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Tavsanlarda uzun kemiklerdeki genis segmental
defektlerin iyilesmesinin allojenik demineralize kemik
matriksi ve otojen kemik iligi transplantasyonu

ile uyarilmasi

Ahmet Kiral (1. Omer Sarlak (@, Ethem Giir @, Nuri Giltekin(®

Calismamuz genis femur diafiz defektlerinin tedavisinde allojenik demineralize kemik matriksi (DBM) ve otojen ke-
mikiligi trdansplantasyonunun etkisini saptamak amaciyla, GATA arastirma merkezinde, tavsanlar iizerinde gergekles-
tirildi. [k &nce ivilesmeyecek ve non-unionla sonuglanacak bir standart segmental defekt olusturma yéntemi gelistirildi.
Daha sonra ise olusturulan bu defektlere bir grupta sadece allojenik DBM, bir baska grupta ise allojenik DBM ile birlikte
otojen kemik iligi transplantasyonu yapildi. Tiim gruplarda 13 hafta siire ile ivilesme, klinik radyolojik ve histolojik olarak
takip edildi. Union insidansi sadece allojenik DBM implante edilen grupta % 73, hem allojenik DBM ve hemde otojen
kemikiligi implante edilen gruptaise %100 idi. Ayrica radyolojik olarak kemik dokunun ilk kez gériilmesine kadar ve uni-
on olusmasina kadar gecen minimum stireler son grupta daha kisa idi. Béylece sonug olarak, her iki yénteminde genis
femoral diafiz defektlerinin tamirinde degerli oldugu avrca allojenik DBM ile birlikte otojen kemik iligi transplantasyonu
yénteminin, sadece ollajenik DBM implantasyonu yénteminden daha etkin oldugu saptard.

Anahtar kelimeler: Demineralize kemik matriksi, genis segmental kemik defektleri.

Induction of healing of large segmental defects of long bones in rabbits wiht transplantation
of allogenic demineralized bone matrix (DBM) and autogenous bone marrow

We studied the effects of allogenic demineralized bone matrix (DBM) and autogenous bone marrowon the re-
pair of large fernioral diaphyseal defects in a rabbit model, in GATA Research Ceutre. A standart procedure was
first developed to create segmental defects that did not heal and in which non-union developed consistently. Allo-
geneic DBM alone was then transplanted into these defects in one group and both allogeneic DBM and autogeno-
us bone marraw were in the other. Healing was followed clinically, radiologically and histologically for 13 weeks
inall groups. Incidence of union was 73 % in allogeneic DBM implanted group alone and was 100 % in both alloge-
neic DBM and autogenous bone marrow implanted group. Minimum time to see roentgenographically visible bo-
ne and minimum time to produce union were also shorter in the latter one. We conclude that both methods are va-
luable in repair of large femoral diaphyseal defects and that allogeneic DBM and autogenous bone marrow trans-

plantation method is more effective than allogeneic DBM implantation method alone.

Key words : Demineralized bone matrix, large segmental bone defects.

Kink kaynama devreleri i~inde kirk kaynamasi aci-
sindan en énemlisi; fibroéz, kikirdak ve kemiksel eleman-
lardan olusan kal dokusu yapimi ile karakterize olan tamir
devresidir. Kal dokusu yapiminda gérev alan hiicre-
ler"pluripotent embriyonal mezenkimal hiicreler” den
kiken alir. Adalede, faciada, periostta, endotel veya pe-
rivaskiiler alanda, kemik iliginde ve dolasimda bulunan
bu embriyonal hiicreler gesitli uyanlarin etkisi ile hiicresel
farklilasmaya ugrar ve fibréz doku, kikirdak doku veya ke-
mik dokuyu olusturacak &éncii hiicrelere doniistirler
(1,2,13,15).

Kink olur olmaz, gelen bir emir iizerine pluripotent
embriyonal mezenkimal hiicreler kal dokusunu olustura-
cak fibroblast ve asteoblastlara déniismektedir. Bu bilgi-
ler ve emirler bu hiicrelere nasil ve kim tarafindan iletil-
mektedir?

