelet technique control
groups, to be sacrificed at 3 and 6 weeks respectively, Group Il and Group 1V,
treated with Masquelet technique + CGF prepared from the rabbit's blood groups, to
be sacrificed at 3 and 6 weeks respectively. In all groups, the membrane formed on
the cement was excised without any damage. This membrane was examined
histopathologically and immunohistochemically with CD31, MAC387, Ki67 and

STRO-1 staining. The obtained results are compared statistically.

When the thickness of the membrane was compared, Group 4 membrane was
thicker than Group 3, and this difference was statistically significant (p = 0.004).
There was a statistically significant increase in the elastic fiber ratio in the
membrane in Group 2 compared to Group 1 (p = 0.037). There was a statistically
significant increase in vascularization of the membrane compared to Group 3 in
Group 4 (p = 0.04). The inflammation of the membrane was statistically significantly
higher in Group 2 compared to Group 1 (p = 0.04). Proliferation in the membrane
was statistically significantly higher in Group 2 compared to Group 1 (p = 0.05).
Likewise, the proliferation index of Group 4 was statistically significantly higher
than Group 3 (p = 0.06). Presence of stem cell in the membrane, although the stem

cell was rarely seen, the number of stem cells was statistically significantly higher in

Xiv



Group 2 compared to Group 1 (p=0,036). No stem cells were found in both groups at

week 6.

As a result; The addition of CGF to the Masquelet technique demonstrated
that the inflammation, proliferation, stem cell and ratio of elastic fibers at 3 weeks
was significantly higher than treated with only Masquelet technique and,
inflammation, vascularization, proliferation, and membrane thickness were found to
be statistically significant in the CGF added group compared to the only Masquelet
technique group at 6 weeks. These results suggest that adding CGF may be
recommended because of the histochemical and immunohistochemical positive
contribution of the membrane to the Masquelet technique used in the surgical

treatment of large diaphyseal defects in the long bones.
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1. GIRIS

Kemik defektleri travma, osteomyelit, konjenital hastaliklar, malign
tiimorlerin genis eksizyonu sonrasinda meydana gelebilir. Ozellikle genis kemik
defektlerinin cerrahi tedavisinde siklikla giicliiklerle karsilagilmaktadir. Kiigiik
defektler nonvaskiilerize kanselloz kemik greftiyle tedavi edilirken, biiyiik defeklere
baska tedavi protokolleri ilave etmek gerekebilir. Biiyiik defektlerde sik kullanilan
tedaviler vaskiilerize fibula grefti ve ilizarov distraksiyon osteogenezi teknigidir [1,
2]. Otolog kemik greftlenmesi 5 cm den biiyiikk defektlerde greftin rezorbsiyon
riskinden dolay1 tek basina tavsiye edilmemektedir [3]. Masquelet [4, 5], biiylik
kemik defektlerin cerrahi tedavisi igin bir teknik tanimlamistir. Iki asamal1 olan bu
teknigin ilk asamasinda, kemik defekti polimetilmetakrilat(PMMA) kemik ¢imentosu
ile doldurulur. Kemik ¢imentosu yabanci cisim reaksiyonu ile ¢imentonun iizerinde
bir membran olusturur. Ikinci asamada, 6-8 hafta sonra yeni bir cerrahi ile membrana
zarar vermeden ¢imento ¢ikarilir ve defekt kanselloz kemik grefti ile doldurulur.
Olusan membran grefti rezorbsiyondan koruyarak kaynama saglanir.

Doku iyilesmesi intraseliiler ve ekstraseliiler bircok mediatér tarafindan
kontrol edilmektedir. Trombositler doku iyilesmesini stimiile eden PDGF, TGF-81,
TGF-B2, VEGF, IGF gibi mediatorleri yiiksek miktarda ihtiva eder [6]. Trombosit,
bliytime faktorleri, 16kositler ve fibrin matriks i¢eren birgok konsantre trombosit
teknigi gelistirilmigtir. PRP ilk jenerasyon konsantre trombosit elde etme yontemidir.
PRP doku iyilesmesini hizlandirmak i¢in uzun zamandir kullanilmaktadir. Fakat
yapilan calismalarada PRP nin hiicre proliferasyon ve diferansiyasyonuna olan
etkileri ¢eligkili olarak bulunmustur [7]. Bundan dolayr Choukroun ve arkadaslari
trombositten zengin fibrin (PRF) olarak adlandirilan ikinci kusak konsantre
trombosit yontemini ortaya koymuslardir [8]. Bu yontemde hastadan alinan vendz
kan PRP nin aksine i¢inde antikoagiilan bulunmayan bir tiipe alinir. Santrifiijiin
ardindan tiipte en altta kirmizi kan hiicreleri en {istte aseliiler plazma ve bu iki
katmanin arasinda PRF pihtisi olmak iizere 3 katman olugur. PRP nin aksine PRF
kat1 fibrin pithtidir ve yiiksek miktarda trombosit, 16kosit, biiylime faktorleri i¢eren
matriks icerir. Konsantre Growth Faktor (CGF) 2006 yilinda Sacco tarafindan



tanimlanan konsantre trombosit yontemidir. Olusturulma mantigi PRF ile aynidir.
PRF den farki, farkli hiz ve dakikalarda santrifiij yapilmasidir. PRF de kan 10 dk
3000 rpm de santrifiije edilirken, CGF de ise 30 saniye hizlanma, 2700 rpm(600g) de
2 dakika, 2400 rpm(4009) de 4 dakika, 2700 rpm (600g) 4 dakika, 3000 rpm(800g)
de 3 dakika ve en sonunda 36 saniye yavaslama ile santrifiije edilir. Farkli hiz ve
dakikada santrifiij daha yogun ve daha biiyiik ve daha fazla biiylime faktorii igeren
fibrin matriks elde edilmesini saglar [9].

Giincel literatiir aragtirmamizda Masquelet teknige CGF ekleyerek olusan
membranin kalitesini inceleyen herhangi bir ¢alismaya rastlayamadik. Biz  bu
calismamizda 3. ve 6. haftada kemik ¢imentosunun yabanci cisim reaksiyonu ile
tizerinde olusan membranin histopatolojik olarak kalinliginin , elastik fiber oraninin
ve immiinohistokimyasal olarak olusan membranin vaskiilarizasyon (CD31),
inflamasyon (MAC387), proliferasyon (Ki67) ve olusan kok hiicre (STRO-1)

sayisinin karsilastirilmasi amaglanmaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Kemik Doku

Yetiskin iskeletinin ana yapisini olusturan kemik dokusu yumusak yapilari
destekler, hayati 6nem tasiyan organlari korur ve kan hiicrelerini yapan kemik iligini

barindirir.

Kemik; hiicreler arasi kalsifiye olan kemik matriksi ve 3 tiir hiicreden olusur.

(Resim-1)

e osteositler matriks i¢inde lakiina denen bosluklarda bulunur
e osteoblastlar matriksin organik kisminin sentezini yapar

o osteoklastlar kemik dokunun rezorbsiyonu ve remodelingden sorumludur.

Biitiin kemiklerin i¢ ve dis yiizeyleri osteojenik hiicreleri igeren i¢ yiizeyde

endosteum, dis yiizeyde periosteum adini alan doku tabakalari ile orttiliidiir.

Resim 1. Osteoblastlar (Ob) endosteum ve periosteum igindeki osteoprogenitor
hiicrelerden diferansiye olur, ardindan tip 1 kollajen, proteoglikan gibi matriksin
organik kismini tretir. Matriks kalsifiye olduktan sonra inorganik matriksteki
lakiinalara sikisan osteoblast, osteosite(Oc) diferansiye olur. Osteoklastlar (Ocl) ise
remodeling esnasinda kemigin rezorbsiyonundan sorumludur.



2.1.1 Kemik Hiicreleri

2.1.1.1 Osteoblastlar

Osteblastlar kemik matriksin organik kisminin (Tip 1 kollajen, glikopeptidler,
proteoglikanlar) iiretiminden sorumludur. Kemik inorganik matriksin olusabilmesi

icin osteoblast aktivitesi gereklidir.

Baz1 osteoblastlar zamanla trettikleri organik matriks ile kusatilarak osteosit
haline gelir. Bu islem sirasinda lakiina denen bosluklar olusur. Lakiinalarin i¢inde

osteosit ve uzantilar1 ve az miktarda da nonkalsifiye matriks bulunur.

2.1.1.2 Osteositler

Osteoblastlardan tiireyen osteositler kalsifiye matriks iginde lakiina denen

bosluklarda bulunur. Her lakiina i¢inde 1 adet osteosit mevcuttur.

2.1.1.3 Osteoklastlar

Osteoklastlar biiytik, hareketli, cok cekirdekli hiicrelerdir. Kemigin biiyiimesi
ve remodeling esnasinda gerekli kemik rezorpsiyonunda onemli role sahiptir.
Osteoklast farklilasmasi osteoblast tarafindan {iretilen iki polipeptid tarafindan
diizenlenmektedir. Bunlar makrofaj -koloni- stimulating faktér(M-CSF) ve RANKL
dir. Osteoklastlar kemikte Howship lakiinas1 adi verilen rezorpsiyon kavitelerinde

yerlesirler.

Osteoklast aktivitesi lokal sitokinler ve hormonlar tarafindan diizenlenir.
Osteoklastlarin kalsitonin hormonu i¢in reseptorleri vardir fakat parathormon(PTH)
icin reseptorleri mevcut degildir. Osteoblastlar PTH hormonu ile aktive olur ve M-

CSF, RANKL ve diger sitokinleri salgilayarak osteoklastlar1 aktive ederler.



2.1.2 Kemik Matriks

Inorganik madde kemik matriksin kuru agirhginin % 50 sini olusturur.
Kalsiyum hidroksiapatit en ¢ok bulunan madde olmasina ragmen bikarbonat, sitrat,

magnezyum, potasyum ve sodyum iyonlarida bulunur [10].

Matriksin organik kismmi Tip 1 Kkollajen, proteoglikan ve glikopeptidler
olusturur. Osteoblastlarin vezikiillerinden salgilanan osteokalsin gibi kalsiyum

baglayici proteinlerin matriksin kasifikasyonunu diizenledigi diisiiniilmektedir [11].

2.1.3 Periost ve Endosteum

Kemigin i¢ ve dig ylizeyleri periost ve endosteum diye adlandirilan, tabakalar

halinde, kemik yapan hiicreler ve bag dokusuyla ortiilidir [10].

Periost kolajen lif ve fibroblastlardan olusan dis tabakaya sahiptir. Periostun
icteki, hiicreden daha zengin tabakasi, fibroblastlara benzeyen, boliiniip farklilasarak

osteoblastlart meydana getirme potansiyeline sahip, osteoprogenitor hiicrelerden

olusmaktadir [10].

Endosteum kemik icindeki biitiin bosluklar1 astarlar ve osteoprogenitor

hiicreler ve az miktardaki bag dokusundan olusur.

Periostun ve endosteumun, kemik dokunun beslenmesi, devamli olarak yeni

osteoblast saglamasi, kemik biiylime ve onarimi igin 6nlem almasi ana islevleridir.

2.2 Kemik Tiirleri

Ciplak gozle kemik kesitlerine bakildiginda, bosluk icermeyen yogun alanlar
(kortikal kemik) ve ¢ok sayida birbirine agilan bosluklar (spongitz kemik) olarak
goriiliir (Resim 2). Ancak mikroskop altinda, gerek kompakt kemik gerekse spongiéz

kemigin histolojik yapisi temelde aynidir.
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Resim 2. Kemigin yapist

Uzun kemiklerde, epifiz olarak adlandirilan kiiremsi u¢ kisimlar, ince bir
tabaka kortikal kemik ile ortiilli spongiéz kemikten olusur. Diyafiz silindirik
kisimdir, kemik iligi bosluguna bakan i¢ yiizeylerince az miktarda siingerimsi kemik
iceren, kortikal kemikten olusur.

Mikroskobik olarak 2 tiir kemik vardir: lamellar kemik ve lamellar kemikten

daha immatiir olan woven kemik.

2.2.1 Lamellar Kemik

Cogu eriskindeki kompakt (kortikal) kemik lamellar kemik olarak organize
olmustur. Lamellar kemik 3-7 um kalinliktaki kalsifiye olan lamella katmanlarindan
olusmustur. Tipik olarak lamellalar, santral kanal etrafinda biribirlerine paralel olarak

dizilirler.

Kan damarlarini, sinirleri ve gevsek bag dokusunu igeren bir kanalin etrafim
saran dairesel kemik kanalciklarindan olusan tim komplekse (karmagik sisteme)

Havers sistemi veya osteon ad1 verilir (Sekil 1).

Her Osteon uzun, bazen dallanan, diyafizin uzun eksenine paralel bir

silindirdir. Etrafi 4-20 dairesel lamella ile sarili merkezi kanaldan meydana gelir
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(Sekil 1). Osteonlar birbirleriyle, periostla, kemik iligi kavitesiyle delici kanallar
(Wolkman kanallar1) yardimiyla baglanir. Wolkmann kanallar1 dairesel lameller
icermez bunun yerine lamelleri deler. Kemik dokusu i¢inde bulunan tiim damar
kanallari, 6nceden var olan kan damarlarinin etrafinda matriks olusumu ile ortaya

c¢ikarlar.

Kemik remodelingi biitiin hayat boyunca devam eder ve kemik rezorpsiyon
ve formasyonunu igeren bir siiregtir. Rezorpsiyon ve formasyon osteoklastlar ve
osteoblastlar tarafindan diizenlenir. Saglikl eriskinlerde yillik kemik rezervinin % 5-

10 unun bu sekilde dongiiye girdigi diistiniilmektedir.

Sekil 1. Uzun kemiklerin sematik yapisi.



2.2.2 Woven (Immatur) Kemik

Immatur kemik lamellar olmayan, tip 1 kollajen fiberlerinin karisik olarak
dizildigi, embriyonik siirecte ve kemik iyilesmesi siirecinde ilk ortaya ¢ikan kemiktir.

Immatur kemik dokusu genelde gegicidir, yerini eriskinde lamaller kemige birakir.

2.3 Kemik Gelisimi (Osteogenezis)

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

2.3.1 intramembranéz Kemiklesme

Osteoblastlar direkt olarak mezenkimden farklilasir ve osteoid sentezine

baglar. Daha ¢ok yass1 kemiklerde goriliir [10].

