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Hiperbarik oksijen uygulamasinin farelerde otoklavize otojen

kemik greftinin inkorporasyonu iizerine etKisi
(Deneysel calisma)

Fahri Erdogan(Y), Miifit Orak(®), Samil Aktas®, Ercan Tiireci®, Vakur Olga¢®),
Levent Kabasakal®), Onder Aydingoz 7'

Malign kemik tiimdrlerinin lokal rezeksiyon ile tedavi edilmeleri sirasinda olugan biiyiik kemik defektleri-
nin rekonstriikstyonu énemli bir problemdir. Bu amagla otoklavize otojen kemik greftleri de kullanilmakta-
dir. Fakat gec kaynama ve kaynamama, enfeksiyon gibi dezavantajlari nedeniyle kullammlar simirlidir. Biz
bu calismanizda hiperbarik oksijen (HBO) uygulamasimin greftin inkorporasyonunu nasil etkiledigini arag-
tirdik. Bu amagla 60 adet Wistar cinsi fare 30'luk iki gruba ayrildi. Tibia diafizinden ¢ikarilan 5-7mm'lik
segmentler otoklavize edilerek reimplante edildi. Deney grubuna HBO uygulanirken kontrol grubuna HBO
uygulamasr yapilmad. 15, 45 ve 90 giinliik takipler sonunda fareler sakrifiye edilerek radyolojik, sintigrafik
ve histopatolojik olarak karsilagtirildi. Sonug olarak her ii¢ parametrede HBO uygulamasinin greftin kayna-
masimt hizlandirdigint gosterdi.

Anahtar kelimeler: Otojen otoklavize greft, hiperbarik oksijen, greft inkorporasyonu

Effect of hyperbaric oxygen therapy on the incorporation of outoclaved auto geneous bone grafts by rats
(experimental study)

Replacement of the resected bone after wide local resection in the treatment of malignant tumors is a
challenging surgical problem. Reimplantation of resected and autoclaved bone is a well known procedure
for reconstruction. The use of autoclaved graft is limited because of its drawbacks such as delayed union,
nonunion and infection. We investigated the effect of hyperbaric oxygen therapy (HBO) on incorporation of
autoclaved bone. In 60 Wistar Rat, 5-7 mm left tibial segment was resected under anesthesia. In each ani-
mal, defect was reconstructed by reinserting the resected segment after autoclaving (121 C° [ 20 minutes)
with intramedullary Kirschner wire fixation. While half the animals had HBO therapy after operation, the
other half were left at standart temperature and pressure (STP). Incorporation of the grafts were studied at
15, 45 and 90 days after surgery radiographically, scintigraphically and histopathologically. We concluded
that HBO therapy improves incorporanion of autoclaved autologous bone in the light of statistical methods.

Keywords: Autologous autoclaved bone, hyperbaric oxygen therapy, graft incorporation

Kotii huylu kemik tiimorlerinin tedavisinde  siirmektedir. Rezeke edilmis tiimériin otoklavize

ekstremite koruyucu cerrahinin 6n plana ¢ikmasi ve
lokal rezeksiyon kavraminin yerlesmesi ile ortopedik
cerrahinin karsisina yeni bir problem ¢ikmistir (ke-
mikte olusan boslugun ekstremitenin fonksiyonlarini
koruyacak sekilde rekonstriikte edilmesi). Bu proble-
min ¢oziilmesi igin rezeksiyon tipi protezler (2, 5)
veya biyolojik rekonstriiksiyon i¢in allogreftler ya da
her ikisinin kombinasyonlari kullanilmaktadir (5).
Protezlerle yapilan rekonstriiksiyonlarda mikro hare-
ketlerin neden oldugu gevseme ve zaman igerisinde
gelisen metal yorgunlugunun yol agtig1 protez kinl-
malar1 gibi sorunlar bizleri biyolojik rekonstriiksi-
yonlara dogru yonlendirmektedir. Bunun yani stra bu
kadar biiyiik bogluklarin otojen greft ile doldurulmasi
da miimkiin degildir. Otojen greftlere secenek olarak
allogreftler diisiiniildiigiinde ise, elde edilmeleri, ha-
zirlanmalar1 ve depolanmalar ydniinden sosyal ve
ekonomik problemler asilabilmis degildir. Ayrica ba-
z1 hastaliklarin tasinmast yoniindeki kugkular halen

