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Oz: Bu calismada; kollajenize at kemik greftinin PRP ile birlikte, kaviter kemik defektlerinin onariminda etkinliginin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Kaviter kemik defektleri tavsan femur kondillerinde olusturuldu. Femur kondillerinden
birine, birinci grup (n=16), yanhzca kollajenize at kemik grefti, diger ikinci gruba (n=16) kollajenize at kemik grefti ve bir hafta
sonra kavite bélgesine 0.5 cc PRP uygulandi. Ugiincii ve altinci hafta sonunda defekt bélgesinin tomografik ve histopatolojik
incelenmesi yapilarak analiz edildi. Radyolojik incelemede defektin kaviter defekt olmasi nedeniyle belirgin bir radyolojik fark
saptanmadi. Histopatolojik incelemelerde yeni kemik olusumu agisindan kollajenize at kemik grefti ve PRP uygulanan grupta
vanlizca kollajenize at kemik grefti uygulanan gruptan daha yiksek degerler bulunmustur ve bu degerlerin istatistiksel
(P<0.05) olarak anlamli oldugu gérilmustir. Tomografik incelemelerde ise greft inkorporasyonu ve kemik olusum kalitesi
acisindan kollajenize at kemik grefti ve PRP grubunda, kollajenize at kemik grefti grubuna gore daha yliksek degerler elde
edilmistir (P<0.05). Calismada kollajenize at kemik greftinin kullaniimasiyla; kemik protein ekstraktinin osteoinduktif
ozellikleri ile ilgili bildirilmis 6nceki yayinlar ile uyumlu bulgular gdzlenmis, ayrica at kemik greftinin PRP ile birlikte kullaniimasi
protokoliiniin, kaviter kemik defektlerinin onariminda, uygulanmasi ile de hem kemik olusum kalitesi bakimindan hem de
onarim slresi agisindan olumlu sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: At kemik grefti, Bliylime faktorleri, Kemik defekti, Osteogenezis, Trombositten zengin plazma

Histopathologicall and Tomographic (micro-CT) Evaluation of Collagenated
Horse Bone Graft Alone and in Combination with Platelet Rich Plasma (PRP)
Treatment in Reparation of Bone Defects: Experimental Study

Abstract: In this study it is aimed to evaluate the effectiveness of the collagenized horse bone graft with PRP on the treatment
of cavitary bone defects. Cavitary bone defects were created on the condyle of the femur. For one of the condyle, only
collagenized horse bone graft was applied (first group n=16), and for the other condyle, one week later following application
of collagenized horse bone graft, 0.5 cc PRP was also administered (second group n=16). At the end of the third and sixth
week, the tomographic and histopathologic evaluations were performed on the defect areas. In the histopathologic
evaluations, higher values were determined in the second group in the aspect of new bone formation, and these values were
statically significant (P<0.05). In the tomographic assessments, higher values were obtained in the second group in the aspect
of incorporation of the graft and bone formation quality (P<0.05). By the usage of collagenized horse bone graft, similar
findings were obtained with earlier publications that report osteoindiiktive properties of bone protein extracts, and favorable
outcomes were achieved by combined usage of horse bone graft with PRP considering the bone formation quality and repair
time.

Keywords: Bone defect, Growth factors, Horse bone graft, Osteogenesis, Platelet rich plasma.
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GiRiS
B ilindigi Gzere kemik onariminda optimal

yontem ve greft materyali secilmediginde
kemigin dogal vyapisi saglanamaz ve sonugta
iyilesmede istenilmeyen fibréz doku sekillendigi
gorilir (1,2). Kemik onariminda otojen greft
kullaniminda, altin standart olarak bilinmekle birlikte,
ikinci bir operasyon sahasinin olusmasi, iyilesme
suresinin uzamasi gibi bazi olumsuzluklarla da
karsilasilabilinmektedir (3).