Mezenkimal doku yogunlagmasi tabakasinda kemik formasyonunun basladigi
noktaya ossifikasyon merkezi adi verilir. Bu alanda mezenkimal hiicreler
osteoprogenitdr hiicrelere diferansiye olur. Bu progenitor hiicreler prolifere olarak
gelismekte olan kapiller agin etrafinda osteoblastlari olusturur. Bu osteoblastlar daha
once tarif edildigi gibi kalsifiye olacak osteoid bilesenlerini salgilar ve bunu
kalsifikasyon takip eder. Sonucta bazi1 osteoblastlar kalsifiye matriks ile kusatilarak
osteosite farklilagirlar. Gelisen bu kemik adaciklari kilcal kan damarlari, kemik iligi
hiicreleri ve farklilasmamuis hiicreleri igeren uzanan bosluklarin duvarlarini olusturur.
Boyle birkac grup kemiklesme merkezi hemen hemen ayn1 zamanda ortaya ¢ikar ve
bunlarin duvarlar1 kaynastiginda kemik siingerimsi yapisina kavusur. Biiyliyen kan
damarlar1 ve ek farklilasmamis mezenkim hiicreleri, kemik duvarlar1 arasinda kalan

bag dokusu i¢ine girerek kemik iligi hiicrelerini ortaya ¢ikarir [10].



2.3.2 Endokondral Kemiklesme

Endokondral kemiklesme meydana getirilecek kemigin seklini andiran kiiclik
bir hiyalin kikirdak model i¢cinde meydana gelir (Sekil 2). Bu tiir kemiklesme daha
cok kisa ve uzun kemiklerin meydana getirilmelerinden sorumludur. Bir uzun
kemigin endokondral kemiklesme ile meydana gelisinde su olaylar birbirini izler.
Baslangicta ilk kemik dokusu, kikirdak modelinin diyafizini ¢evreleyen bir yaka
olarak goriiliir. Bu kemik yaka, perikondriumda olusan osteoblastlarin aktivitesi ile
retilir. Bu yaka altindaki kikirdaga oksijen ve gerekli besinlerin ge¢mesini
engelleyerek kikirdakta dejeneratif degisikliklere yol agar. Boylece kondrositler
alkalen fosfataz {iretir. Kondrositlerin sitoplazmalar1 siser ve kondrositler
lakiinalarin1 genisletmeye baslar. Bu degisiklikler matriksi dar trabekdller halinde
sikigtirir ve bu yapilarda kalsifikasyona neden olur. Kondrositlerin 6liimii, kalsifiye
edilmis kikirdak  kalintilarindan  olusan  gozenekli bir yap1  olusturur.
Perikondirumdaki kan damarlart bu kemik yakayr delerek bu bolgeye
osteoprogenitdr hiicreleri tasir. Daha sonra osteoblastlar kalsifiye kikirdak matrikin

kalintilarina yapisir ve immatur kemigi iiretir [12].

[k trimesterin erken zamanlarinda kemiklerin diyafizindeki bu siireg, birgok
kemikten baglayarak birincil ossifikasyon merkezini olusturur. Sekonder
ossifikasyon merkezleri daha sonra kikirdak modelin epifizlerinde goriiliir ve aynen

yukarida anlatilan sekilde meydana gelir [12].
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Sekil 2. Endrokondral kemiklesme

2.4 Kirik iyilesmesi

Kemigin yapisal biitiinligliniin bozulmasma kirik denir. Akut kemik
yaralanmalari, dokularin kuvvetini asan kuvvetlerin iskelete uygulanmasindan
kaynaklanir. Kirik olusumu, kemik ve g¢evresindeki kas, tendon, ligament, damar,
sinir gibi yumusak dokular1 igeren kompleks bir doku zedelenmesine neden olur. Bir
kirigin iyilesmesi viicudun tiim onarim siireclerinin en dikkat ¢ceken ozelliklerinden
biridir, ¢iinkli kirilan kemik viicuttaki diger dokular gibi skarla degil kemigin

kirilmadan 6nceki dokusuna benzer sekilde iyilesir [13].

Primer kirik iyilesmesi ve sekonder kirik iyilesmesi olmak tizere iki tip kirik

lyilesmesi mevcuttur.

2.4.1 Primer Kirik Tyilesmesi

Genellikle ayrilmamis veya rijit osteosentez uygulanan kiriklarda goriliir

[13]. Kemik uglar1 arasinda temas oldugunda osteonlarin genislemesiye direkt olarak
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kirik hattinda lamellar kemik olusumu goézlenir. Osteoklastlar kirik hattin1 gegerek
kirik hattin1 rezorbe eder osteoblastlar osteoklastlari takip ederek yeni kemik
olusumunu baslatir. Yeni kemik matriksi sentezlenir. Matriks ile ¢evrilmis osteositler
ve yeni kan damarlar olusur. Boylelikle yeni haversiyan sistemi olusturulur. Kallus

olusumu izlenmez (Sekil 3).

Aralarinda hareket
olmayacak sekilde giiven|i
bir sekilde kirik uglar
komprese edilirse, kallus
olugmaz. Kirik hattindaki
kemik uglari rezorbe
olmadan, haversian
sistemin kemik i¢inde
biiytimesi ile tekrar

canl hale getirilir

Kirik gizgisi Alt kisimi gosteren kesit

Primer kaynama ile iyilesmenin mekanizmas

Ol Osteoklastik  Damar Kirik Yeni kemigin

aktivite biyimesi  hatti Osteoid  lamellas Osteoblastlar

Osteoklastlar
kirik hattinda
kemik uclari
arasinda bir tiinel
olusturur ve

bu tiinel
osteooblastlar
tarafindan dosenir
ve bu tiinelin
etrafinda lamellar
kemik olugumu
saglar.

Sekil 3. Primer kirik iyilesmesi

2.4.2 Sekonder Kirik Tyilesmesi

Sekonder kirik iyilesmesi, kirik iyilesmesinin en yaygin seklidir ve hem
endokondral hem de intramembranéz kemiklesme ile olusur [14]. Anatomik
rediiksiyon ve rijit fiksasyon gerektirmez. Aksine mikro hareket ve yiik verme ile
arttirihir. Fakat fazla hareket ve fazla yilik verme kaynamanin gecikmesi hatta
kaynamama ile sonuglanabilir [15]. Sekonder kirik iyilesmesi tipik olarak konservatif

tedavi edilen kiriklarda, ya da cerrahi sonrasi mikrohareketin oldugu intramediiller
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civileme, eksternal fiksatér uygulanmasi yada koprii plaklama yapilan kiriklarda

goriiliir [16, 17]. Kallus dokusu ile iyilesir. Kirik iyilesme asamalari ile devam eder.

Kirik iyilesmesi birbiri i¢ine girmis 3 fazdan olusur. Kirik iyilesmesi

inflamasyon ile baslayip tamir ve remodelizasyon ile devam eden bir siiregtir.

2.4.2.1 inflamasyon Fazi

Kirik yaratan travma sadece kemik hiicrelerine, kan damarlarina ve kemik
matrisine zarar vermekle kalmaz ayni zamanda cevresel yumusak dokular1 da
(periost ve kas dahil) zedelemektedir. Bir hematom, mediiller kanal igerisinde, kirik
uclart arasinda ve yiikselen periostun altinda birikir. Kan damarlarinda meydana
gelen hasar kollateral vaskiiler yapilar olusana kadar kirik bolgesindeki osteositlerin
beslenmesini bozar. Kemik iligi ve periost gibi etraf ¢evre dokularn ciddi
zedelenmesi sonucu ortaya ¢ikan nekrotik dokular da bu siirece katkida bulunur.
Kirik hematomu kan kaynakli inflamatuar hiicrelere, antiinflamatuar ve
proinflamatuar sitokinlere ev sahipligi yapar [18]. Trombositlerden ve o6li
hiicrelerden salinan inflamatuvar mediatorler kan damarlarin1 genisletip plazmay1
ekstaseliiler alana sizdirir ve taze bir kirik bolgesinde goriilen akut odemle
sonuclanir. Inflamatuvar hiicreler bu bdlgeye go¢ eder. PML hiicreler ilk goc eden
hiicrelerdir. Bu hiicreleri makrofajlar ve lenfositler takip eder. Bu hiicreler ayrica
anjiyogenezi stimiile eden sitokinleri salgilar [19]. Baslangigtaki proinflamatuvar
yanitt TNF-a, IL-1, IL-6, IL-11, IL-18 in salgilanmasi baslatir [20]. TNF-a
konsantrasyonunun 24 saatte tepe noktasina ulastigi travmadan 72 saat sonra travma
oncesi degerlerine dondiigii gosterilmistir [20]. Bu zaman zarfinda TNF-a makrofaj
ve diger inflamatuvar hiicrelerden salgilanir, sekonder inflamatuvar sinyalleri
diizenlenlemede rolii oldugu ve kirik kaynamasi icin gerekli hiicrelere kemotaktik
ajan gibi davrandigi disiiniilmektedir [21]. TNF-o nin ayrica in vitro olarak
mezenkimal stem cell (MSC)lerin osteojenik farklilasmasini  indiikledigi
gosterilmistir [22]. Bu etkilere, hem osteoblastlar hem de osteoklastlar {izerinde
eksprese edilen iki reseptor TNFR1 ve TNFR2'nin aktivasyonu aracilik etmektedir.
Ayrica TNFR1 herzaman kemikte eksprese edilirken, TNRF 2 sadece yaralanmadan
sonra eksprese edilir. Bundan dolayr TNRF 2 nin kemik rejenerasyonunda daha
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spesifik bir role sahip oldugu diistiniilmektedir [21, 23]. IL-1 ve IL-6 kirik iyilesmesi
i¢in en dnemli sitokinlerdir. IL-1 ekspresyonu TNF-a ya benzer. inflamasyonun akut
evresinde makrofajlar tarafindan iretilir ve osteoblastlarda IL-6 iiretilmesini
indiikler, primer kikirdak kalus iiretimini tesvik eder ve ayrica IL-1RI ve IL-1RII
reseptorleri aracihifiyla yarali bolgede anjiyogenezi tesvik eder [21, 24, 25]. IL-6 ise
sadece akut fazda iiretilir. VEGF {iretimini saglayarak anjiyogenezisi stimiile eder ve

ayrica osteoblast ve osteoklastlarin farklilagmasina yardimci olur [26].

Kirik iyilesmesi i¢in mezenkimal kok hiicrelerin (MSC) prolifere olup
osteojenik hiicrelere diferansiye olmasi gerekir. MSC lerin nerden geldigi tam olarak
anlasilamamustir. Su anki ¢ogu calismaya gore bu MSC lerin etraftaki yumusak doku
ve kemik iliginden geldigi yoniindedir fakat yapilan bazi galismalara gére kan
dolasimindaki MSC lerin hasarli bolgeye gelmesinin kirik iyilesmesi i¢in cok dnemli
bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir [27, 28]. MSC lerin kirik bdlgeye gogiinii
diizenleyen molekiillerin ise BMP 2 ve BMP 7 oldugu diisiiniilmektedir [29].

2.4.2.2 Onarim (Yumusak ve Sert Kallus) Faz

Sekonder kirtk iyilesmesi hem intramembrandz hemde endokondral
kemiklesmeyi i¢cermesine ragmen sonradan mineralize olup rezorpsiyona ugrayacak
ve yeni kemik olusturacak yumusak kallus formasyonu bu siirecte anahtar rol oynar.
Primer hematom olustuktan sonra, fibrin bakimindan zengin bir graniilasyon dokusu
olusur [30]. Bu dokuda, kirik uglar1 arasinda ve periost alanlarinin disinda
endokondral kemiklesme meydana gelir. Bu bolgeler ayn1 zamanda mekanik olarak
daha az stabildir ve kikirdak dokusu yumusak kallus olusturarak kiriga istikrarl bir
yapt kazandirir [31]. Hayvan modellerinde (sigan, tavsan, fare) yumusak kallus
olusumunun travma sonrast 7-9 giinde pik yaptigi gosterilmistir [32]. Ayn1 anda
subperiostal olarak kirigin distal ve proksimal sonlanma noktalarinda sonradan sert
kallusa doniisecek olan intramembrandz kemiklesme baslar. En sonunda bu sert
kallusun nihai olarak kopriilenmesi sonucunda kirikta yiik taginmasini saglayan yari

kat1 yap1 olusur[14].
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Bu kallus dokularmin olusumu, ¢evresel yumusak dokulardan, korteks,
periost ve kemik iligi ¢evresindeki MSC'lerin alinmasi ve uzak hematopoetik
alanlardan kok hiicrelerin sistemik dolagimla kirik bolgesine gelmesine baglidir.
Kirik bolgesine gelen MSC ler kondrosit ve osteoblastlara farklilagirlar. Bu siiregte
transforming growth factor-beta (TGF-p) ailesi 6nemli role sahiptir. TGF- 2 ve -B3
iin kondrogenezis ve endokondral kemiklesme i¢in ayrica BMP-5 ve 6 ninda
intramembrandz kemiklesme i¢in MSC leri uyardig1 diisiiniilmektedir [33, 34]. Bu
iyilesme siirecinde BMP 2 ninde kritik role sahip oldugu diisiiniilmektedir. BMP 2
nin inaktive edildigi farelerde kirik kaynamasi icin gerekli kallusunun olugmadig:

gosterilmistir [35].

Kiriklari iyilesmesi i¢in bir kan temini gerekir ve basarili kemik onarimi igin
revaskiilarizasyon sarttir [36]. Endokondral kirik iyilesmesinde kondrositlerin
apopitozu ve kikirdak degradasyonu i¢in kirik bolgesinde yeni kan damarlarinin
olusmas1 sarttir [37]. Vaskiilarizasyon siireci vaskiiler endotelyal growth
faktor(VEGF) bagimli yol ve anjiopoetin bagimli yol olmak tizere iki molekiiler yol
ile diizenlenir. Anjiyopoetin bagimli yol iyilesmenin erken evresinde etkilidir.
Periosttaki mevcut damarlardan kirik i¢ine damarlanmay1 baslattigi disiiniilmektedir.
VEGF yolunun vaskiiler rejenerasyonun ana diizenleyicisi olarak diisiiniilmektedir
[36]. Osteoblastlarda ve hipertrofik kondrositlerde yiiksek diizeyde VEGF salinimi
oldugu bundan dolay1 vaskiilerize kemik dokuda kan damarlarinin invazyonunun,
avaskiiler kikirdak matriksin doniisimiiniin arttigi gosterilmistir [36]. VEGF hem
vaskiilogenezi (endotelyal mezenkimal hiicrelerin vaskiiler pleksus igine
agregasyonu ve proliferasyonu) hem de anjiyogenezi (6nceden olusan damarlarin
genisletilmesi) destekler [38]. Bundan dolayt VEGF kirik hattinda hem

neoanjiyogenez hem de revaskiilarizasyon i¢in hayati rol oynamaktadir

Kemik iyilesme siirecinde primer yumusak kartilagindz kallusun rezorbe
edilip yerini sert kemik kallusa birakmasi gerekir. Kirik iyilesmesinin bu agamasinda
embriyolojik kemik gelisimi ile hiicresel proliferasyon ve diferansiyasyonun

(hiicresel hacim ve matriks birikiminin artis1) kombinasyonu goriiliir [39].