edildikten sonra yeniden implante edilmesi hem olu-
san defekti anatomik agidan tam olarak doldurmasi
hem de diger yontemlerin getirmis oldugu sorunlarin
bir kismint o an igin ¢6zmesi yoniinden gereginde
kullanilabilir bir yontem olarak uygulanmaktadir (9,
11, 12, 13, 14). Ancak enfeksiyon ve immiinolojik
reaksiyonlar, bunlarin getirdigi kaynama gecikmesi
ya da kaynamama sorunlari bunlarin uygulanmala-
rinda da kisitlanmalara neden olmaktadir (9, 12).

Hiperbarik oksijen uygulamasi (HBO), %100'iik
saf oksijenin atmosfer basincinin iizerindeki bir ba-
sing altinda inhalasyonu ile yaptirilan bir tedavi yon-
temidir. Bu yontemle plazmada ¢oziinen oksijen
miktar arttirilarak, yani oksijenin parsiyel basinci
arttirilarak hipoksik dokulara oksijen diffiizyonu hiz-
landinlir. Doku oksijen perfiizyonunun artmasi sonu-
cunda fibroblastik aktivitede artma, kollajen formas-
yonu, anjiogenesis ve hipoksik lokositlerin fagositoz
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Fare sayisi Oliim nedeni HBO grubu | Kontrol grubu Deney grubu
5 Anestezi 3 2 Fare sayist Ameliyat Sakrifikasyon Sonug
komplikasyonu tarihi tarihi
6 Enfeksiyon 1 5 6 28.11. 1997 26. 2. 1998 90 giin
e 2 05. 12. 1997 05.3 1998 90 giin
Nedeni be g
sden] ey 2 : 3 05.12.1998 | 20.1.1998 45 giin
Tablo 1: Oliim nedeniyle ¢alisma grubu digina ¢ikanlan fareler 5 16. 1. 1998 02.3.1998 45 giin
8 15. 1. 1998 30. 1. 1998 15 giin
Kontrol grubu
Basing 2.5 Fare sayist Ameliyat Sakrifikasyon Sonug
ATA tarihi tarihi
— 6 01. 12, 1997 01. 3. 1998 90 giin
4 24. 12. 1997 07. 2. 1998 45 giin
5 12. 1. 1998 26.2.1998 45 giin
7 19. 1. 1998 03. 2. 1998 15 giin
02 Tablo 2: Deney ve kontrol gruplannin galigma icerisindeki
dagilimi
dikten sonra povidon iodiir ile bacak temizlendi ve
steril delikli kompres ile ortiildii. Steril sahadaki ba-
10 70 80 cak tekrar povidon iodiir ile temizlendi. Diz fleksiyo-
na getirilerek belirginlegtirilen tibia 6n yiiziinde ante-
: > medial 2 cm'lik cilt ciltalti kesi : i
SURE (dakika) O esi yapildi. Insizyon

Sekil 1: HBO uygulama profili

yeteneklerinde artma olur. Yeni kapiller yataklar
olugmasi, mikrosirkiilasyonun artmasi ve graniilas-
yon dokusu olusumu yara iyilesmesi iizerine olumlu
ve hizlandiricr etki yapar (3, 8).

Biz bu ¢alismamizda, enfeksiyon, kaynama ge-
cikmesi veya kaynamama gibi otoklavize grefte ait
sorunlarin ¢6ziimii ve greftin inkorporasyonunun art-
tirilmasi diigiincesiyle, hiperbarik oksijen uygulama-
sinin etkilerini bu teknikle ameliyat edilmis fareler
lizerinde arastirmay1 amacladik.