Hulth 1980 yilinda kink ivilesmesi ile ilgili yeni bir te-
ori ileri siirmiistiir(8). Bu otére gére bir kink olayinda tah-
rip olan kemik dokusu ve gevre yumusak dokulardan or-
taya ¢ikan bir takim molekiiller gerekli bilgileri cevredeki
pluripotent embriyonal mezenkimal hiicrelere tasimak-

ta, bu hiicrelerin zarlan ve stoplazmalarindan gecerek ce-
kirdeklerine ulasmakta ve DNA'daki yapisal genlerini et-
kilemektedir. Bunun sonucunda hiicre degisim gdster-
mekte, osteoblast, kondroblast veya fibroblasta déniise-
rek kendine 6zgii dokuyu olusturmaya baslamaktadir. Bu
teorinin ortaya atildigi yillarda ve takip eden yillarda yapi-
lan calismalar sonucu bu teorivi destekleyecek bir gok ha-
berci molekiil kink olgulannda saptanmistir ve her gecen
giin bir yenisi bulunmaktadir. Bu molmekiiller i¢inde en
onemlisi BMP (Bone Morphogenetic Protein)dir.

BMP Urist ve arkadaslan tarafindan izole edilmistir
(16,17,18,19). Kemik dokusu tahrip oldugunda agiga cik-
maktadir. Kemik dokusu matriksinde kollagen molekiil-
lerine bagh, fakat ondan farkl bir proteindir. Kollagenaz
enzimine rezistandir. Bu protein kemik matriksinin yaru-
sira dis dokusunun matriksindede yer almaktadir. Pluri-
potent embriyonal mezenkimal hiicreleri etkileyerek os-
teoprogenitor hiicreler haline déniismelerine neden
olur. Kemik matriksi demineralize edildiginde bu protei-
nin aktivitesi artmaktadir{4.7). Bunun nedeni mineralize
bir kemik dokusu i¢inde proteinin diffiizibilitesinin az ol-
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Resim-1: Femur orta 1/3 kisminda 8 mm.lik segmental
defekt olusturulmas: ve external fiksatér ile tesbit.

mast, demineralize kemik dokusu iginde ise daha rahat
hareket edebilmesidir. Bu giin bu protein bircok canh tii-
riinde izole edilmis durumdadir(5,7,13). Genellikle diisiik
molekiil agirhkh olan bu proteinler tiire dzgiidiir:

- Sigir BMPsi : 17.000-18.000 Dalton

- Pare osteosarkoma ve tavsan dentin BMP'si :
3.000 Dalton.

- Insan BMP"si (iki fraksiyondur):
l. fraksiyon: 14.000 Dalton
2 fraksiyon: 24.000 Dalton.

BMP'den zengin olan demineralize edilmis kemik
matriksi (DBM) adale icine implante edilirse, koyuldugu
verdeki pluripotent embriyonal mezankimel hiicrelerde
mitoz baslar. Bu hiicreler osteoprogenitor hiicrelere dé-
niiserek o bélgede kemik dokusu olusur(5,7,11,13,19).

BMP'nin etkili bir uyan varatabilmesi i¢in yakin cev-
resinde pluripotent embrivonal mezenkimel hiicrelerin
olmasi ve ayrica ortamin gecirgen olmasi gerekmekte-
dir.(4,6,7,12,16Calismamizin amaglan séyle &zetlenebi-
lir:

|- Tavsanlarda uzun kemiklerde tedavi edilmezse
non-unionla sonuglanacak segmental diafizyal bir defekt
sistemi olusturmak. Normalde tavsanlarda kinklar o ka-
dar kolay ve siiratli kaynarki, kirik iyilesmesini énlemek
ve non-union olusturmak oldukca zordur. Son wvillarda
Segal ve arkadaslan tarafindan siganlarda uzun kemikler-
de non-union olusturan bir teknik gelistirilmistir. Bu tek-

nikte femurun orta béliimiinde rezeke edilerek olusturu-
lan defektin uzunlugunu muhafaza edebilmek icin, defek-
te omega ( ) seklinde, uglan femurun medullasina giren
bir pin yerlestirilir, al¢i yapilmaz. Ancak bu pin defektin
kapanmasim énlerken ayni zamanda mediiller kanal ag-
zim tikamaktadir. Bu nedenle bu mahsuru ortadan kaldi-
racak yeni bir sistem gelistirmek gerekmektedir(l4).

2- Olusturulacak defekte demineralize kemik mat-
riksi implante ederek kaynamay: saglamak.

3- Olusturulacak defekte demineralize kemik mat-
riksi ile birlekte otojen kemik iligi transplante ederek kay-
namayi saglamak.

4- Kemik defekte olusmas: beklenen kal dokusunun
gelisimini klinik, radyolojik ve histolojik olarak inceleye-
rek deney gruplan ile kontrol gruplan arasinda kaynama
yéniinden istatistiksel olarak anlamh bir fark olup olmadi-
gini saptamak.