Kirik kallusunda kondrositler prolifere olup hipertrofik hale gelirler ve
ekstraseliiler matriks kalsifiye olur. Esas olarak makrofaj koloni stimiile fatér( M-

CSF), receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (RANKL),osteoprotegerin
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(OPG) ve TNF-a tarafindan yonetilen kaskat bu mineralize kikirdagin
rezorpsiyonunu baglatir [20, 40]. Bu siiregte M-CSF, RANKL, OPG nin
woven(immatiir) kemik olusumu igin kemik hiicrelerinin birikimi ve osteoklast
aktivasyonunu diizenledigi diisiiniilmektedir. TNF-a nin ise osteojenik MSC lerin
birikimini sagladigt ama daha O©nemlisi kondrosit apopitozisini baslattig
distiniilmektedir [20]. Kalsifikasyon mekanizmas: hipoksik kirik alaninda
mitokondriler tarafindan iiretilen kalsiyum igeren graniiller tarafindan saglanir. Kirik
kallusundaki kondrositlerin  sitoplazmalarinda  biriken kalsiyum  graniilleri
ekstraseliiler matrikse tasinir. Burda fosfat ile birlesen kalsiyum baslangic mineral
deposunu olusturur. Bu kalsiyum ve fosfat deposu apetit kristalleri i¢in bir nidus
gorevi goriir [41]. Sert kallus formasyonunun pikine, hayvan modellerinde 14. giinde
ulasildigr bildirilmistir [32]. Sert kallus dokusu olusumu ilerledik¢e ve kalsifiye
kikirdak yerini immatiir(woven) kemige biraktik¢a kallus daha kati ve mekanik
olarak da daha sert hale gelir [14].

2.4.2.3 Remodelling Fazi

Sert kallus, biyomekanik stabilite saglayan saglam bir yapiya sahip olmasina
ragmen, normal kemigin biyomekanik 6zelliklerini tam olarak saglayamamaktadir.
Bunu basarmak i¢in kirik iyilesme kaskadi ikinci rezorptif fazi baslatir. Bu siirecte
sert kallus, santral mediiller kanalli lamellar kemige doniisiir [20]. IL-1 ve TNF-a bu

stireci diizenleyen sitokinlerdir [37].

Yeniden sekillendirme islemi, osteoklastlar tarafindan sert kallus
resorpsiyonu ve osteoblastlar tarafindan lamellar kemik yapimi ile gerceklestirilir.
Bu siiregte dis kallus lamellar kemik yapisina doniisiirken i¢ kallus kemiklerin
diyafizinin karakteristik mediiller kavitesini olusturur. Remodelling fazi, hayvan ve
insan modellerinde 3-4 hafta gibi erken bir tarihte baslasada, yeniden sekillenmenin
tam olarak rejenere edilmis bir kemik yapisi elde etmek icin tamamlanmasi yillar

alabilir [42].

Kemik remodelizasyonunun basarili olabilmesi i¢in yeterli kan temini ve

mekanik stabilite ¢cok onemlidir. Her iki durumun saglanamadigi durumlarda bu
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stireg atrofik (fibroz) nonunion ile sonuglanir. Yeterli vaskiileritenin saglanip unstabil
fiksasyonun yapildigi durumlarda iyilesme siireci bir kartilagindz kallus olusturacak
sekilde ilerler fakat sonugta hipertrofik nonunion veya psddoartroz ile sonuglanir

[15].
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2.5 Nonunion (Psodoartroz)

Nonunion kiriklar travma vakalarinin kiigiik bir yilizdesini olustursa da
ortopedik cerrahlar i¢in tedavisi ciddi bir sorun yaratmaktadir. Kiriklarda nonunion
segmenter kemik kaybiyla gelen agik kiriklarda goriilecegi gibi diisiik enerjili bir
kirigr takiben kirik kaynamasi evrelerindeki bir problemden de kaynaklanabilir.
Biitiin kiriklarin % 90-95 i sorunsuz iyilesir [43]. Nonunionlar, biyolojik kirik
onartminin yerel biyolojiyi ve kemik hasarimin mekanigini asamadigi vakalarin

kiigiik bir yilizdesidir.

Kirik iyilesmesi basit ama kompleks bir biyolojik siirectir. Viicuttaki ¢ogu
doku skar ile 1iyilesirken kemik kendisine benzer bir dokuyla iyilesir. Basitce
nonunion kirigin beklenen siirede kaynamamasidir. Daha genel anlamda nonunion
miidahale olmadan kirik iyilesmesinin devam etmeyecegi durumdur [44, 45]. Bu

tanim goreceli olup ortopedistler aras1 degiskenlikle sonuglanir.

Litaratlirde nonunion i¢in ¢ok fazla tanim mevcuttur. Bundan dolayr FDA
nonunionu kirgin en az 9 aylk olup 3 aydir kirik iyilesmesinde bir ilerleme

olmamasi durumu olarak tarif eder [46].

2.5.1 Nonunion Etyolojisi

Iyi bir kemik iyilesmesi i¢in mekanik stabilite, yeterli kan akimi, kirik uglart
arasinda temas gereklidir. Bunlardan birinin veya birka¢inin saglanamamasi
nonunion ile sonuglanir. Yaralanmanmn ciddiyeti ve fiksasyonun yeterli

saglanamamasi da bu gereklilikleri negatif etkiler.

2.5.1.1 instabilite

Mekanik instabilite kirik bolgesindeki asir1 hareket olarak tanimlanabilir.
Mekanik instabilite yaratacak durumlar yetersiz fiksasyon, kirik bdlgesinde

distraksiyon, kirikta defekt olmasi, yetersiz kemik kalitesini icermektedir. Yeterli bir
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kan kaynagi varsa, kirik alanindaki asir1 hareket, bol miktarda kallus olusumu, kirik
hattinin genislemesi, fibrokartilajin mineralize edilememesi ve nihai olarak

kaynamada basarisiz olmaya neden olur.

2.5.1.2 Yetersiz Vaskiilerite

Ciddi yaralanma veya cerrahi diseksiyon nedeniyle kirik yiizeyindeki kan
akimi bozulabilir. Genis yumusak doku yaralanmasinin nonunion riskini arttirdigina
yonelik ¢alismalar mevcuttur [47-49]. Acik kiriklar ve yiiksek enerjili kapali kiriklar
yumusak dokuda siyrilmaya, periosteal ve endosteal dolasimin zedelenmesine sebep

olur.

Vaskiilarite cerrahi islem sirasinda ¢ok fazla yumusak doku ve periost
styrilmasi sonuncunda da bozulabilir. Sebep ne olursa olsun yetersiz vaskiilarite kirtk
uclarinda nekroza sebep olur. Bu nekrotik ylizeyler kirik kaynamasini inhibe edip

nonuniona yol acar.

2.5.1.3 Zayif Kemik Temasi

Kirik uglarmin temasinin az olmasi, yumusak doku interpozisyonu, kirik
fragmanlarin malpozisyonu veya malaligmani, kemik kaybi ya da kemik uglar
arasindaki distraksiyona bagli olabilir. Sebebi ne olursa olsun zayif kemik temasi
stabilitey1 zayiflatarak kirik alaninda defekte neden olur. Kirikta nonunion gelisme
riski kiriktaki defekt miktar1 arttik¢a yiikselir. Osteoblastik atlama mesafesi olarak
adlandirilan dogrudan osteonal iyilesme yoluyla kortikal defektlerin kopriillenmesi
i¢in esik degeri tavsanlarda yaklasik 1 mm'dir [50]. Daha biiyiik kortikal defektlerde
tyilesebilir fakat bu durumda siire¢ daha yavas ve immatiir(woven) kemik olusumu
ile olur. Kritik defekt kirik uglar1 arasindaki arasindaki kopriilesmenin miidahalesiz

gerceklesemeyecegi mesafeyi temsil eder. Bu tavsanlarda 15 mm dir.
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2.5.1.4 Enfeksiyon

Kirik bolgesinde enfeksiyon nonunion riskini arttirir [49]. Kemik veya
cevresindeki yumusak dokularin enfeksiyonu, enfekte olmayan kiriklarin
kaynamasinda basarisizliga neden olan aymi lokal ¢evreyi olusturabilir. Ayrica
enfekte kemikteki implantlarin kaybi kirtk bolgesinde mekanik instabilitenin

azalmasina sebep olur.

2.5.1.5 Sigara I¢imi

Sigara i¢imi, kirik iyilesmesini olumsuz sekilde etkiler. Nikotin kemikte
vaskiiler biiyiimeyi ve revaskiilerizasyonu engeller [51, 52]. Ayrica osteoblast
fonksiyonunu bozar [53, 54]. Schmitz ve arkadaslar1 146 tip 1 agik tibia kiriginda
yaptiklar1 ¢alismada sigara igenlerde kaynamanin anlamli derecede geciktigini

bildirmiserdir [55].

2.5.1.6 Tla¢ Kullanim

NSAID lerin kirik iyilesmesi iizerine olan etkileri tartismalidir. Baz1 hayvan
calismalarinda NSAID lerin kirik kaynamasina negatif yonde etkileri bildirilmesine
ragmen [56-58], NSAID lerin kirik kaynmasini etkilemedigi yéniinde calismalar da
mevcuttur [59, 60].

Kirik iyilesmesini negatif yonde etkileyen diger ilaglar fenitoin [46],

siprofloksasin [61], steroidler, antikoagiilanlar olarak sayilabilir.

2.5.2 Nonunion Siniflandirmasi

Kaynamama septik ve aseptik olmak ftizere iki gruba ayrilir. Septik

kaynamamada altta yatan bir enfeksiy6z siire¢ varken aseptik kaynamamada
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enfeksiyon yoktur. Hem septik hem de aseptik nonunionlar atrofik, oligotrofik,

hipertrofik ve hatta belirgin psddoartroz olarak siniflandirilabilir.

Avaskiiler olarak da adlandirilan atrofik nonunionda kirik iyilesme cevabi
zay1ftir. Radyolojik olarak hi¢ kallus dokusunun olugmamasi ile karakterizedir. Kirtk
iyilesmesi yanitindaki bu eksiklik yaralanmaya (agik kirik vb.), cerrahi tedaviye (¢cok
fazla yumusak doku siyrilmasi) veya hasta ile ilgili sorunlara (diyabet, sigara
kullanim1 vb.) baglh olabilir [62]. Atrofik kaynamamalarin tedavisinde kirik

bolgesinde biyolojik yaniti uyarmak amaglanir.

Hipervaskiiler olarak da adlandirilan hipertrofik nonunion da ise anormal
iyilesme yaniti mevcuttur. Genellikle iyilesme yanit1 ve kanlanma yeterlidir [63, 64].
Sorun kaynamayi1 saglayacak stabilitenin saglanamamasidir. Kirik hattindaki
fibrokikirdak doku mekanik faktorler nedeniyle mineralize olamaz [62]. Bu durumda
rontgende asir1 kallus dokusu izlenir. Hipertrofik nonunion tedavisinde yeterli

stabilizasyonun saglanmasi amagclanir.

Oligotrofik nonunion atrofik ve hipertrofik kaynama arasinda kalan durumu

tanimlar.

Psodoartrozda asir1 ve siirekli hareket nedeniyle hipertrofik kaynamama

yaninda ger¢ek ekleme benzer sekilde sinoviyal s1vi igeren bir bosluk goriilebilir.

2.5.3 Nonunionun Degerlendirilmesi

Kaynamama ile gelen her hasta ayr1 degerlendirilmelidir. Degerlendirme
stireci belki de hastanin tedavi yolundaki en kritik adimdir. Cerrahin kaynamamay1
nasil tedavi edecegi hakkinda oOneri sahibi olmasimi saglar. Bu degerlendirmenin
amaci kaynamamanin etyolojisini ortaya ¢ikarmak ve kaynamamanin tedavisi i¢in bir

yol olusturmaktir.
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2.5.3.1 Anamnez

Degerlendirme ilk kirigim ne zaman oldugu ve kirik mekanizmasinin
Ogrenilmesiyle baglar. Yaralanma oncesi medikal problemler ve ek yaralanmalar
kayit altina alinir. Hastalar kaynamamaya bagli agr1 ve fonksiyon kisitliligi hakkinda
sorgulanir. Hastanin bu kirik i¢in gecirdigi onceki cerrahiler hangi tedavilerin
uygulandig1 hastaya sorulur. Daha 6nceki ameliyat prosediirleri bilgisi, dogru tedavi
planim1 tasarlamak i¢in kritik Onem tasir. Ayrica anamnezde Onceki yara yeri

enfeksiyonlar1 varsa yari yeri kiiltiirleri sorgulanmalidir.

Hastanin genel saglig1 ve beslenme durumu sorgulanmalidir. Malnutrisyon ve
kaseksinin kirik kaynamasini engelledigi bildirilmistir [65]. Nonunionla gelen obez
hastalarda da kemige ulagmak i¢in gereken yag dokusu fazla oldugu i¢in cerrahi

sirasinda tam bir mekanik stabilizasyon yapmak zordur [66].

2.5.3.2 Fizik Muayene

Anamnezden sonra detayl bir fizik muayene yapilmalidir. Kirk bolgesine
aktif drenajin olup olmadig1 ve ekstremitedeki deformasyon not edilir. Kirik hatt1 elle
muayene edilerek kirik hattinda hareket olup olmadigi ve bu islem esnasinda agr
olup olmadig belirlenir. Kirik seviyesinin alt ve iistiindeki eklem muayene edilerek

ROM lar1 ve varsa kisitliliklart not edilir.

2.5.3.3 Radyoloji

2.5.3.3.1 Direkt Grafi

Direkt grafiler akut kiriklarin tanisinda sik olarak kullanilsa da kirik
kaynamasinin degerlendirilmesinde direkt grafilerin kullanimi net degildir. Diret
grafiler kullanilarak kaynamama tanis1 genellikle kaynamanin olmadig1 gosterilerek

konulur.
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Diiz grafiler ile kirik kaynamasi kirik hatti boyunca kopriilesen kallusun
varhigi ile gosterilir. Primer kirik iyilesmesiyle iyilesen rijit fiksasyonun yapildigi

kiriklarda kallus goriilmez.