Gere¢ ve yontem

Calismanin baslangicinda 60 adet fare 30'luk iki
grup halinde ayrildi. Deney grubu ameliyat edildik-
ten sonraki 1. giin HBO tedavisine alindi. Diger 30
fareden olusan grup ise HBO tedavisi almayarak
kontrol grubunu olusturdu. Winster cinsi farelerle
yapilan caligmada farelerin ortalama agirhg 275
gram (240-320) olup, ortalama yaglart 6 ay (4 -9)
idi. Deney grubunda anestezi komplikasyonu nede-
niyle ameliyat sirasinda élen 3 fare ¢iktiktan sonra
kalan 27 hayvan HBO tedavisi i¢in ameliyattan sonra
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Deniz ve
Sualu Hekimligi Anabilim Dalina génderildi. Kont-
rol grubunda da ayni nedenle 6len 2 fare ¢ikarildik-
tan sonra kalan 28 farelik grup ise ameliyatin yapil-
dig1 Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Arastirma Laboratuvarinda takibe alindi. Her iki gu-
ruptaki farelerden toplam 14 tanesi Tablo 1'de belir-
tilen nedenlerden dolay: 6ldiiklen i¢in ¢alisma kap-
samina alinmadilar.

Ameliyat teknigi: Farelerin ameliyattan bir giin
once sol arka bacaklarina Lapiden jenerik isimli tiiy
dékiicii krem siiriildii. Ameliyat giinii killar temizlen-

boyunca periost kesildi ve kemik elevatorii yardim1
ile yumusak dokularla birlikte kemikten ayrildi. Ince
testere yardimu ile tibia diafizi iki degisik yerden os-
teotomize edilerek 5-7 mm'lik kemik segmenti ¢ika-
nldi. Cikarilan segment otoklava gonderildi. Otok-
lav siiresi boyunca yara 1slak gaz ile korundu. Geri
gelen otoklavize greft steril kosullarda anatomik ye-
rine yerlestirilerek intrameduller olarak 0.6 mm'lik
Kirschner teli ile tespit edildi. Tespitin yeterliligin-
den emin olunduktan sonra periost ve cilt alt: dokular
tek kat olarak absorbe olabilen dikis (Vicryl 3/0) ile
kapauldi. Cilt ise absorbe olmayan dikis (Prolen 4/0)
ile kapauldi. Yara bolgesi tekrar antiseptik ile temiz-
lendi. Gazli bez pansuman olarak kurdela seklinde
insizyonun iizerine baglandi. Hicbir farede distan
tespit yapilmadi.

Anestezi teknigi: 1.5 mg Rompun (Xsilazin) I.M.
ve 15mg Ketalar (Ketamin) I.M. uygulamayla anes-
teziye baslandi. Segment ¢ikanldiktan sonra otokla-
vize edilip geri gelmesi ortalama 30 dakikalik bir
siire gerektiriyordu, bu siire i¢cinde hi¢bir agnli uya-
ran verilmemesine ragmen, fareler uyandiklan icin 5
mg'lik ketamin IM uygulamasiyla anestezi siirdiiriil-
dii. Greft tekrar yerine yerlestirilmeden 6nce 1.5mg
Xsilazin verilerek anestezi derinlestirildi. Anestezi
komplikasyonu nedeniyle dlen 5 fare de bu bekleme
asamasindan sonra verilen dozlarin ¢alismanin bas-
langi¢ doneminde ayarlanamamasi nedeniyle oldiiler.

Hiperbarik Oksijen Uygulama Protokolii:

Fareler 0.4 m3 hacimli, tek bolmeli, deney ba-
sing odasinda 2.5 ATA'lik basing altina alindilar. Ba-
sin¢ odasinda 1 ATA'lik basingta %100 oksijenle 10
dakika dalig, 60 dakika 2.5 ATA'lik tedavi derinligi
ve 10 dakika cikistan olusan bir tedavi profili diizen-
lendi ($ekil 1). Bu profil ameliyat sonrasi birinci giin
baslamak kaydiyla giinde bir kez, haftada yedi giin
olmak iizere hi¢ ara vermeden belirtilen siirelerde
uygulandi. Bu siireler Tablo 2'de verildigi gibi 8 fare
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Sekil 2: Hemen ameliyat sonrasi gekilen direkt grafi

Kontrol grubu | Sag tibia Sol tibia % Sag/Sol
1 348 552 0.630435
2 454 620 0.732258
3 452 593 0.762226
“+ 499 673 0.741456
5 473 600 0.788333

HBO grubu Sa tibia Sol tibia % Sag /Sol
1 576 916 0.628821
2 524 1232 0.425325
3 421 1004 0.419323
+ 567 871 0.650976
5 687 1000 0.687