Gerec ve Yontem

Arastirmamuz icin GATA Arastirma Merkezinden
saglanan, Veteriner kontrolundan gegmis, bir yasinda ve
ortalama agirliklan 2,5 kg olan 80 adet sihhatli erkek tav-
san kullanldi. Tavsanlar deney 6ncesi 24 saat siireyle la-
boratuvar sartlaninda tutuldu, deney sonrasida aym ¢ev-
rede muhafaza edildi. Amelivat edilecek olan hayvanlar

. operasyon &ncesi alt: saat siire ile a¢ birakildilar. Tavsan-

lar1 uyutmak icin anestezik madde olarak Ketalar (Keta-
min Hidroklorid) 10 mg/kg dozda .M. olarak kullaruld.
Ketalar enjeksiyonundan 5 dakika sonra ise adale gevse-
tici olarak Rompun (Xylazir. Hidroklorid) 10 mg/kg dozda
.M. olarak vapildi. Bu iki ilag ile bir saat kadar anestezi
saglandi. Ortalama ameliyat siiremiz ise yanm saat idi.
Anesteziden sonra hayvanlarin ameliyat sahalan tirag
edildi, ameliyat masasina alinarak Betadine soliisyonu ile
yikandi ve steril értiilerle 6rtiildii. Ameliyatlarda Ana Bi-
lim Dalimizdaki ortopedik el cerrahi aletleri ve tarafimiz-
dan tasarlanip GATA Suni Aza Atélyesinde yaptinlan
mini eksternal fiksatérler kullaruld: (Resim ).

Tiim amelivatlar hayvanlann sag femurunda yapil
di. Femura 4 cm. uzunlugunda anterolateral insizyon ye
pilarak girildi.

Deney gruplarinda yapilan islemler ve her grupta g1
kan komplikasyonlar Sekil Ide gosterilmektedir.

DBM elde edilmesinde dikkat edilecek en énemli
nokta kemigin ostecindiiksiyon aktivitesini ortadan kal-
dirmadan demineralizasyon ve sterilizasyonu gercekles-
tirmektir(3,7,10,16,17). Biz kendi arastirmamizda Einhorn
ve arkadaslarinca (4) gelistirilen demineralizasyon ve ste-
rilizasyon yontemini kullandik. (Sekil 2).
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Resim-2: Rezeke edilen segmentin kemik iliginin cika-
nilmast.

Resim-3: Cikarilan kemik iliginin demineralize edilmis-
kemik matriksi segmentinin medullasina doldurulmas:

Otojen kemik iligi tronsplantasyonu icin Tagaki ve
Urist (14} ile Lindholm ve Nilsson'un (Il) kullandii yntem
uygulandi. (Resim 2 ve 3,4)

Resim-4: Medullas: otojen kemik iligi ile doldurulmus
allojenik demineralize kemik matriksinin defekt yerine
implantasyonu.

Ameliyat bitince tavsanlann radyografileri cekildi ve
stirekli kalacaklan kafeslerine gétiiriildii. Hayvanlara alc:
uygulanmad. Birkac giin icinde amelivat edilen bacaklan
lizerine basarak external fiksatérleri ile kafes icinde do-
lagsmaya bagladilar. Hayvanlar ii¢ ay siireyle takip edildi.
Iki haftahk aralarla radyografi kontrslii yapild:. On iiciin-

c D

Resim 5: Grup V'te yer alan ve allojenik demineralize
kemik matriksi ile birlikte otojen kemik iligi transplan-
tasyonu yaphigimz bir olgunun takip grafileri.
A.Ameliyattan hemen sonra B.2 hafta sonra
C. 6 hafta sonra D.12 hafta sonra

cii hafta sonunda III,IV ve V. gruptaki hayvanlar éldiiriile-
rek kal dokusunun olusumunun hangi safhada oldugu
gross ve histolojik olarak incelendi.