2.5.3.3.2 Bilgisayarh Tomografi

Giiniimiizde BT cihazlariyla her diizlemde yiiksek kaliteli goriintii elde etmek
mimkiindiir. Boylelikle kemik kopriilesmedeki yetersizlik degerlendirilebilir.
Tibiadaki kaynamamalarin tespitinde BT nin yiiksek duyarliliga(%100) sahip oldugu
gosterilmistir [67]. Fakat BT nin en 6nemli dezavantaji1 diisiik 6zgiilliigiidir [67]. Bir
calismada kemik cevresinin %25 inden az koprilesme olan hastalar kaynama
acisindan yiiksek riskli bulunurken(%37.5) bu oran %25 inden fazla kopriilesmesi

olan hastalarda sadece %9.7 dir [68].

2.5.3.3.3 Kemik Sintigrafisi

Kaynamamalarin biiyiik ¢ogunlugu kemik sintigrafisinde normal iyilesme

stireci devam eden kiriklarda oldugu gibi yogun tutulum gosterir [69].

2.5.4 Nonunion Tedavisi

2.5.4.1 Cerrahi Dis1 Tedavi

Cerrahi dis1 tedaviler direkt ve indirekt girisimler olarak ikiye ayrilir. indirekt
girisimlere hasta sigara igiyorsa sigaraya ara verilmesi, hastanin beslenmesinin
diizenlenmesi, endokrin veya metabolik bir bozuklugu varsa bunlarin tedavi edilmesi

ornek olarak verilebilir.

Direkt girisimlere 6rnek olarak elektrik stimiilasyonu, ultrason, hastanin kirtk

lizerine yiik vermesi gosterilebilir. Yiik vermenin mekanik yliklenme ile osteoblastik
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aktiviteyi arttirdign  diistiniilmektedir  [70].  Elektrik  stimiilasyonunun  etki
mekanizmasi kirik bolgede elektrik potansiyelini degistirmesi olarak bildirilmistir
[71, 72]. Disiik yogunlukta ultrasonun kiriklarda kaynama hizin1 arttirdigi
gosterilmistir [73, 74].

Cerrahi dis1 tedaviler i¢in nonunion bolgesindeki dizilim bozukluklari
kontrendikasyon olusturur, c¢linkii kaynamama iyilestiginde dizilim bozuklugu

nedeniyle kalacak deformite hastada fonksiyonel kisitliliga neden olacaktir.

2.5.4.2 Cerrahi Tedavi

Kaynamamanin cerrahi tedavisinde seg¢ilen yontemden bagimsiz olarak bazi
genel ilkeler vardir. Tibbi uygulamalarin ¢ogunda oldugu gibi uygun tedavi
planlamasi i¢in ilk ve en 6nemli basamak dogru taninin konulmasidir. Tam bir tani
icin kaynamama atrofik, oligotrofik, hipertrofik ve psddoartroz olusuna gore
simiflandirilmali, septik veya aseptik oldugu belirlenmeli ve eslik eden deformite

tespit edilmelidir.

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

bolgesinin debridmani ve kemik greftlenmesi zorunlu degildir.

Psodoartrozlar, canli ve atrofik kaynamamalar, cansiz kabiil edilmesine
ragmen her ikisinde de kaynamama boélgesinin debride edilmesi gerekir. Atrofik
kaynamama tedavisinin temel ilkesi, 6li kemik uglarim1 temizleyerek kanayan
saghikli kemigi ortaya c¢ikarmaktir. Her iki kaynamama tipinde de kemik

greftlenmesine ihtiyag duyulur.

Kaynamama tedavisinde bir diger 6nemli genel kural da enfeksiyon kontrolii
ve tercihen ortadan kaldirilmasidir. Enfeksiyon olmadiginda ciddi ve kompleks
kaynamamalar iyi bir sekilde tedavi edebilirken, enfenksiyon varliginda basit

kaynamamamlar bile tedaviye direngli hale gelir. Eger hastada enfeksiyon varligi
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varsa nonunion tedavisinden Once enfeksiyon tedavisi yapilmalidir. Bolgedeki
implantlarin ¢ikarilmasi ve saglikli bir ¢evre elde edene kadar seri debridmanlarda
nekrotik yumusak dokular ve kemigin uzaklastirilmasi ilk adim olmalidir.
Enfeksiyonla miicadeleye yardimci olacak stabilizasyonun saglanmasi icin eksternal
fiksatorler tercih edilebilir. Ancak antibiyotik kapli IM g¢iviler kullanilabilecek
secenekler arasinda yer almaktadir [75, 76]. Enfeksiyon tedavisi etkene 0Ozgii
parenteral antibiyotikle 6 hafta devam eder. Enfeksiyonun kontrol altina alindigi
klinik ve laboratuvar verileri ile dogrulandiginda kaynamama tedavisinin son
asamast uygulanabilir. Eksternal fiksasyondan internal fiksasyona gecerken 2
asamali tedavi uygulanir. Eksternal fiksator cikarilir pin diplerinin iyilesmesini
saglamak icin hasta atele alinir ve bir miiddet beklenir. Pin dipleri kapandiktan sonra

hastanin nihai tedavisi uygulanir

2.5.4.2.1 Kaynamama Tedavisinde Plak Vida Kullanimi

Plak ve wvidalar ile nonunion tedavisi ¢ogu anatomik bolgede, ayrica

segmenter kaybin oldugu uzun kemiklerin diyafizyal bolge kiriklarinda kullanilabilir.

Kaynamama tedavisinde plaklarin kullanimi, genellikle uygulamanin goéreceli
invazif olmasi ve ¢ogunlukla daha 6nceden etkilenmis yumusak dokunun bir daha
diseke edilmesi nedeniyle kisitlanir. Yumusak doku problemi olmayan, yumusak
dokunun plak ortiinmesini saglayacagi durumlarda plaklar her tip kaynamamada

kullanilabilir.

2.5.4.2.2 Kaynamama Tedavisinde intramediiller Civi Kullanimi

Intamediiller ¢ivi kaynamama tedavisinde 3 farkli sekilde kullamlir. Bunlar
oncesinde ¢ivi yapilmamis kaynamamalarda civileme, onceden ¢ivi yapilmis ve
kaynamast olmayan hastlarda ¢ivi degisimi veya dinamizasyondur. Bu
uygulamalardan hangisi yapilacak olursa olsun ¢ivi tedavisi engok uzun kemiklerin

diyafizleri i¢in uygundur. Metafizyel kaynamamalarda ¢ivi kullanim1 hakkinda farkli
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sonuglar bildirilmistir ve en 1iyi sonuglar distal femur ve distal tibia

kaynamamalarinin intramediiller ¢ivilenmesi ile elde edilmistir [77, 78].

Uzun kemiklerin diyafiz kiriklarinda altin standart IM ¢ivileme oldugu icin
kaynamamada ¢ivi degisimi primer IM ¢ivilemeden daha siktir. Primer IM ¢ivileme
daha cok konservatif tedavi uygulanip kaynamanin saglanamadig: tibia ve humerus

saft kiriklarinda kullanilir.

Civi degisimi eski c¢ivinin yeni ve daha biiyiikk boy bir oymali ¢ivi ile
degistirilmesidir. Femur ve tibia kaynamamalarinda ¢ivi degisimi sonrasi kaynama
oranlart %50 ile %90 arasinda degismektedir [79-81]. Civi degistirilmesinin nedeni
kilitleme vidasi kullanilmamasi veya kirilmasina bagli rotasyonel instabilite veya
kiiciik ¢ivi kullanimina bagli stabilite eksikligidir. Civi degisimindeki oyma islemi ile
bir miktar lokal kemik grefti birikir bu greftin iyilesmey1 hizlandirdig: bildirilmistir
[82]. Ama biiyiik miktardaki defektlerin bu sekilde dolmayacagi unutulmamalidir.
Kirik bélgesine agik greftleme yapilacaksa IM civileme ¢ok tavsiye edilmemektedir.
Civi degisimi kemik diziliminin uygun oldugu durumlarda tercih edilmelidir. Yeni
yerlestirilecek ¢ivi eski ¢ivinin yolundan gidecegi i¢in agisal dizilim bozukluklar

yeni ¢ivi ile de devam edecektir.

Kaynamama icin IM civileme teknigi akut kiriklarda kullanilan teknikle
aynidir. Fakat ¢ivi degisimi i¢in yapilacak oyma isleminin oncekinden ne kadar
biiylik olacagi konusunda halen tartismalar devam etmektedir. Eski ¢aligmalar en az
2 mm fazla oyma yapilmasin1 6nerirken yeni calismalar 1 mm fazla oymanin da
yetecegi yoniindedir [83]. Civi degisiminde amag¢ kaynama icin gerekli mekanik

direnci saglayacak kadar biiyiik ¢ivinin yerlestirilmesidir.

Dinamizasyon ¢ivinin bir ucundaki kilitleme vidalarinin ¢ikarilarak yiik
verme ile aksiyel kisalmanin saglanmasidir. Dinamizasyonla kirik hattindaki defekt
kiigiiltillerek kaynama saglanmaya calisilir. Kaynamama ve gecikmis kaynama

olgularmin %50 sinde dinamizasyon ile kaynama saglandigi bildirilmistir [84-86]
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2.5.4.2.3 Kaynamama Tedavisinde Eksternal Fiksator Kullanim

Kiriklarin tedavisinde ¢ok farkli ekstrenal fiksator tipleri kullanilmasina
ragmen ince tellerin kullanildig1 sirkiiler fiksatorler ve ilizarov teknigi
kaynamamalarin eksternal fiksasyon ile tedavisinin ana parcalaridir. ince tellerin
kullanildig1  fiksatorler el, ayak hatta Kklavikula gibi uzun kemiklerin
kaynamamalarinda kullanilabilir [87-89]. ilizarov tekniginin diger avantajlar1 bu
yontemin daha az yumusak doku hasarina neden olmasi ve varolan deformitelerin

yavag yavas diizeltilmesine imkan vermesidir

Kaynamamalarin sirkiiler fiksatorle tedavisinde pin diplerine dikkat
edilmelidir. Ekleme komsu pin diplerinin enfeksiyonu septik artrit riski tasir. Bundan
dolay1 pin dibi bakimi hastaya iyi bir sekilde anlatilmalidir. ilizarov ile kaynamama
tedavisinin bir diger avantaji da hastanin erken yiik verebilmesidir. Yumusak doku

defektleri iyilestikten sonra hasta tolere edebildigi kadar yiik verebilir.

2.5.4.2.4 Kaynamama Tedavisinde Artroplasti

Kaynamama tedavisinde artroplasti veya hemiartroplastinin kullanimi
sinirlidir. Eger dogru hasta secilirse artroplasti hizli1 ve fonksiyonel diizelme saglar.
Artroplasti yapabilmek i¢in kaynamama eklem bolgesinde olmali ve kemik
kesilerinin kaynamama bolgesini de igermesi gerekir. Yaglilarda kaynamamaya eslik
eden artrit bulgular1 varsa artroplasti iyi bir se¢enektir. Geng hastalarda protezin belli
bir dmrii olmasindan dolay1 kaynamamalarda artroplastiden daha ¢ok osteosentez

Onerilir.

Artroplasti i¢in en uygun kaynamama bdlgeleri distal femur ve distal
humerustur [90-92]. Her iki bolge de 6nemli yumusak doku baglantilarinin olmamast
bunun nedenidir. Femur ve humerusun distal uglarinin aksine proksimal ug¢larina
bircok kas ve tendon yapistigi i¢cin femur ve humerus proksimal ug
kaynamamalarinda artroplasti ¢ok uygun bir secenek olarak goriilmemektedir. Aktif

enfeksiyon varligi artroplasti i¢in kontraendikasyon olusturur. Artroplasti se¢enegi
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enfekte kaynamamalarda enfeksiyon agresif bir sekilde tedavi edildikten sonra

uygulanmalidir.

2.6 Segmenter Kemik Kaybi1 Olan Kaynamamalarin Tedavisi

Travmaya bagli kemik kaybinin oldugu segmenter defektler kaynamama ile
karsimiza ¢ikabilir. Etiyolojisine bakilmaksizin, bu durum hasta ve cerrah i¢in ¢ok
zorlu problemlerdir. Segmenter defektlerin tedavisinde otojen kemik greftlenmesi,
serbest vaskiilarize fibula grefti gibi bircok cerrahi se¢enek tanimlanmistir. Bu
durumun cok nadir goriinmesi ve hastadan hastaya farklilik gostermesinden dolay1
altin standart tedavinin ne oldugu konusunda goriis birligine varilamamistir. Bundan

dolay1 tedavideki kararlar cerrahin kisisel deneyim ve becerisine kalmstir.

2.6.1 Ilizarov Teknigi ile Kemik Defektlerinin Tedavisi

Segmenter defekti olmayan kaynamamalarin ilizarov ile tedavisinde
kaynamama bolgesinde basit kompresyon veya distraksiyon ya da bu ikisinin
kombinasyonu kullanilir. (Sekil 5-a) Kemik defekti oldugunda ise distraksiyon
bolgesine kortikotomi yapilir ve kemik distrakte edilirken, defektin oldugu bdlgeye
ise kompresyon yapilir. (sekil 5-b) Bu metod son 20 yildir tibia defektli hastalarin
tedavisinde etkin olarak kullanilmaktadir[93, 94]
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Betore After

Sekil 5. ilizarov teknigi ile kemik defektinin tedavisi

2.6.2 Masquelet Teknigi ile Kemik Defektlerinin Tedavisi

Uzun kemiklerin genis diyafiz defeklerinin rekonstriiksiyonu genellikle
kemik kaybinin etiyolojisi ne olursa olsun ekstremite kurtarma ic¢in en biiyilik
zorluktur. En sik ve en yaygin kullanilan metodlar vaskiilerize fibula grefti ve
ilizarov ile distraksiyon osteogenezi islemidir. Kemik otogreftleri defekt 4-5 cm nin
tizerinde oldugu zaman onerilmez. Ciinkii diyafizyel defekt 5 cm nin iizerine ¢iktig1
zaman greft 1yi kanlanan bir kas dokusu zarfi i¢inde dahi olsa rezorpsiyona ugrar ve
kaynama gergeklesmez [3, 95]. Masquelet indiiklenmis membran ve kanselloz
otogreftlerin kombine edildigi bir prosediir 6nermistir [4]. Masquelet ilk olarak bu
teknigi 1986 da 25 cm uzunlugunda diyafizyel kemik kaybinin rekonstriiksiyonunu
vaskiilarize kemik grefti ihtiyact olmadan yaparken tanimlamigtir [5]. Hatta bu
teknigin defekt alan1 enfekte olsa veya radyoterapiye maruz kalsa dahi otogrefti

koruyacak membrani olusturdugu bildirilmistir [5, 96].