Tablo 3: Kontrol grubu ve HBO tedavisi géren grubun
sintigrafi sonuglari (Wilcoxon testi, p< 005)

icin 90 giin, 8 fare i¢in 45 giin ve kalan 8 fare igin 15
giindiir. HBO tedavisi sirasinda enfeksiyon nedeniyle
8. giinde 6len bir, anlagilamayan nedenlerle 4. ve 11.
giinde 6len 2 olmak iizere toplam 3 hayvan daha ca-
lisma grubundan ¢ikarilmiglardir,

Otoklav tipi ve greftin otoklavize edilme teknigi:
Otoklavizasyon islemi MMM Miinchener Medizin,
Mechanic GmbH, Siemens marka otoklavda 121 °C
20 dakika siire ile yapilmistir (10).

Ameliyat sonrasi protokol: Gerek HBO uygula-
masi alan grup gerekse kontrol grubu igin ameliyat
sonrast dénemde koruyucu antibiotik tedavisi yapil-
mamistir, Sadece hayvanlarin giinliik bakim ve te-
mizlikleri yapilmistir.

Biitiin hayvanlarda ameliyatin hemen sonrasinda
(Sekil 2) ve sakrifikasyon sonrasi direkt grafiler alin-

Sekil 3: HBO tedavi grubu, ameliyat sonras1 90. giin, greftin
kaynadif goriiliiyor

di. Olusan kallus formasyonu, enfeksiyon ve buna
bagh tespit kayb:1 yoniinden kargilastinlarak deger-
lendirildi. 15., 45 ve 90. giinlerde sakrifiye edilen
hayvanlar histopatolojik olarak karsilastinldi. Deney
ve kontrol gruplarinin galigma igerisindeki dagilimi
ve siireler Tablo 2'de verilmistir.

Ayrica 90 giinliik takibi olan her iki gruptan 5'
er fare sintigrafik olarak osteoblastik aktivite yoniin-
den karsilagtinldi. Anterior pozisyonda 50 MBq
99m Tc- MDP intravenoz olarak ol¢iimden 2.5 saat
once verildi. Siemens Orbiter 7500 Digitract Gama
kamera ile, 128 x128 pixel matriksinde 10'ar dakika-
Iik c¢ekimler yapildi.

Sonuclar

Sintigrafi sonuglan Tablo 3'de verilmistir. Esli
serilerde non parametrik Wilcoxon testi ile p< 0.05
(p: 0,0431) degeri elde edildi. Bu bize aktivite tutulu-
mu agisindan 90 giin deney ve kontrol gruplan ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu gos-
termekteydi.

Radyolojik olarak her iki grubun ameliyat sonra-
s1 15. giin grafilerinde belirgin bir fark saptanamadi.
45, giin karsilagtirmah grafilerinde HBO uygulamasi
altinda olan deney grubunda periostal kallus sekillen-
mege baglarken kontrol grubunda buna ait bir goriin-
tii saptanamadi. Ameliyat sonrasi 90. giinde HBO te-
davisi alundaki grupta greftin hem proksimalde hem
distalde komsu kemige tamamen kaynadigy, greft-ke-
mik arasinda bogluk olmadig1, greft ve kemik dansi-
telerinin birbirinden farkli olmadig: goriildii. Perios-
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Sekil 4: Kontrol grubu, ameliyat sonrasi 90. giin, greftin heniiz
kaynamadig gériiliyor

tal kallus belirgin olarak komsu kemikten grefte bir
koprii seklinde atlamaktayd: (Sekil 3). Oysa ki 90.
giinde HBO tedavisi almayan kontrol grubunda greft
ile komsu oldugu canli kemik arasinda hem proksi-
malde hem distalde osteotomi hatt1 agik olarak gorii-
liyordu. Aymi sekilde greft ve komsu kemiklerde de-
kalsifiye bir goriintii hakimdi. Zay1f bir periostal kal-
lus bazi farelerde goriilmekteydi (Sekil 4). Zaten bu
sekilde herhangi bir kallus formasyonunun olmadig:
3 farede (90 giin kontrol grubu) tespitte gevseme ve
ameliyat sonrasi pozisyonun korunamadig goriil-
mekteydi (Sekil 5).