Kemik kaybinin onarimi ve yeni kemik
olusumunun saglanmasi amaciyla, kemik protein
ekstraktlari (KPE) (4-9) ve trombositten zengin
plazma (PRP) ve trombositten zengin fibrin (PRF) gibi
otojen materyaller lizerinde ¢alismalar yapiimaktadir
(10-16). Atlarda

ensefalopatinin (TSE) gériilmemesi (17) ve sigir kemik

tasinabilen spongiform
protein ekstrakti (SKPE) gibi biinyesinde kollajen tip |,
osteoindiktif blyime faktorleri ve diger kollajen
olmayan biylume faktorlerini icermesi nedeniyle, at
kemik protein ekstrakti (AKPE) na sigir kemigine gore
tercih edilebilir 6zellik kazandirmis ve bu nedenlerle
de kemik onarimlarinda kullanilmaya baslanmistir
(4,18-22).

Kandan ¢ok daha fazla trombosite sahip PRP
uygulanmasiyla, blylime faktérlerinin yogun olarak
bolgede bulunmasi saglanarak yara iyilesmesi ve
(10,15). Bu

nedenle PRP’nin kemik onariminda kemik greftleri ile

rejenerasyonu hizlandirilmaktadir
birlikte ya da tek basina kullaniimasi ile kemik
onarimini  hizlandirdigindan dolayi, kisa sirede
popiler olmustur. Buna ragmen radyolojik,
histopatolojik ve tomografik sonuglari ile ilgili
vayinlar sinirh sayidadir.

Kemigin formasyonu, iyilesmesi ve olgunlagsmasini
saglamak amaciyla, uygulanan kemik greftinin yeni
kemige donlsmesini, doku iyilesmesini ve
olgunlasmasini stimiile edecek maddelerin, greft
materyaline eklenmesi ile daha basarili sonuglar elde
edilebilir fikrinden hareketle; bu galismada, kemik

defektlerinin onariminda, heterogreft materyal

olarak hazirlanan hidrojel formunda AKPE'nin tek
basina ve PRP ile birlikte kulanilmasinin etkilerinin
histopatolojik ve tomografik (micro-CT) olarak ortaya

konulmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu calisma, Yizinci Yil Universitesi Deney
Hayvanlari Yerel Etik Kurulu (Protokol No:2016-03)
karari ve denetimi altinda, 2.5-3 kg agirliginda 16
adet erkek New Zealand irki tavsanda yapildi.

At kemik grefti, Yuziinci Yil Universitesi
Veteriner Fakiltesi Anatomi anabilim dalinda
kadavra olarak kullanilmak uzere yliksek doz anestezi
uygulamasi sonrasi 6tenazi edilen yerli irk 250-300 kg
agirhginda atin femur ve tibialarindan hazirlandi. Elde
edilen at kemik kollajeni kulanincaya kadar %70 lik
alkol igerisinde muhafaza edildi.

Trombositten  zengin  plazmanin  (PRP),
uygulama vyapilacak olan her bir tavsanin kulak
venasindan alinan kanlardan hazirlandi (10).

Tavsanlarda, intramuskiler ketamin 35 mg/kg
ve xylazine 5 mg/kg ile genel anestezi saglandi.
Sirurjikal anestezi olustuktan anterior eklem
ylizeyinden 4 mm posteriorda, distal eklem
ylizeyinden 6 mm proksimalde olacak sekilde, distal
femur metafizinde 6 mm capinda, 10 mm
derinliginde defekt olusturuldu. Ardindan tim femur
defektlerine kollajenize at kemik grefti yerlestirildi
(Sekil 1 A, B, C). Bu islemden 7 giin sonra deneklerin
defektlerinden bir tanesine 0.5 ml PRP tedavisi
uygulandi (Sekil 1 D).

Postoperatif 21. glinde deneklerden 8 tanesi, 6.
hafta sonunda ise diger 8 tanesi yiiksek dozda
intraven6z ketamin uygulamasi ile sakrifiye edildi.
Her bir denegin femur kondilleri g¢ikarihp %10
formaldehide konuldu, daha sonra sirasiyla

tomografik, histopatolojik incelemeye tabi tutuldu ve

bulgular istatistiki olarak degerlendirildi.
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Cc

implantasyon alanina PRP uygulanmasi (D).

A

Sekil 1. Distal femur metafizinde defekt olusturma (A), At kemik greft materyalinin implantasyonu (B, C),

Figure 1. Creating a defect in the distal femur metaphysis (A), Implantation of horse bone graft material (B, C)

PRP application in the implantation area (D).