2.6.2.1 Teknigin Prensipleri

Rekonstriiksiyon iki farkli cerrahi asama gerektirir. Ilk asamada radikal

debridman sonrasi defekt polimetilmetakrilat (PMMA) ¢imento spacer ile doldurulur.
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Spacer dokuda yabanci cisim reaksiyonu olusturur ve spacerin iizerini yabanci cisim
reaksiyonuna bagli bir membran kaplar. 6-8 hafta sonra ikinci asamada spacerin
lizerini kaplayan membrana zarar vermeden spacer cikarilir ve kaviteye iliak
kanattan alinan otolog kemik grefti uygulanir. iliak greftin yeterli olmadig1 zaman
kanselldz kemik grefti 3 e 1 oranla karistirilarak da kullanilabilir [97]. 1k asamada
¢imento uygulanirken ikinci asamada membranin zarar gormeden kaldirilabilmesi
icin sadece defekte degil etraf kemik dokuya da siiriilmesi gerekir. Ayrica greftin
siirlandirilabilmesi i¢in ikinci asamada greft uygulandiktan sonra membranin ve

etraf yumusak dokunun sikica dikilmesi gerekir [97].

Spacerin ilk rolii mekaniktir. Defektin igerisine fibroz doku invazyonunu
Onler. Hatta spacer yabanci cisim gibi davranir ve greftleme i¢in uygun lokal sartlari
olusturur. Ikinci rolii ise biyolojiktir. Kemik greftini revaskiilarize edecek ve
rezorpsiyonunu o6nleyecek membranin indiiksiyonunu saglar [4, 5, 96]. Klauke ve
arkadaslart yaptigi bir c¢alismada koyunlarin femurunda 3 cmlik bir defekt
olusturulup defekt PMMA spacer ile doldurulmus 1 ay sonra spacer ¢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 [98].

2.6.2.2 Yabanci Cisim Reaksiyonu ile indiiklenmis Membran Olusmasi

Yumusak doku iyilesmesinin bir parcast olan graniilasyon dokusu
formasyonu yabanci cisim reaksiyonunda da izlenir [99]. Yabanci cisim reaksiyonu,
yabanci materyalin vaskiilarize yumusak dokuda meydana getirdigi yaralanma ile
baslar. Bu yaralanma doku rejenerasyonuna ve graniilasyon dokusunun yogun
fibrozis, kemik veya diger mezenkimal dokuya matiirasyonuna neden olabilen bir
akut inflamasyon fazini baslatir. Uygun olmayan durumlarda ise kronik inflamasyon
gelisir ve doku matiirasyon siirecini etkiler. Inflamatuar reaksiyonun derecesi,
kalitesi ve siiresi, doku ortaminin optimizasyonu (tiim 6li doku ve enfeksiyonun

debridmani, yeterli vaskiilarizasyon) ile degistirilebilir. Graniilasyon dokusunun
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olusumundaki hem akut hem de ge¢ici inflamatuvar siiregler, makrofajlarin varligi,
makrofajlarin ve fibroblastlarin infiltrasyonu ile karakterizedir. Kapiller damar
olusumu ve neovaskiilarizasyon, olgunlasan graniilasyon dokusunun temel
ozelliklerinden biridir. Graniilasyon baslangigta hematomdan ve hiicre dig1 matriks
bilesenlerinden olusan bir doku Onciisiidiir ve zamanla neovaskiilerize fibroz bag
dokusu membranina doniisiir. Ayni sekide yabanci cisim reaksiyonunda da
graniilasyon dokusu yabanci materyali sarar daha sonra inflamatuvar reaksiyonun

sonunda bu graniilasyon dokusu matiir fibroz kapsiile doniisiir [100].

2.6.2.3 Olusan Membranin Histolojisi

Masquelet ve arkadaslar1 olusan membrani 1-2 mm kalinlikta kemik
lyilesmesi i¢in uygun bir c¢evre saglayan histolojik ozellikleri olarak da sinovyal
dokuya benzeyen bir yapi1 olarak tanimlamistir. Ayrica zengin bir vaskiilerize yapiya
sahip oldugunu ve kemik defekt i¢ine yumusak doku invazyonunu inhibe ederek
otolog kemik greftlerini rezorpsiyondan koruyabilecegini bildirmislerdir [5].
Pelissier ve arkadaslar1 tavsan modelinde PMMA ¢imento spaceri ektopik olarak
subkutan dokuya implante ederek biiytime faktorlerini (BMP-2, TGFB1, VEGF)
salgilayan osteojenik ve vaskiilojenik / anjiyojenik oOzelliklere sahip membranin
olustugunu ve bu membranin osteoblast diferansiasyonunun arttigini tarif etmislerdir
[96]. Viateau ve arkadaslar1 yaptigi calijmada membranda CBFA1 + hiicrelerin
bulundugunu bundan dolayr membranin osteoprogenitor hiicrelere sahip oldugunu
bildirmiglerdir [101]. Henrich ve arkadaslar1 PMMA spaceri ektopik subkutan
dokuya degilde farelerin femurunda olusturduklar1 defekte implante ederek olusan
membrani hem subkutan dokuda olusan membranla hem de periostla karsilastirmiglar
ve bu membranin subkutan dokuda olusan membranla ayni fakat yapisinin, kan
damarlarinin lokasyonunun, ve kalinliginin periosttan c¢ok farkli oldugunu

bildirmislerdir [102].
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2.7 Konsantre Growth Faktor (CGF)

Yara iyilesme siireci bir¢ok intraseliiler ve ekstraseliiler medyator tarafindan
yonetilir. Klinikte kemik ve yumusak dokularin iyilesmesini hizlandirmak ig¢in

trombosit konsantrasyonlar1 kullanilmaktadir.

Trombositler yliksek miktarda platelet-derived growth factor (PDGF),
transforming growth factor-p1 (TGF-B1) ve B2 (TGF-B2),fibroblast growth factor
(FGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), and insulin-like growth
factor(IGF) gibi biiylime faktorlerini ihtiva eder. Bu biiylime faktorleri hiicre

proliferasyonunu, matriks remodelingini, anjiyogenezi stimiile ederler [6].

Son zamanlarda, trombosit, biiylime faktorleri, 16kosit ve fibrin matriks elde
etmek i¢in trombosit konsantrasyonunu kullanan sayisiz teknik gelistirilmistir [103,
104].

[k jenerasyon trombosit konsantrasyonu trombosit zengin plazma (PRP)dir.
PRP uzun zamandir doku iyilesmesini hizlandirmak i¢in kullanilmaktadir. PRP igin
kan antikoagiilanl1 bir tiipe alinir ve santrifiije edilir. Santrifiij sonrasi tiipte 3 farkl
katman olusur en iistte aseliiler plazma(PPP) en altta kirmizi kan hiicreleri ve
bunlarin arasinda trombositten zengin alan bulunur. Bir enjektoér yardimiyla PPP,
trombositten zengin alan ve kirmizi kan hiicreleri katmaninin {ist yiizeyi aspire
edilerek antikoagiilansiz bir tiipe aktarilir ve tekrar santrifiij edilir. Santrifiij sonras1
dipte kalan katman PRP olarak adlandirilir (sekil 6). PRP uygulanirken elde edilen
PRP ye fibrin polimerizasyonu ve a graniillerin degraniilasyonu i¢in sigir trombini ve

kalsiyum klorid eklenir.
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Il Red corpuscules base.
[] Acellular Plasma (PPP)

[] Maximum platelet
concentration area.

\

Fibrin rich acellular plasma, usable as
conventionnal autologous fibrin glue.

cPRP : the platelet concentrate is
suspended in an acellular plasma
v fraction.
1" centrifugation :

blood separation in 3 2" centrifugation :
distinct strata. platelet concentration at
the bottom of the tube.

v

Sekil 6. PRP nin hazirlanisi

PRP uzun zamandir doku iyilesmesi i¢in kullanilmasina ragmen bazi
eksiklikleri mevcuttur. PRP nin fibrin polimerizasyonu ve sitokin salinimi kullanilan
trombin ve kalsiyum kloride baglhidir ve ayrica fibrin polimerizasyonu ve sitokin
salimimi1 bir anda oldugu i¢in PRP nin uzun dénem etkileri tartigmalidir [104]. PRP
nin hiicre diferansiyasyonu ve proliferasyonu iizerine etkilerinin ¢eliskili oldugunu

bildiren yayinlarda mevcuttur [7].

Choukroun 2006 yilinda trombosit zengin fibrin (PRF) adi verilen yeni bir
protokol yayinlamistir [104]. Bu protokolde hastanin vendz kani PRP den farkh
olarak antikoagiilansiz tiipe alinir. Alinan kan hemen 10 dk 3000 rpm de santrifiije
edilir. Santrifiij sonrasi tiipte en iistte PPP ortada plateletten zengin fibrin (PRF) en
altta kirmizi kan hiicreleri olmak iizere 3 katman olusur (Resim 3). Bu fibrin
matriksin hiicrelerin migrasyonunu, proliferasyonunu, osteoblastik
diferansiyasyonunu destekledigi, anjiyogenezi indiikledigi, oOzellikle kemik

iyilesmesinde dnemli bir role sahip oldugu bilinmektedir [105, 106].
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Red corpuscules
base.

Resim 3. PRF nin hazirlanist

PRF nin olusum mekanizmasi su sekildedir. Antikoagiilansiz tiipte santrifiijle
fibrinojen fibrine doniisemeden orta hatta konsantre hale gelir. Tiiple temas eden
trombositler pihtilasma kaskatini baglatir ve konsantre fibrinojen tiipiin ortasinda
fibrin pihtiya doniisiir. Trombositler biiyiik miktarda bu fibrin piht1 i¢inde hapsolur.
Bu prosediiriin en 6nemli noktasi pihtilasma kaskati baglamadan bir an dnce santrifiij
isleminin baslatilmasidir. Bundan dolay1r hastadan aliman kan hemen santrifiij

edilmelidir.

PRP de trombosit degraniilasyonu i¢in sigir trombini ve kalsiyum kloride
ithtiya¢ varken PRF de santrifiij esnasinda tiipiin duvarlarina carpan trombositler
degraniile olur. Ayrica PRP de hizli fibrin polimerizasyon ve degraniilasyon olurken
PRF de bu islem yavastir [107]. Yavas fibrin polimerizasyon trombositlerden
salgilanan  sitokinlerin  ve  biiyime  faktorlerinin  PRF  tabakasindaki
glikozaminoglikanlar tarafindan yakalanmasini saglar. Bunun sonucu olarak da PRF
de diger trombosit konsantrelerinin aksine yavas ve devamli bir sitokin ve biiyiime

faktorleri salinimi meydana gelir [107].
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Konstantre growth faktor(CGF) 2006 yilinda Sacco tarafindan gelistirilmistir.
Olusturulma mantig1 PRF ile aymdir. Hastadan alinan kan antikoagiilansiz tiipe
konulur. CGF de PRF den farkli olarak santrifiij islemi 6zel bir santrifiij cihazi ile
(MEDIFUGE™ | Silfradentsrl, S. Sofia, Italy) farkli rpm ve farkli dakikalarda
yapilmasidir. Bu santrifiij cihazinda kan 30 saniye hizlanma, 2700 rpm(600g) de 2
dakika, 2400 rpm(400g) de 4 dakika, 2700 rpm (600g) 4 dakika, 3000 rpm(800g) de
3 dakika ve en sonunda 36 saniye yavaslama ile santrifiije edilir. Farkli hizlarda
santrifiij daha genis, daha yogun ve igerik olarak daha fazla biiylime faktorii iceren
bir fibrin matriks olusturur [9]. Kemik iyilesmesini hizlandirma amaciyla CGF in
kullanildigi bir¢ok ¢alisma mevcuttur [108, 109]. Ayrica CGF nin kemik

iyilesmesine etkisini arastiran in vitro ¢alismalar da yapilmistir [110, 111].

Masquelet teknige CGF ekleyerek olusan membranin kalitesini inceleyen
herhangi bir ¢alisma yoktur. Bu ¢alismamizda 3. ve 6. haftada hayvanlar sakrifiye
edilip alinan orneklerde mikroskobik olarak olusan membranin kalinligina,
histokimyasal olarak elastik fiberlerin oranina ve immiinohistokimyasal olarak
olusan membranin vaskiilarizasyon (CD31), inflamasyon (MAC387) ,proliferasyon
(Ki67) ve olusan mezenkimal kok hiicre (MSCs; STRO-1+) sayisinin

karsilastirilmas1 amaglanmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma deneysel bir ¢aligma olup Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinde Ankara Egitim ve Arastirma
Hastanesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden 01.12.2016
tarihinde,2016-0035 sayili Deney Hayvanlar1 Etik Kurul onay1 alinarak yapilmistir

Yeni Zelanda cinsi agirliklar1 3500-4000 g. arasinda degisen her grupta 6 sar
adet olmak iizere toplam 24 erkek tavsan ¢alismaya alindi. Hayvanlar randomize ve
her grupta 6 sar tavsan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Grup | 3. hafta sakrifiye
edilmek iizere sadece Masquelet teknik uygulanacak grup, Grup Il 3. hafta sakrifiye
edilmek tizere tavsanin kanindan hazirlanan CGF + Masquelet teknik uygulanacak
grup, Grup Il 6. hafta sakrifiye edilmek iizere sadece Masquelet teknik uygulanacak
grup, Grup IV 6. hafta sakrifiye edilmek {izere tavsanin kanindan hazirlanan CGF +
Masquelet teknik uygulanacak grup (Tablo 1) olacak sekilde diizenlendi. Her bir
kafeste bir tavsan olacak sekilde tavsanlar ayarlandi. Calisma siiresince tavsanlara
limitsiz olacak sekilde musluk suyu ve standart kemirgen yemi verildi. Hayvanlar 22
santigrad derece (°C) sicaklikta, 12 saat aydinlikta ve 12 saat karanlikta kalacak
sekilde takip edildiler. Anestezi amaciyla Ketamin (Alfamine %10 enjektable-
ALFASAN) 35 mg/kg ve Ksilazine Hydroklorid (Ksilazol-PROVET) 8 mg/kg
dozlarinda karistirilarak intramiiskiiler enjeksiyon ile uygulandi. Bu preparatlar
gluteal kaslara uygun dozlarda uygulandiginda yaklasik 60- 75 dakikalik anestezi

stiresi sagladi.
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Tablo 1. Calismadaki gruplar