Histopatolojik inceleme sonuclan:

Ameliyat sonras1 15. Giin: Otoklavize edilmis
greftin her iki grupta da tiimiiyle nekrotik oldugu go-
rilliiyordu, Yine her iki grupta greft ¢evresinde yo-
gun lenfosit, plazma hiicresi, nétrofil ve eozinofil po-
limorf infiltrasyonu iceren bag dokusu goriilmektey-
di. HBO uygulanan grupta osteoklastik aktivite dige-
rine oranla fazla iken kontrol grubunda da tek tiik os-
teoklastlar secilmekteydi. HBO grubunda segmentin
¢ikanldigi kemik uglaninda yogun periostal kemik
yapimu dikkat cekiyordu.

Ameliyat sonras1 45. Giin: Kontrol grubunda
greft cevresinde yogun iltihapsal hiicre iceren bag
dokusu izlenmekte iken HBO grubunda bu yogunluk
goriilmiiyordu. Greft her iki grupta da tiimiiyle nek-
roze fakat HBO grubunda osteoklastik aktivite daha
da artmig goriiliiyordu. Kontrol grubunda da kemik
uglarinda periostal kemik yapimi baglamusti, yer yer

Sekil 5: Kontrol grubu, ameliyat sonras1 90. giin, greftin heniiz
kaynamadig1 ve enfeksiyona bagh dekalsifiye goriintii,
tespit kaybi

kondral kemiklegme alanlan goriiliiyordu (Sekil 6).
HBO grubunda greft ile kemik arasinda gen¢ mezen-
kim hiicreleri, fibrosit ve fibroblastlardan olusan bag
dokusu segiliyordu.

Ameliyat sonras1 90. Giin: Kontrol grubunda
greft igerisindeki nekroze alanlarda kalsifikasyon yo-
gundu (distrofik kalsifikasyon) (Sekil 7). Ayrica
greft iltihapsal hiicreler ve gen¢ mezenkim hiicreleri
iceren bag dokusu ile tamamen sanlmis ve bag doku-
su igerisinde kemiklesen kikirdak adaciklari goriil-
mekteydi (Sekil 8). Greft ¢evresinde yogun osteok-
lastik aktivite dikkat ¢ekiyordu. HBO grubunda ise
bunlara ek olarak greftin yer yer rezorbe oldugu ve
yerini yeni olusan canli kemik trabekiillerinin aldig:
goriilmekteydi. Greftin distal ve proksimalinden
grefte dogru yogun yeni kemik yapimi belirgindi
(Sekil 9).

HBO grubunda membranéz kemiklesme olurken
kontrol grubunda kondral kemiklegmenin olmasi dik-
kat gekiciydi.

Tartigma

Otoklavize greftlerin genig kemik bogluklaninin
rekonstriiksiyonunda kullanilmas: yeni bir teknik de-
gildir. Greftin tamamuyla steril hale gelmesini sagla-
yacak 1s1 derecesi ve siire aranirken kemigin meka-
nik 6zelliklerinin de olabildigince korunmas: gerekli-
dir. Isimin arttinlmasiyla siirenin kisaltilmas: veya
1sinin azaltilmasiyla siirenin uzatilmasinin kemigin
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Sekil 6: 6 haftalik kontrol grubunda kondral kemiklegme
alanlan (H&E X250)

$Sekil 8: 12 haftalik kontrol grubunda fragman uglannda yeni
kemik yapimi (H&E X250)

Sekil 7: 12 haftalik kontrol grubunda greft iginde distrofik
kalsifikasyon alanlan (H&E X100)