Histopatolojik degerlendirme amaciyla alinan
kemik dokular dekalsifiye edildikten sonra doku
takibi yapildi. Hematoksilen Eosin ile boyanip isik
BX51) ile
cikar

mikroskobu  (Olympus incelendi.

Ossifikasyon, gelisimine gore; ¢atismasi
olmayan iki patolog tarafindan hafif (+), orta (++) ve
ileri (+++) dlizeyde olmak tzere degerlendirildi.
Micro-CT degerlendirmesi amaciyla alinan
kemik numuneler inéni Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Merkezinde SkyScan 1172

micro-Ct chazinda 100 kV ve 100 mA gii¢ ile 13.6 um
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kesit ile 0.40° aclyla 180° ye tamamlanana kadar
dondirulerek 1 saat tarandi. Herbir numuneden elde
edilen 1214 goéruntl c¢ikar catismasi olmayan iki
radyolog tarafindan zayif (+), orta (++) ve iyi (+++)
olarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

PRP
siirenin ise uygulamadan bagimsiz etkileri, istatistiki
olarak Wilcoxon k testi ve SPSS (ver:21) istatistik
paket ile belirlendi.

Calismada uygulamasinin  zamandan,
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BULGULAR hafifledigi ve bu fibréz dokunun kondrositlere
donlstiglh gecici kallusun sekillenmeye basladigi

gorildu (Sekil 2 C-D).
PRP uygulanmayan grupta 6. haftada,

Perioperatif = ve  postoperatif ddnemde
tavsanlarda herhangi bir komplikasyonla

karsilagilmadi.  Ayni  giin icerisinde  rutin
. . L tavsanlarin kondiluslarinin histopatolojik
beslenmelerine devam eden deneklerin birinci

incelenmesinde, yogun sekillenmis olan fibroz
glinden sonra serbest bir sekilde mobilize olduklari Yo§ : :

gozlendi kallusun kondrositlere donlstiigu ve az sayida kemik
z i
trabekdllerinin sekillendigi gorilda (Sekil 2 E-F).
PRP uygulanmayan grupta 3. haftada, implant 3 &8 & )
. N . N . PRP uygulanan grupta 6. haftada, tavsanlarin
uygulanan bolgede yogun bir anjiyogenesis,
. . . . kondiluslarinin histopatolojik incelenmesinde, fibroz
damarlarda hiperemi, mononikleer hiicre dok B i d q i3 < kemik
okunun 6nemli derecede azaldigl, genis kemi
infiltrasyonlari ve geng fibroz doku sekillendigi tesbit gl genis

edildi (Sekil 2 A-B).

PRP uygulanan grupta 3. haftada ise tavsanlarin

trabekdillerinin sekillendigi, gergek kallusun olugsmaya
basladigi gorilda (Sekil 2 G-H). PRP uygulamasinin
belirgin bir sekilde iyilesme sirecini hizlandirdig

kondiluslarinin histopatolojik incelenmesinde, siki bir
belirlendi.

bagdoku olusumu tespit edilirken, yangisal olaylarin

A e - e N . R . e

Sekil 2. 3. hafta PRP’siz grup, fibroz kallus (yildiz), mononikleer hiicre infitrasyonu, siddetli anjiogenesis
(okbaslari) (A-B), 3. hafta PRP’li grup, siddetli fibréz kallus (yildiz), anjiogenesis (okbaslari), yangi bélgesinde fibréz
dokunun kondrositlere dontsumi (oklar) (C-D), 6. hafta PRP’siz grup, Olgun fibroz kallus (yildizlar), gegici kallus
olusumu kondrositler (oklar), damarlarda hiperemi (E-F), 6 hafta PRP’li grup, gegici kallus dénlisiim kodrositler
(okbaslari), yogun kemik trabekulleri (oklar)(G-H), H&E, Bar:100um.