Deney ve Grup basina
kontrol Actklama hayvan
gruplart adedi

3. Hafta sakrifiye edilmek iizere sadece
Grup | ] 6
Masquelet teknik uygulanacak grup

3. Hafta sakrifiye edilmek iizere tavsanin
Grup Il kanindan hazirlanan CGF + Masquelet teknik 6

uygulanacak grup

6. Hafta sakrifiye edilmek tizere sadece
Grup I ) 6
Masquelet teknik uygulanacak grup

6. Hafta sakrifiye edilmek iizere tavsanin
Grup IV kanindan hazirlanan CGF + Masquelet teknik 6

uygulanacak grup

Toplam 24

3.1 CGF nin Hazirlanmasi

Sacco’ nun tarifledigi gibi tavsanlarin kulaklarindan aliman 9 ml vendz kan
antikoagiilansiz tiipe(Vacutest® Kima, Arzergrande, Italy) konuldu (Resim 4-A). Bu
tiipler hemen 06zel bir santrifiij cihazinda (MEDIFUGE™ | Silfradentsrl, S. Sofia,
Italy) 30 saniye hizlanma, 2700 rpm(600g) de 2 dakika, 2400 rpm(400g) de 4 dakika,
2700 rpm (600g) 4 dakika, 3000 rpm(800g) de 3 dakika ve en sonunda 36 saniye
yavaglama ile santrifiije edildi (Resim 4-B). Santrifiij sonrasinda tiip i¢erisinde en iist
katmanda trombosit fakir plazma (PPP), orta katmanda trombositlerin ve konsantre
growth faktorlerin tuzaklandig: fibrin zengin jel (CGF) ve en alt katmanda kirmizi
kan hiicrelerinin(RBC) oldugu 3 katman olustu (Resim 4-C). En tistteki PPP enjektor
yardimiyla ¢ekildi ve birbirine yapisik olan CGF jel katmani1 ve RBC katman tiipten
¢ikarildi. Ardindan CGF jel katmani makas yardimiyla RBC katmanindan ayrildi
(Resim 4-D). Daha sonra CGF jel presleme masasi ile deneyde kullanilmak iizere
CGF membrani haline getirildi (Resim 5).
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Resim 4. CGF'nin Hazirlanmasi. 9 ml vendz kan antikoagiilansiz tiipe(Vacutest®
Kima, Arzergrande, Italy) konuldu (A). Bu tiipler hemen 6zel bir santrifiij cihazinda
(MEDIFUGE™ | Silfradentsrl, S. Sofia, Italy) santrifiije edildi (B). Santrifiij
sonrasinda tiip icerisinde en {ist katmanda trombosit fakir plazma(PPP), orta
katmanda trombositlerin ve konsantre growth faktorlerin tuzaklandig fibrin zengin
jel(CGF) ve en alt katmanda kirmizi kan hiicrelerinin(RBC) oldugu 3 katman olustu
(C). En iistteki PPP enjektor yardimiyla ¢ekildi ve birbirine yapisik olan CGF jel
katman1 ve RBC katmanu tiipten ¢ikarildi. Ardindan CGF jel katmani1 makas
yardimiyla RBC katmanindan ayrildi (D).
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Resim 5. CGF’nin jel presleme masasi ile deneyde kullanilmak tizere CGF
membrani haline getirilmesi.

3.2 Cerrahi Prosediir

Anestezi saglandiktan sonra tavsanlar supin pozisyonda yatirildi ve sag taraf
on bacaklar traslandi ve yikandi. Polivinil lodiir (Batticon, ADEKA) soliisyonu ile
boyanip cerrahi sterilite saglandi. Ardindan cerrahi saha steril sekilde ortiildii (Resim
6-A). Sag on bacak anteriordan radius tizerinden 5 cm lik insizyonla girildi (Resim 6-
B). Kaslar ve periost styirilarak radiusa ulasildi. Iki adet sar1 enjektdr ucu interossedz
mesafeden gonderilerek radius hem yumusak dokudan hem de ulnadan ayrildi
(Resim 6-C). Tavsan radius diyafizinde kritik boyutta kemik defekti yapmak igin
distal isareti radiokarpal eklemin 3 c¢cm proksimalinde olacak sekilde 15 mm’lik
radius diyafizi isaretlendi (Resim 6-D). Ardindan isaretli yerler 4 numara kil testeresi
(IZELTAS, Izmir, Tiirkiye) ile kesildi ve aradaki kemik cikarilarak tavsan
radiusunda kritik boyutta kemik defekti olusturuldu (Resim 6-E).

Daha sonra radiusun proksimali ve distali defekt korunarak 15 mm lik 6
delikli mini plak ve 2 adet vida(bir adet proksimale bir adet distale olacak
sekilde)(Normmed, Ankara, Tiirkiye) yardimiyla fikse edildi (Resim 7-A). Defekt
antibiyotiksiz PMMA kemik ¢imentosu (BIOMET, Warsaw, Indiana, USA) ile
dolduruldu (Resim 7-B). Serum fizyolojik ile cerrahi saha yikandiktan sonra Grup 1l
ve Grup IV ¢ hazirlanan CGF membran ¢imento iizerine ortiiliirken (Resim 7-C)

Grup | ve Grup Il e baska bir islem yapilmadi. Ardindan Kaslar 4-0 vikril sutur ile
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¢imento ve plak tamamen kapanacak sekilde, cilt ise 5-0 prolen ile siitiire edilerek
cerrahi sonlandirildi. Tiim hayvanlara preop ve postop 48 saat olacak sekilde
antibiyotik profilaksisi(55.000 1U/kg, kristalize Penisilin G potasyum) uygulandi.
Postoperatif donemde tavsanlar normal kafes aktivitelerine birakild1 ve giinliik olarak
izlendi. On bacag: hareketsiz tutmak icin herhangi bir tespit arac1 kullanilmada. 1., 3.
ve 5. glin pansumanlar1 yapildi. Grup | ve Grup Il 3. hafta Grup Il ve Grup IV 6.
hafta intrakardiyak 3 cc tiopental sodyum verilerek sakrifiye edildi. Ardindan eski
insizyon lizerinden girilerek cilt, ciltalti ve kaslar aralandi. Cimentonun iizerinde
olusmus membran zarar verilmeden eksize edildi (Resim 7-D) ve patolojik inceleme

icin %10’luk tamponlu formaldehitte tespit edildi.
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Resim 6. Cerrahi saha steril sekilde ortiildii (A). Sag 6n bacak anteriordan radius
iizerinden 5 cm lik insizyonla girildi (B). Kaslar ve periost siyirilarak radiusa
ulasildr. Tki adet sar1 enjektor ucu interossedz mesafeden gonderilerek radius hem
yumusak dokudan hem de ulnadan ayrildi (C). Tavsan radius diyafizinde kritik
boyutta kemik defekti yapmak i¢in distal isareti radiokarpal eklemin 3 cm
proksimalinde olacak sekilde 15 milimetrelik radius diyafizi isaretlendi (D).
Ardindan isaretli yerler 4 numara kil testeresi ile kesildi ve aradaki kemik ¢ikarilarak
tavsan radiusunda kritik boyutta kemik defekti olusturuldu (E).
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Resim 7. Radius proksimali ve distali defekt korunarak 15 mm lik 6 delikli mini plak
ve 2 adet vida(bir adet proksimale bir adet distale olacak sekilde) yardimiyla fikse
edildi (A). Defekt antibiyotiksiz PMMA kemik ¢imentosu ile dolduruldu (B). Grup |1
ve Grup IV e hazirlanan CGF membran ¢imento {izerine ortiildii (Beyaz ok Ortiilen
membrani géstermektedir.)(C). 3. ve 6. haftalarda ¢cimentonun iizerinde olugsmus
membran zarar verilmeden eksize edildi (D).
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Resim 8. Cerrahi islem sonras1 postop grafi

3.3 Histopatolojik Degerlendirme

Tavsanlara ait yaklasik 2x0,5 cm boyutlarinda membran doku 6rnekleri 1 giin
boyunca %10’luk formaldehit soliisyonu igerisinde fiksasyonu takiben dokular etanol
dehidrasyonu (sirasiyla %50, %75, %96 ve %100) ve ksilen seffaflandirma
asamalarindan sonra parafine gémiilmiistiir. Parafin gémiilii dokulardan 4 mikronluk
kesitler alinarak doku kesitleri Hematoksilen&Eozin (H&E) ve Elastik von
gieson(EVG) ile boyanarak incelenmistir. Histopatolojik inceleme OLYMPUS
marka, BX51TF model x4, x10, x20, x40' lik objektiflerde degerlendirilmistir. H&E
boyali kesitlerde membranin kalinlik 6l¢iimii, EVG boyali kesitlerde elastik lif

varlig1 degerlendirilmistir.

3.3.1 Elastik Fiber

Elastik fiberler ckstraseliiler matriksi olusturan onemli
makromolekiillerdendir. Elastik fiberler elastin i¢ kismin {izerine sarilan fibrillin

zengin mikrofibrillerden olusur. Kan damarlar1 ve cilt gibi bag dokusu igeren
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bolgelerde elastikiyet ve dayanikliliktan sorumludur [112].

3.4 immiinhistokimyasal Inceleme

Membranlarda hiicre proliferasyonu, inflamasyon, vaskiilarizasyon ve kok
hiicre varlig1 degerlendirilmesi amaciyla sirastyla Ki-67 ve MAC387, CD31 ve
STRO-1 belirtegleri kullanilmistir. Kullanilan antikorlarin klon isimleri, diliisyonlar1

ve ticari kaynaklar1 Tablo 2’de belirtilmistir.

Tablo 2. Calismada Kullamlan Antikorlarin Isimleri, Diliisyonlar1 ve Ticari

Kaynaklar1
ANTIKOR KLON DILUSYON ORANI | TICARI KAYNAK
Mouse
CD31(PECAM-1) monoklonal 1:800 Abcam(ab187376)
(C31.7)
Ki-67 Poliklonal 1:800 Abcam(ab15580)
Mouse
MAC387 monoklonal 1:400 Abcam(ab80084)
(MAC387)
Mouse
STRO-1 monoklonal 1:400 Abcam(ab214086)
(STRO-1)

Leica Bond Max DAB Detection kiti kullanilarak, uygun pozitif kontroller
esliginde, CD31, MAC387 ve STRO-1 monoklonal ve Ki-67 poliklonal antikorlar
kullanilarak Leica Bond Max immiinhistokimyasal otomatik boyama makinesi ile
boyama yapilmistir.

CD31, MAC387 ve STRO-I ile sitoplazmik ve/veya membrandz; Ki-67 ile
niikleer boyanma pozitif kabul edilmistir.

Eksternal pozitif kontroller kullanilmistir. Eksternal pozitif kontrol olarak
insan dokusunda boyanmada zemin boyanmasi izlenmezken caligmamiza ait tavsan

dokularinda zemin boyanmasi saptanmastir.
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3.4.1 Proliferasyon

Ki67 cogalan hiicrelerde goriilen bir ¢ekirdek proteinidir. Esas olarak G1,S, M
ve G2 fazinda goriiliir. Go fazinda ise yoktur. Hiicre proliferasyonunun morfolojik
Ozelliklerini iyi bir sekilde gosteren protein olup, mitotik index ve tiimor

derecelendirmesinde siklikla kullanilir [113].

3.4.2 Vaskiilarizasyon

Platelet Endotelyal Adezyon molekiili/PECAM-1 (CD31), 130 kDa olup
immiinoglobulin siiperfamilyasina aittir ve normal kosullarda damar endotelinde
yuksek diizeyde bulunmaktadir. Bu molekiil, diger proteinlerin endotele yanagsmasina
ve onlari kenetlenmesine yardimci olur.

PECAM-1 normal olarak endotel hiicreleri, trombositler, makrofajlar,
graniilositler, lenfositler (T, B ve NK), megakaryosit ve osteoblastlarda
bulunur[114].Immiinhistokimyasal olarak oncelikle doku kesitlerinde endotelyal

hiicrelerin varligini gostermekte kullanilir [115].

3.4.3 inflamasyon

MAC387 12kD alfa zinciri ve 14kD beta zincirinden olusan bir
intrasitoplazmik antijen olan L1 veya Calprotectin molekiiliinii tanir. Dokularda

monosit, makrofaj ve graniilositlerde eksprese olur [116].

344 STRO-1

STRO-1 bilinen en iyi mezenkimal kok hiicre markerlarindan biri olarak

tespit edilmistir [117].
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3.5 istatiksel Yontem

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 15 yazilimi kullanilarak yapildi.
Tanimlayict analizler ortalama, standart sapma, ortanca, en kiigiik ve en biiyiik
degerler kullanilarak verildi. Sayisal degiskenler denek sayisinin azligi nedeniyle
parametrik test kosullarini saglamadig1 i¢in parametrik test yerine non parametrik
karsiliklar1 kullanildi. Bu dogrultuda sayisal degiskenler i¢in birbirinden bagimsiz iki
grup karsilagtirmalarinda Mann Whitney U Testi kullanildi. p degerinin 0,05'in

altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.
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4. SONUCLAR

4.1 Membran Kalinhg

Bu caligmada doku oOrnekleri membran kalinligi agisindan 40x biiyiitmede
incelenmis ve mikroskopta birbiriyle ¢akismayan 3 bolgede Ol¢iim yapilmistir
(Resim 9). Membran kalinlig1 ortalamas1 Grup 1 de 802,83 um (+264,063), Grup 2
de 1404,83 pm (£723,859), Grup 3 de 497 pum (£170,250), Grup 4 de 1072 um
(£116,241) olarak hesaplanmustir (Tablo 3 ).