fiziksel 6zelliklerini ne oranda etkiledigi aragtirilmig
ve en uygun kosullarin 121 C°de 20 dakikalik otok-
lavizasyon siiresi olduguna karar verilmigtir (10, 11).
Béylelikle kemigin sertlik ve gesitli yonlerden gelen
kuvvetlere karsi direncinin normale gére en az etki-
lendigi standart deger bulunmustur. Bu standart de-
ger olan 121C'de 20 dakikalik otoklavizasyon isle-
minde diafizer kemikte higbir hiicrenin canh olarak
kalmasinin miimkiin olmadig1 yine ayni g¢alismayla
gosterilmustir (10). Bunun yani sira 1sinin proteinleri
denatiire edici etkisiyle sadece kemigin inorganik
kisminin kalmasi sanki bir ksenogreftte oldugu gibi
immiinolojik reaksiyonlara da neden olabilmektedir
(12). Teorik olarak greftin vaskiilarize olmasiyla plu-
ripotensiyel mezenkimal hiicreler greft icerisine gire-
rek once osteoklastik aktivite ile rezorpsiyon, daha
sonra osteoblastik aktivite ile greftin inkorporasyo-
nunu saglarlar (1, 6). Fakat uygulamanin yapildigi
olgularda belli siireler sonunda alinan biopsilerde bu
olayn diisiiniildiigii hizda gerceklesmedigi ve gerek
immiinolojik reaksiyonlar gerekse enfeksiyon nede-
niyle kaynamama ve sekestr formasyonu gelismesi
gozlenmistir (11, 12). Bu olumsuz sonuglan diizelt-
mek ve kaynamay: saglamak icin otoklavize greftler
demineralize allojenik kemik matriksi (11, 12) ve
otojenik kemik greftleri (14) ile desteklenmigtir. Bu
uygulamalarla sonuglar kismen diizelmis, fakat en-

Sekil 9: 12 hafta deney grubunda greft i¢inde yeni kemik yapim
alanlan (H&E X100)

feksiyon her zaman i¢in problem olmaga devam et-
mistir. Ozellikle rezeksiyon protezlerini desteklemek
ve erken donemde grefte binen, ge¢ donemde ise
proteze binen yiikleri azaltmak amaciyla otoklavize
greft+protez kullanilan olgularda enfeksiyon gok bii-
yiik sorun olmus ve girisimin basarisizlikla sonuglan-
masina neden olmustur (9).

Otoklavize otojen kemik greftleri bu dezavantaj-
larina ragmen anatomik olarak boslugu tam olarak
doldurmalarn, drnegin bir tibia st ucunda pateller
tendonun yeniden yerine dikilmesini saglayabilme
kolayligini sunmasi, iizerini 6rten yumugak dokula-
rin grefte yapigabilmeleri (14) ve temin edilme zorlu-
gu olmamasi agisindan onemli avantajlara da sahip-
tirler (11, 12, 13). Hipoksik kemigin hiperbarik oksi-
jen ile oksijenlenmesinin arttinlmasiyla angiogenesi-
sin, fibroblastik aktivitenin ve kollagen sentezinin
artmasi hipotezinden yola ¢ikilarak normal greftler
ve radyasyon osteonekrozuna ugramis kemiklerde
caligmalar yapilmistir ve bu ¢aligmalarda olumlu so-
nuglar alinmistir (4, 7). Yaptigimiz literatiir tarama-
sinda otoklavize greftlere ait béyle bir galismaya
rastlanmadigi i¢in konuyu aragtirdtk. HBO uygula-
masinin ayni zamanda immiin sistemi de etkiliyerek,
ozellikle hipoksik l6kositlerin ve makrofajlarin fonk-
siyonlarimi arturarak enfeksiyona bagl sorunlan
azaltabilecegini diisiindiik. HBO grubunda 15. giin
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yapilan histolojik incelemelerde grefte komsu ke-
miklerin uglarinda mikroskopik olarak goriilen peri-
ostal kallus 45. giinde radyolojik olarak karsimiza
cikmaktaydi. Oysa ki kontrol grubunda bu asamalara
heniiz ulagilmamisti. 90 giinliik ¢aliymamizin sonun-
da histopatolojik, sintigrafik ve radyolojik sonugla-
rin birbirlerine uygun olarak hipotezimizi destekledi-
gini gordiik.

Sonug

HBO tedavisi goren grupta greftin kaynamasi ve
revaskiilarizasyonu HBO tedavisi almayan gruba gg-
re radyolojik, sintigrafik ve histopatolojik inceleme-
lerde hep bir adim onde gitmigtir. HBO'nun immiin
sisteme olan etkisiyle de grefte kars1 yabanci cisim
reaksiyonu daha hafif seyretmis ve bunun sonucunda
yeni kemik yapimi daha hizli ve fazla olmustur.
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