Figure 2. Week 3, PRP-free group, fibrous callus (star), mononuclear cell infitration, severe angiogenesis
(arrowheads) (A-B), week 3 PRP group, severe fibrous callus (stars), angiogenesis (arrowheads), transformation
of fibrous tissue into chondrocytes (arrows) in the inflammation area (C-D), week 6 PRP-free group, mature
fibrous callus (stars), temporary callus formation, chondrocytes (arrows), hyperemia in the vessels (E-F), week 6
PRP group, temporary callus transformation coderocytes (arrowheads), dense bone trabeculae (arrows) (G-H),
H&E, Bar: 100um.
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Mikro-CT degerlendirmelerinde, trabekillerin
sekillenmesine gore yapilan incelemede 3. haftada
PRP uygulanmayan gruptaki trabekillerin olugmasi
(Sekil 3 A), 3. haftada PRP uygulanan gruptaki
trabekdillerin olusumu (Sekil 3 B), 6. haftadaki PRP
uygulanmayan gruptan daha fazla olarak goéraldi
(Sekil 3 C). Altinci haftada PRP uygulanan grupta
yogun trabekil olusumu ile defektin kemik doku ile
tamamen kapandigi saptandi (Sekil 3 D).

Micro CT ve histopatolojik skorlar Tablo 1 de
verilmektedir. Tablo 1 de de goruldiglu gibi

zamandan bagimsiz olarak PRP uygulamasinin
kemikte matur dizenli trabekiler yapiyr 6nemli
derecede (P<0.05) arttirdig1 saptandi. Benzer sekilde
PRP uygulamasinin histopatolojik olarak kemik
hiicresel yapisini 6nemli derecede (P<0.05) organize
ettigi de goruldi. Diger taraftan PRP uygulamasindan
bagimsiz olarak greft materyali kullanilan defektlerde

de hizh bir iyilesme oldugu belirlendi.

Tablo 1. Arastirmanin mikro-CT ve histopatoloji skorlari.

Sekil 3. 3. hafta PRP’siz grup eser miktarda trabekail
olusumu (A), 3. hafta PRP’li grup orta derecede
trabekil olusumu (B), 6. hafta PRP’siz grup orta
derecede trabekil olusumu (C), 6. hafta PRP’li grup
yogun trabekil olusumu (D).

Figure 3. A small amount of trabecula formation in
the PRP free group in the third week (A), week 3 PRP
group, moderate trabecula formation (B), week 6
PRP free group, moderate trabecula formation (C),
week 6 PRP group, intensive trabecula formation (D).

Table 1. Micro-CT and histopathology scores of the study.

PRP uygulanmayan PRP uygulanan

Medyan Ort. Std.Sap. Min. Max. Medyan Ort. Std.Sap. Min. Max. *P
3 1.00 1.14 .38 1 2 2.00 2.29 49 2 3 .023
Mikro-CT Hafta
2.00 2.00 .00 2 2 3.00 3.00 .00 3 3 .014
**p .014 .025
3 1.00 1.00 .00 1 1 2.00 1.86 .38 1 2 .008
Histopatoloji  Hafta
2.00 1.71 .49 1 2 3.00 3.00 .00 3 3 .014
**p .025 .011

* PRP uygulamasinin zamandan bagimsiz etkisi
** Haftalarin uygulamadan bagimsiz etkisi
PRP, Platelet Rich Plasma; Micro CT, micro-Bilgisayarli Tomografi

TARTISMA ve SONUC

Kritik boyut kemik defekti (KBD) tirlere ve
bolgeye gore farklilik gostermek tzere hayat boyunca
kendiliginden iyilesemeyecek en kiigik kemik defekti
olarak tanimlanir (23-25).

Yeni olusan kemigin artisini ve kalsifiye olmaya
baslamasini gérmek amaciyla dordiinci hafta ara
degerlendirme donemi, 8. hafta ise son
degerlendirme donemi olarak segilmistir (7,11,26).
Bu galismada bulgularin degerlendirilmesi Gglinci ve

6. haftada yapilmistir.