Resim 9. Membran kalinliginin degerlendirilmesi
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Tablo 3. Membran kalinliginin gruplara gore dagilimi

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup4

Ortalama(£SD) | 802,83(+:264,063) | 1404,83(+723,859) | 497(£170,250) | 1072 (+116,2)

Min.-Max. 412-1211 535-2217 297-708 896-1223

Grafik 1. Gruplara gore membran kalinliklar

2700
2600+
2500
2400
2300
2200 |
2100
20004
. 1900
E 1800
=3
=~ 1700
-]
T_: 16001
© 15007
X
= 1400
fu
_E 1300 22
=004 —_ (o)
@ 1200
= _
oo —
1000+
9001 e
8009
700+ e
600
500 -
400 -
300+ J-
200+
1009
0 T T T T
grup 1 - 3.hftm grup 2 - 3 hft m+cgf grup 3-6hftm grup 4 - 6.hft m+cgf

Grup

Membran kalinligit Grup 1 ve Grup 3 karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlamlhi fark bulunamamistir (p=0,055). Ayni sekilde Grup 2 ve Grup 4
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunamamistir (p=0,423). Grup 1 ve
Grup 2 karsilagtirildiginda da anlamli fark bulunamamistir (p=0,2). Fakat Grup 3 ile
Grup 4 karsilagtirildiginda Grup 4 te membran kalinlig: istatiksel olarak anlamli fark
olacak sekilde daha kalin bulunmustur (p=0,004). (Tablo 4 )
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Tablo 4. Gruplarin birbirleri arasinda p degerlerinin karsilastiritlmasi

Grup 2 Grup 3

Grup 1 0,2 0.055

Grup 4 0,423 0,004
4.2 Elastik Fiber Oram

Bu calismada doku 6rnekleri Elastik Fiber orami agisindan EVG boyast ile
boyanip, 40x biiyiitmede incelenmis ve mikroskopta birbiriyle cakigsmayan 3 bolgede
Olctim yapilmistir. EVG boyanan ve boyanmayan bolgeler Ol¢iiliip tiim membranin
EVG boyanan bolgeye orani degerlendirilmistir (Resim 10). Elastik Fiber Orani
Grup 1 de %63,667 (+£19,0543), Grup 2 de %87 (£7,3756), Grup 3 de %84,667
(£9,0480), Grup 4 de %90,500 (£3,4496) olarak hesaplanmistir (Tablo 5 )

Resim 10. Elastik Fiberlerin Degerlendirilmesi
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Tablo 5. Elastik Fiber oraninin gruplara gére dagilimi

Grupl

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Ortalama(+SD)

63,667 (£19,0543)

87 (£7,3756)

84,667 (£9,0480)

90,500 (£3,4496)

Min.-max.

40-91

79-98

73-97

85-95

Grafik 2. Gruplara gore Elastik Fiber Orani
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Elastik Fiber Oran1 Grup 1 ve Grup 3 karsilastirildiginda Grup 3 te daha fazla

olmasina ragmen bu farklilik istatiksel olarak anlamli bulunamamistir (p=0,053).

Ayni sekilde Grup 2 ve Grup 4 karsilastirildiginda da istatistiksel anlamli fark

bulunamamistir (p=0,297). Fakat Grup 1 ile Grup 2 karsilastirildiginda Grup 2 de

elastik fiber oran1 anlamli fark olacak sekilde yiiksek bulunurken (p=0,037), Grup 3
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ve Grup 4 karsilastirildiginda ise istatiksel olarak anlamli fark bulunamamistir

(p=0,261). (Tablo 6 )

Tablo 6. Gruplarin birbirleri arasinda p degerlerinin karsilastirilmasi

Grup 2 Grup 3
Grup 1 0.037 0.053
Grup 4 0,297 0,261

4.3 Vaskiilarizasyon

Bu calismada doku ornekleri vaskiilarizasyon agisindan 100x biiylitmede
incelenmis ve mikroskopta birbiriyle ¢akismayan 3 bolgede CD31 (+) boyanan hiicre
sayimi yapilmistir (Resim 11). CD 31 (+) boyanan hiicre sayis1 ortalamasi Grup 1 de
21 (£6,899), Grup 2 de 36,17 (£19,385), Grup 3 de 8,83 (£3,545), Grup 4 de 36
(£9,571) olarak bulunmustur (Tablo 7 )

Tablo 7. CD31 (+) boyanan hiicre sayilarinin gruplara gére dagilimi

Grup1 Grup 2 Grup 3 Grup4

Ortalama(SD) | 21 (£6,899) | 36,17 (£19,385) | 8,83 (£3,545) | 36 (£9,571)

Min.-max. 12-32 15-72 5-15 21-50

Vaskiilarizasyon, Grup 1 ile Grup 3 karsilastirildiginda Grup 1 de istatiksel
olarak anlamli fark olacak sekilde yiiksek bulunmustur(p=0,006). Grup 2 ve Grup 4
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunamamistir(p=0,573). Grup 1 ve
Grup 2 karsilastirildiginda da anlaml fark bulunamamistir(p=0,077). Grup 3 ve Grup
4 karsilagtinldiginda ise Grup 4 te istatiksel olarak anlamli fark olacak sekilde
yuksek bulunmustur (p=0,004). (Tablo 8 )
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Resim 11. Vaskiilarizasyonun degerlendirilmesi. Membranin 400x biiyiitiilmiis hali
(‘sar1 oklar CD31 + hiicreleri géstermektedir)(A). Membranin 100x biiyiitiilmiis hali
( Sar1 daire i¢indeki alan yogun vaskiilarizasyonu gostermektedir)(B).
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Grafik 3. Gruplara gére CD31 (+) boyanan hiicre sayisi
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Tablo 8. Gruplarin birbirleri arasinda p degerlerinin karsilagtirilmasi

Grup 2 Grup 3
Grup 1 0,077 0,006
Grup 4 0,573 0,004
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4.4 inflamasyon

Bu calismada doku ornekleri inflamasyon agisindan 100x biiylitmede
incelenmis ve mikroskopta birbiriyle ¢akismayan 3 bolgede MAC387 (+) boyanan
hiicre sayimi1 yapilmigtir (Resim 12). MAC387 (+) boyanan hiicre sayisi ortalamasi
Grup 1 de 14,50 (£3,564), Grup 2 de 30,67 (£5,989), Grup 3 de 4,83 (+1,835), Grup
4 de 48,50 (+3,082) olarak bulunmustur (Tablo 9 ).

Resim 12. Inflamasyonun degerlendirilmesi. Membranin 100x biiyiitiilmiis hali ( Sar1
daire i¢indeki alan yogun inflamasyonu gostermektedir)(A). Membranin 200x
biiytitiilmiis hali ( sar1 oklar MAC387 + hiicreleri gostermektedir)(B)

Tablo 9. MAC387 (+) boyanan hiicre sayilarinin gruplara gore dagilimi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup4

Ortalama(£SD) | 14,50(+3,564) | 30,67 (£5,989) | 4,83 (x1,835) | 48,50(+3,082)

Min.-max. 9-20 22-38 3-8 44-52
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Grafik 4. Gruplara gore MAC387 (+) boyanan hiicre sayisi
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Inflamasyon, Grup 1 ve Grup 3 karsilastirildiginda Grup 1 de istatiksel
olarak anlamli fark olacak sekilde yiiksek bulunmustur (p=0,003). Ayn sekilde Grup
2 ve Grup 4 karsilastirildiginda Grup 4 te istatiksel olarak anlamli fark olacak sekilde
yiiksek bulunmugstur (p=0,004). Grup 1 ve Grup 2 karsilastirildiginda da Grup 2 de
istatiksel olarak anlamli fark olacak sekilde yiiksek bulunmustur (p=0,004). Grup 3
ve Grup 4 karsilastirlldiginda da Grup 4 te istatiksel olarak anlamli fark olacak
sekilde yiiksek bulunmustur (p=0,004). (Tablo 10 )
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Tablo 10. Gruplarin birbirleri arasinda p degerlerinin karsilastirilmasi

Grup 2 Grup 3
Grup 1 0,004 0,003
Grup 4 0,004 0,004

4.5 Proliferasyon

Bu calismada doku Ornekleri proliferasyon agisindan 400x biiyiitmede
incelenmis ve mikroskopta birbiriyle cakismayan 3 bolgede Ki67 (+) boyanan hiicre
sayisinin total hiicreye oranit hesaplanarak dokunun proliferasyon indeksi elde
edilmistir (Resim 13). Proliferasyon indeksi ortalamasi Grup 1 de % 4,17 (£1,722),
Grup 2 de % 6 (+1,265), Grup 3 de % 2,83 (+1,329), Grup 4 de % 6 (+0,894) olarak
bulunmustur (Tablo-11 ).

Resim 13. Proliferasyonun degerlendirilmesi. Membranin 400x biiyiitiilmiis hali
(Sar1 oklar Ki67 + boyanan hiicreleri gostermektedir).
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Tablo 11. Ki67 proliferasyon indeksinin gruplara gore dagilimi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup4

Ortalama(+SD) | 4,17 (£1,722) | 6 (£1,265) | 2,83 (1,329) | 6 (+0,894)

Min.-max. 2-7 5-8 1-5 S-7

Grafik 5. Gruplara gére Ki67 (+) hiicre orant
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Proliferasyon, Grup 1 ve Grup 3 karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli
fark bulunmamistir(p=0,164). Aym sekilde Grup 2 ve Grup 4 karsilastirildiginda
istatistiksel anlamli  fark bulunmamistir(p=0,866). Grup 1 ve Grup 2
karsilagtirildiginda ise Grup 2 de istatiksel olarak anlamli fark olacak sekilde yiiksek
bulunmustur (p=0,05). Ayn1 sekilde Grup 3 ve Grup 4 karsilastirildiginda Grup 4 te

istatiksel olarak anlamli fark olacak sekilde yiiksek bulunmustur (p=0,006). (Tablo
12)
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Tablo 12. Gruplarin birbirleri arasinda p degerlerinin karsilagtiriimasi

Grup 2 Grup 3

Grup 1 0,05 0,164

Grup 4 0,866 0,006
4.6 Kok Hiicre Varh@

Bu calismada doku 6rnekleri kok hiicre varligi agisindan 400x biiylitmede
incelenmis ve mikroskopta birbiriyle cakismayan 3 boélgede STRO 1 (+) boyanan
hiicre sayimi1 yapilmistir (Resim 14). STRO 1 (+) boyanan hiicre sayisi ortalamasi
Grup 1 de 0,33 (+0,816), Grup 2 de 1,83 (+1,329) bulunurken, Grup 3 ve Grup 4 de
STRO 1 (+) hiicreye rastlanmamustir. (Tablo 13 )

Resim 14. Kok hiicre varliginin degerlendirilmesi. Membranin 400x biiyiitiilmiis hali

(Sar1 oklar STRO 1 + boyanan hiicreleri gostermektedir).

57




Tablo 13. STRO 1 (+) boyanan hiicre sayilarinin gruplara gére dagilimi

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup4
Ortalama(£SD) | 0,33 (+0,816) | 1,83 (+1,329) 0 0
Min.-max. 0-2 0-4 0 0

Kok hiicre varligi Grup 1 ve Grup 3 karsilastirildiginda istatiksel olarak

anlamli fark bulunmamistir(p=0,317). Fakat Grup 2 ve Grup 4 karsilastirildiginda

istatistiksel anlamli fark bulunmustur(p=0,007). Aymi sekilde Grup 1 ve Grup 2

karsilastirildiginda da anlamli fark bulunmustur(p=0,036). Fakat Grup 3 ve Grup 4

karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir(p=1,00). (Tablo 14 )

Tablo 14. Gruplarin birbirleri arasinda p degerlerinin karsilastiriimasi

Grup 2 Grup 3
Grup 1 0,036 0,317
Grup 4 0,007 1,00

58




5. TARTISMA

Uzun kemiklerin genis diyafiz defektlerinin rekonstriiksiyonu kemik kaybinin
etiyolojisi ne olursa olsun ekstremite kurtarma igin en biiyiik zorluklardan birisidir.
Kiiclik defektler non-vaskiilerize kanselloz kemik greftiyle tedavi edilebilirken,
biiyiik defektler i¢in baska tedavi protokolleri gerekmektedir. Biiyilik defektlerde sik
kullanilan tedaviler, vaskiilerize fibula grefti ve ilizarov distraksiyon osteogenezi
teknigidir [1, 2]. Otolog kemik greftlenmesi 5 cm‘den biiyiik defektlerde greftin
rezorbsiyon riskinden dolay1 tek basina tavsiye edilmemektedir [3, 95]. Masquelet
[4, 5, 96], biiyiik defektlerdeki bu problem i¢in yeni bir teknik tanimlamigtir. 2
asamal1 olan bu teknigin ilk asamasinda kemik defekti polimetilmetakrilat (PMMA)
kemik ¢imentosu ile doldurulur. Bu kemik ¢imentosunun, defektin igerisine fibroz
doku invazyonunu o6nleme gibi bir mekanik gorevi vardir. Ayrica yabanci cisim
reaksiyonu ile ¢imentonun iizerinde bir membranin olusmasi gibi biyolojik gorevi de
mevcuttur. Olusan bu membran kemik greftini revaskiilarize edip, greft
rezorpsiyonunu onler. Ikinci asamada 6-8 hafta sonra yeni bir cerrahi girisim ile
membrana zarar vermeden ¢imento ¢ikarilir ve defekt kanselloz kemik grefti ile
doldurulur. Olusan membran, grefti rezorbsiyondan koruyarak kemigin kaynamasini
saglar [5, 96]. Masquelet teknigi kullanilarak yapilmig birgok klinik ¢alisma
mevcuttur[118-121]. Giannodis ve arkadaslar1 [122], Masquelet teknigi hakkindaki
yaymlar1 degerlendirdigi makalelerinde, sonuglarin olduk¢a tatmin edici ve umut
verici oldugunu bildirmislerdir. Giincel literatiir incelememizde Masquelet teknigine
CGF eklenerek olugan membranin histopatolojik ve immiinohistokimyasal olarak
incelendigi bir ¢alismaya rastlayamadik.

Konsantre Growth Faktor (CGF) 2006 yilinda Sacco tarafindan tanimlanan
konsantre trombosit yontemidir. Trombositler yiiksek miktarda platelet-derived
growth factor (PDGF), transforming growth factor-1 (TGF-B1) ve B2 (TGF-B2),
fibroblast growth factor (FGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), ve
insulin-like growth factor (IGF) gibi biiylime faktorlerini ihtiva eder [6]. Bu
yontemde kan antikoagiilansiz tlipte santrifije edilir. Fibrinojen, fibrine
doniisemeden orta hatta konsantre hale gelir. Santifiij esnasinda tiiple temas eden
trombositler pihtilagma kaskatini baslatir ve konsantre fibrinojen tiipiin ortasinda

fibrin pihtiya doniisiir. Trombositler ve biiyiime faktdrleri biiylik miktarda bu fibrin
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piht1 i¢inde hapsolur. CGF’nin kemik defektlerinde kemik greftleri ile, ayrica dental
cerrahide maksiller siniis augmentasyonu i¢in kullanimi mevcuttur [108]. Kim ve
arkadaglarimin [111], tavsan kalvariasinda defekt olusturarak yaptigi c¢alismada,
defekte CGF eklenen grupta kontrol grubuna oranla daha fazla yeni kemik
formasyonu oldugunu bildirmistir.

Biz ¢alismamizda Masquelet teknige CGF ekleyerek kemik c¢imentosunun
lizerinde yabanci cisim reaksiyonu ile olusan membrani daha kaliteli hale
getirebilecegimizi diistindiigiimiizden, membrandaki vaskiilarizasyonu,
inflamasyonu, proliferasyonu, kok hiicre varligini ve olusan membranin kaliligini ve
membrandaki elastik fiber oraninin degerlendirdik.