12

Dokuya yerlestirilen biyomateryallerin biylik
bir ¢ogunlugunun implantasyonu takiben 2-3 hafta
icerisinde heterogreftlere bagh olarak ortaya ciktig
bildirilen yabanci cisim reaksiyonuna (27) neden
oldugu belirtilmistir. Calismamizda PRP uygulanan
grupta yabanci cisim reaksiyonuna rastlanmazken,
PRP uygulanmayan grupta bu reaksiyona hafif
derecede Uglincl haftada rastlandi. Bu durumun PRP
ile ortama saglanan giiglii antienflamatuar etkiye
sahip TGF-B’dan (12) kaynaklandigi kanaatine varildi.
2009 (8) AKPE’nin

osteoindiktif aktivitesinin yaninda yogun bag dokusu

Nienhuijs ve ark.
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olusumunun icerdigi yuksek orandaki tip |

kollajenden kaynaklandigini vurgulamiglardir.
GCalismamizda kullanilan greftin yogun bag doku
aktivitesine neden olmadigi saptandi. Calismanin her
iki grubunda da hem 3., hem de 6. hafta mikro-CT ve
histopatolojik bulgularinda dizgiin kemik doku
olusumu gozlendi.

Deproteinize sigir kemiginin tamamen rezorbe
olmadigi, reabsorpsiyon hizinin ve mekanizmasinin
halen belirsiz oldugu belirtilmistir (9). Calismamizda
histopatolojik incelemelerde osteoklastik sirecin
gozlenmemesi, apatit yigilim olusturacak bir greft
materyali kullanilmamasina ragmen ozellikle PRP
uygulanan grupta yeni kemik olusumunun 3. haftada
iyi dizeyde 6. haftada ise ileri diizeyde oldugunun
saptanmasl ayrica gerft materyalinin makul bir sire
sonra tespit edilmemesi, Uretilen demineralize

AKPE’nin oncelikle tavsanlarda inert olmasi ve kisa

sirede rezorbe olarak kemik dokuyla yer
degistirmesinden kaynaklandigi kanaatini
olusturmustur.

Bu c¢alismada degerlendirmeler 3. ve 6.
haftalarda vyapildi. Dolayisiyla farkli  zaman

dilimlerinde vyapilan degerlendirmeler ile birebir
tartisma yapilamamistir. Calismamizdan elde edilen
hem histopatolojik hem de tomografik bulgularda
gruplar arasinda 6nemli oranda fark gorilmesi
onarimda PRP uygulamasinin  olumlu katkisi
oldugunu ortaya koymustur.

Bu

sureler zarfinda elde edilen bulgular;

trombosit kodkenli bliyime faktoérleri  kullanimi
acisindan bazi kaynaklarla (5,11,20,21,23,26,28-30)
uygunluk, bazi kaynaklarla (31,32) kismen uygunluk,
(33) (34)'nin

¢alismalariyla da tezatlik gosterdi. AKPE yoniinden ise

You ve ark. ile Turan ve ark.
bu konuda yapilan arastirmalarla (4,18-22) uygunluk
gosterdi.

Kirik iyilesmesinin ilk asamalarinda agirlikla tip Il
kollajen, ikinci haftadan sonra ise tip | kollajen
(25,35).

kollajenin ortama

Gretimi oldugu bildirilmistir
kullanilan AKPE’ deki

PRP uygulanmayan grupta 3.

Calismada
tip |

uygulanmasinin,
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haftada az da olsa trabekiillerin olusmasina neden
oldugu kanaatine varildi.

Bu c¢alismada PRP uygulanan grupta organize
kemik 3. haftada, matiir ve organize kemik ise 6.
haftada olustu. Bu sonucun elde edilmesinde, PRP’
nin olumlu katkilari oldugu sonucuna varildi. Ancak,
olusturulan kemik defektleri monokortikal olup,
kansell6z kemik yapiyla iligkilidir. Bu nedenle bolgede
yeni kemik olusumunda ©6nemli roli olan
anjiogenetik ve osteogenetik hiicrelerin ekstra varhigi
da s6z konusudur (36). Buna bagli olarak, elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesinde bu hususun goz
onlinde bulundurulmasi gerekmektedir.

Sonug olarak, calismamizda tavsanlarda KBD’
lerinde, plani kapsaminda uretilen at kemik greftinin
kullanimiyla endokondral ossifikasyon, bunun PRP ile
birlikte kullanimindan da kisa slirede matiir kemik

olusumu saptanmistir.

Cikar Catismasi

Yazarlar, gikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.
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