Yaptigimiz ¢aligmada immunohistokimyasal olarak degerlendirdigimiz ilk
parametre  olusan  membramin  vaskiilarizasyonudur. ~ Vaskiilarizasyonun
degerlendirilmesinde Platelet Endotelyal Adezyon molekiilii /PECAM-1 (CD31) (+)
boyanan hiicreler sayilmistir. CD31, normal kosullarda damar endotelinde yiiksek
diizeyde bulunmaktadir ve immiinhistokimyasal olarak oncelikle doku kesitlerinde
endotelyal hiicrelerin varligin1 goéstermekte kullanilir [115]. 3. haftada sadece
Masquelet teknik kullanilan grup (Grup 1) ile 6. haftada sadece Masquelet teknik
kullanilan grup (Grup 3) karsilastirildiginda CD 31 (+) hiicre sayisinda, 3. haftadan
6. haftaya dogru istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir (p=0.006).
Fakat Henrich ve arkadaglari [102] yaptiklari ¢aligsmalarinda, kemik defektinden
aldiklar1t membranda vaskiilarizasyonun 2. haftadan 4. haftaya gecerken arttigini, 4.
haftadan 6. haftaya gecerken degismedigini bildirmislerdir. 3. haftada Masquelet
teknige CGF eklenen grup (Grup 2) ile 6. haftada Masquelet teknige CGF eklenen
grup (Grup 4) karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(p=0,573) . Grup 1 ile Grup 2 karsilastirildiginda CD31 (+) hiicre sayis1 agisindan
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken (p= 0.077), Grup 3
ile Grup 4 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlik bir fark bulunmustur (p=
0.04). Bu sonuglar 1s518inda sadece Masquelet teknigi uygulanan kontrol grubunda 3.
Haftadan 6. haftaya gelirken vaskiilarizasyon azalirken, membrana CGF eklenmesi
ile vaskiilarizasyonun 6. haftada da hala 3. haftadaki gibi oldugu goriilmektedir.
Rodella ve arkadaglar1 [9] yaptiklar1 ¢calismada, CGF nin yiiksek konsantrasyonda
VEGF igerdigini bildirmislerdir. VEGF’nin anjiyogenezi indiikledigi ve

vaskiilogenezin diizenlenmesinde kritik rol oynadig1 bilinmektedir [123]. 6. haftada
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vaskiilarizasyonun hala devam etmesi CGF igerisindeki VEGF ile iligkili oldugunu
diistindiirmektedir.

Calismada immunohistokimyasal olarak degerlendirdigimiz ikinci parametre
olusan membranin inflamasyonudur. Masquelet teknikte membran olusmasinin
nedeni PMMA ¢imentoya bagli yabanci cisim reaksiyonudur [96]. Yabanci cisim
reaksiyonunda dominant hiicre tipi monosit/makrofajlardir [99]. Makrofajlarin
yaradaki kolonizasyonunun fibrinin kimyasal ve fiziksel ozellikleri tarafindan
kontrol edildigi gosterilmistir [124]. Choukroun ve arkadaslari PRF’nin igindeki
fibrin matriksin ve sitokinlerin makrofaj aktivasyonuna pozitif etkisinin oldugunu
bildirmislerdir [125]. Ayrica Ghanaati ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada PRF’nin
icindeki noétrofilik graniilositlerin makrofaj aktivasyonuna katkida bulunabilecegini
bildirmiglerdir  [126]. Calismamizda inflamasyonun  degerlendirilmesinde
immunohistokimyasal olarak MAC387 (+) boyanan hiicreleri saydik. MAC387
dokularda monosit, makrofaj ve graniilositlerde eksprese olur [116]. Sadece kontrol
grubu olan Masquelet teknigin uygulandigi Grup 1 ve Grup 3 karsilastirildiginda
MAC387 (+) hiicre sayisinda, 3. haftadan 6. haftaya dogru istatiksel olarak anlaml
bir azalma izlenmistir (p= 0.03). Nau ve arkadaslarmin [127] farkli antibiyotik
emdirilmis PMMA ¢imentolarin membran {izerine etkilerini inceledikleri
calismalarinda, antibiyotiksiz ¢imento grubunda bizimle ayni sekilde 2. haftadan 6.
haftaya gecerken inflamasyonun azaldigini bildirmiglerdir.  Grup 1 ile Grup 2
karsilastirildiginda ise 3. haftada CGF eklenen Grup 2 de MAC387 (+) hiicre sayisi
Grup 1 e gore istatiksel olarak anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p= 0.04). Ayrica
Masquelet teknige CGF eklenen Grup 2 ile Grup 4 karsilastirildiginda ise MAC387
(+) hiicre sayisinda, 3. haftadan 6. haftaya dogru gecerken istatiksel olarak anlamli
bir artis gozlenmistir (p= 0.04). Ayni1 sekilde 6. haftaya geldigimizde Grup 3 ile Grup
4 karsilagtirildiginda da CGF eklenen Grup 4’te MAC387 (+) hiicre sayis1 Grup 3’e
gore istatiksel olarak anlamli oranda yiiksek izlendi (p= 0.04). Bu sonuglara gore
membrana CGF eklemenin membrandaki makrofaj sayisin1 ve inflamasyonu hem 3.
hafta hem de 6. hafta da arttirdig1 izlenmistir. Sadece Masquelet teknigi uygulanan
grup 1 ve 3’te 3. haftadan 6. haftaya gelirken membranda inflamasyon azalirken
CGF eklenen membranda inflamasyonun hala yiiksek seyrettigi gézlemlenmistir. Bu
da bize calismamizda Choukroun ve arkadaslarinin verilerini destekler sekilde CGF

in inflamasyonu ve makrofaj aktivasyonunu arttirdigin1 géstermektedir.
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Calismada olusan membrandaki proliferasyon, immunohistokimyasal olarak
degerlendirdigimiz diger bir parametredir. . Proliferasyon, Ki67 (+) boyanan hiicre
sayisinin total hiicreye oranit hesaplanarak dokunun proliferasyon indeksi elde
edilmesi ile degerlendirilmistir. Ki67 c¢ogalan hiicrelerde goriilen bir c¢ekirdek
proteinidir. Hiicre proliferasyonunun morfolojik 6zelliklerini 1yi bir sekilde gosteren
protein olup, mitotik index ve tiimdr derecelendirmesinde siklikla kullanilir [113].
Kontrol grubu olan sadece Masquelet teknigin uygulandigt Grup 1 ile Grup 3
karsilastirildiginda proliferasyon indeksinde, 3. haftadan 6. haftaya dogru azalma
mevcut iken bu azalig istatiksel olarak anlamli degildir (p=0.164). Henrich ve
arkadaglar1 [102] c¢alismalarinda, kemik defektinden aldiklari membranda
proliferasyon indeksini en yiiksek 2. haftada bulmuslar ve 2. haftadan 6. haftaya
kadar proliferasyon indeksinin istatiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldigimi
bildirmislerdir. Masquelet teknige CGF eklenen Grup 2 ve Grup 4 karsilastirildiginda
ise proliferasyon indeksi agisindan, 3. haftadan 6. haftaya gecerken istatiksel anlamli
fark bulunamamustir. (p= 0,866). Grup 1 ve Grup 2 karsilastirildiginda ise 3. haftada
CGF eklenen Grup 2 nin proliferasyon indeksi Grup 1 e gore istatiksel olarak anlamli
oranda yiiksek bulunmustur (p= 0.05). Aym sekilde 6. haftaya geldigimizde Grup 3
ve Grup 4 karsilastirildiginda da CGF eklenen Grup 4 te proliferasyon indeksi Grup
3 e gore istatiksel olarak anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p=0.06). Bu sonuglar
1s1¢inda membrana CGF eklemenin membrandaki proliferasyonu hem 3. haftada hem
de 6. haftada arttirdigr goriilmektedir. Bu da bize proliferasyon indeksinin CGF
eklenen gruplarda yiiksek olmasmin artmis makrofaj proliferasyonununa bagh
oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismada olusan membrandaki kok hiicre varligi, immunohistokimyasal
olarak degerlendirdigimiz diger bir parametredir. Kok hiicre varli§i, membranda
STRO-1 (+) hiicre saymmi yapilarak degerlendirilmistir. STRO-1 bilinen en 1iyi
mezenkimal kok hiicre markerlarindan biri olarak tesbit edilmistir [117]. STRO-1 (+)
hiicrelerin in vitro osteoblastlara farklilasabilecegi bildirilmistir [128]. Henrich ve
arkadaglar1 [102] calismalarinda, Masquelet teknikte olusan membrandaki STRO-1
(+) hiicrelere uygun kemotaktik sinyal gelirse bu hiicrelerin membrandan defekt
alanma gegerek kirik iyilesmesini hizlandirabilecegini bildirmistir. Rodella ve
arkadaslar1 ise, calismalarinda CGF in kok hiicre igerdigini bildirmiglerdir [9].
Calismamizda STRO-1 (+) hiicre nadir olarak goriilmiistiir. 3. haftada CGF eklenen
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grup (Grup 2) sadece Masquelet teknik uygulanan grup (Grup 1) ile
karsilastirildiginda STRO-1 (+) hiicre sayis1 Grup 2 de istatiksel olarak anlamli
oranda daha fazla bulunmustur (p=0,036). 6. haftaya geldigimizde ise her iki grupta
STRO-1 (+) hiicre bulunamamistir. Nau ve arkadaslar1 da caligmalarinda bizim
calismamiza benzer sekilde STRO-1 (+) hiicrenin nadir olarak bulundugunu ve
Ozellikle 2. haftada mevcut oldugunu bildirmislerdir.

Histopatolojik  olarak  degerlendirdigimiz ilk paremetre ~membranin
kalinhigidir. 3. hafta sadece Masquelet teknik kullanilan grup ile (Grup 1) Masquelet
teknige CGF eklenen grup (Grup 2) karsilastirildiginda; Grup 2’de membran
kalinlig1 daha fazla olmasina ragmen, bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0.2). Ancak 6. haftada sadece Masquelet teknik kullanilan grup ile (Grup 3)
Masquelet teknige CGF eklenen grup (Grup 4) membran kalinliklari agisindan
karsilastirildiginda CGF eklenen Grup 4’te membran kalinliginin, Grup 3’e oranla
daha kalin oldugu tespit edilmistir ve bu fark istatiksel olarak da anlamh
bulunmustur (p=0.004). Bu sonuglara gore oOzellikle 6. haftada sadece Masquelet
teknik uygulanan kontrol grubuna kiyasla Masquelet teknigine CGF eklenmesi ile
membranin daha kalin oldugu tespit edilmistir. Giincel literatiirde, membranin
kalimliginin kemik iyilesmesine etkisini inceleyen bir calisma bulunmamasina
ragmen, Taylor ve arkadaslar1 [129], farkli kemiklerdeki segmenter defektlerin
tedavisinde Masquelet teknik uygulanan 69 hastadaki membran kalinliginin en
yiiksek 6. haftada olustugunu gézlemlemislerdir. Sadece Masquet teknik uygulanan
Grup 1 ile Grup 3 ve Masquelet teknige CGF eklenen Grup 2 ile Grup 4
karsilagtirildiginda 3. hafta’dan 6. hafta’ya dogru membran kalinli§1 azalmis olarak
olgiilse de bu farklar istatiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).

Histopatolojik olarak degerlendirdigimiz diger parametre ise membrandaki
elastik fiber oramdir. Elastik fiberler kan damarlar1 ve cilt gibi bag dokusu igeren
bolgelerde elastikiyet ve dayanikliliktan sorumludur [112]. Elastik fiberlerin
fibroblastlar tarafindan yapildigi bilinmektedir [130]. Fibrin, PDGF ve TGF-f’nin
fibroblast proliferasyonu ve fibroblastlarin yara yerine gociinii diizenleyen baslica
molekiiller oldugu bildirilmistir [131]. Rodella ve arkadaslar1 CGF’in yiiksek
miktarda TGF-B igerdigini gostermislerdir [9]. Calismamizda elastik fiber oranini
belirlemek i¢cin membranda EVG boyanan bdlgeler dlgiiliip, tim membranin/ EVG

boyanan bolgeye orani degerlendirilmistir. Sadece Masquet teknik uygulanan kontrol
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gruplar1 olan Grup 1 ile Grup 3 karsilastirildiginda elastik fiber oraninda, 3. haftadan
6. haftaya dogru artis mevcut iken bu artis istatiksel olarak anlamli degildir (p=0.53).
Ayni sekilde Masquelet teknige CGF eklenen Grup 2 ve Grup 4 karsilastirildiginda
da elastik fiber oraninda istatiksel anlamli bir fark bulunamamistir ( p=0.297). 3.
haftadaki Grup 1 ile Grup 2’yi karsilastirdigimizda ise CGF eklenen Grup 2 de
elastik fiber oraninin Grup 1’e gore istatiksel olarak anlamli bir artis1 tespit edilmistir
(p=0.037). 3. haftada CGF eklenen gruptaki elastik fiber oran1 yiiksekliginin CGF’in
fibroblast aktivasyonuna neden olup elastik fiber sentezini arttirmasi nedeniyle
oldugunu diisiinmekteyiz. 6. haftaya geldigimizde ise elastik fiber orani agisindan
sadece Masquelet teknik uygulanan grup (Grup 3) ile Masquelet teknige CGF
eklenen grup (Grup 4), karsilastirildiginda arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
degildir (p=0.261).

Calismamizin limitasyonlari, gruplarda kullanilan denek sayisinin az olmasi
ve kemik ¢imentosunun yabanci cisim reaksiyonu ile iizerinde. olusan membran
kalitesini incelemek igin bagka immunohistokimyasal testlerin de kullanilabilecek
olmasidir.

Sonug¢ olarak; Masquelet teknige CGF eklenmesi ile 3. haftada
inflamasyonun, proliferasyonun, kok hiicre varliginin ve elastik fiber oraninin sadece
Masquelet teknik uygulanan kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli olacak
sekilde yiiksek oldugu, 6. haftada ise inflamasyonun, vaskiilarizasyonun,
proliferasyonun ve membran kalinliginin sadece Masquelet teknik uygulanan kontrol
grubuna gore CGF eklenen grupta istatiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar 1s18inda uzun kemiklerin genis diyafiz
defektlerinin cerrahi tedavisinde kullanilan Masquelet teknige CGF eklemesinin
olugsan membrana histokimyasal ve immunohistokimyasal olumlu katkisindan dolay1

Onerilebilecegi goriisiindeyiz.
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