A. Kiral ve ark. 101

Tavsan Yapilan Islem

sayisi

Deney
gruplan

Segmental defekt
olusturmasi

Segmental defekt
olusturulmas: ve
defekte allojenik

DBM implantasyonu

Segmental defekt
olusturulmas: ve
defekte ollajenik
DBM ile birlikte

otojen Kl transplan-
tasyonu

Nonunion Union | Radyolojik olarak Union olmasi
insidansi insidans: | kal dokusunun ilk icin gegen
goriilme zamam(Haf-| minimum siire
ta olarak) (Hafta olarak)
23 U R - -
3 8 3 8
- 12 2 6

volojik ve histolojik sonuclan.
DBM : Demineralize kemik matriksi
KI : Kemik iligi

Tablo-l: Tavsanlarda femur segmental diafiz defektlerinin tedavisinde uygulanan lokal cerrahi tedavi yéntemlerinin klinik, rad-

Bulgular

Yaptidimiz arastirmanin sonuglan tablo I de gériil-
mektedir. 13 haftalik takip siiresi sonunda, klinik, radyo-
lojik ve histolojik olarak Grup IlI'deki tavsanlann hicbirin-
de union olusmadig saptanmisken, Grup IV'deki tavsan-
larda Il olgudan 8'inde, Grup V'deki tavsanlarda ise 12 ol-
gunun tiimiinde union gelismistir. (Resim 5)

Uygulanan tedavi yéntemlerinin sonuclanm istatis-
"Yates" diizeltmesi yapilarak "Fischer ki-kare (chi-square)
exact testi” uygulanmstir. Bu test ile grup Ill ile grup IV,
grup lll ile grup V ve grup karsilastirdildgindi hepsinde p
degerleri (p 0,05) anlamh bulunmustur.

Radyolojik olarak kal dokusunun kiiciik adaciklar ha-
linde gériilmesi grup IV'te iiciincii haftada, grup V'te ise
ikinci haftada baglamstir,

Radyolojik ve klinik union olusmasi i¢in gegen mini-
mum siire ise [V. grupta 8 hafta, V. gruptaise 6 hafta ola-
rak bulunmustur.

13. hafta sonunda IIL,IV. ve V. gruplardaki tiim tav-
sanlar éldiiriilerek incelendiginde, III. grupta tiim olgular-
da defekt yerinde grossve histolojik olarak hig kal dokusu
bulunmadidi, IV. grupta radyolojik ve klinik olarak non-
union saptanan 3 olguda ise histalojik olarak fibréz ve ki-
kirdak doku elemenlarindan ve yer yerde ¢ok az miktarda
mineralize olmarms osteoid dokudan olusan yumusak bir
kal dokusu bulundugu saptanmustir. Grup VIteki diger 8
olgu ve grup V'teki tiim olgularda remodelizasyon devre-
sinde oldugu, diger besinde ise tamir devresinin &zelligi
olan diizensiz kemik trabekiillerinin fazla oldugu gériil-
miistiir,

Tartisma ve Sonug

Daha énce belirtildigi gibi tavsan, sican ve farelerde
uzun kemiklerde kinklar ¢ok kolay ve siiratli kaynar ve bu
hayvanlarda deneysel amacla nonunionla sonuclanacak
segmental diafizyal bir defekt sistemi olusturmak oldukc¢a
zordur, Segal ve arkadaslar tarafindan gelistirilen omega
( ) pin ile nonunion olusturma yénteminin, mediiller ka-
nallan tikayarak, kink kaynamasinda biiyiik rolii olan ke-
mik iligi kdkenli hiicrelerin kink bolgesine gelmesini en-
gelleme mahsuru vardir(l4). Bizim kendi gelistirdigimiz

eksternal fiksatér ile nonunion olusturma yéntemimiz ise
bu mahsuru ortadan kaldirmaktadir. Yaptigimiz calisma-
da grup [ll'teki tiim hayvanlarda defektte kaynama olma-
masi ve nonunion gelismesi yéntemimizin etkinligini gos-
termektedir. Bu yéntem ilerde tavsanlarda yapilabilecek
uzun kemiklerin segmental defektleriyle ilgili calismalar-
da nonunion olusturmak amaciyla basanyla uyguyanabi-
lecek bir deneysel modeldir.

Gene yaphdimiz arastrmada, deney gruplan ara-
sinda yapilan istatistiksel degerlendirmeler géstermekte-
dirki tavsan uzun kemiklerinde olusturulan segmental di-
afizyal kemik defektlerinin tedavisinde hem demineralize
kemik matriksi implante edilmesi yéntemi, hemde demi-
neralize kemik matriksiyle birlikte otojen kemik iligi
transplantasyonu yéntemi union olusturma bakimindan
degerli yéntemlerdir. Ancak bu iki yéntem birbiriyle kar-
silastinldiginda da p degerinin anlamh bulunmasi
(p<0,05) demineralize kemik matriksi ile birlikte otojen
kemik iligi transplantasyonu yénteminin union olustur-
mada daha etkin oldugunu géstermektedir. Aylnica rad-
yolojik olarak kal dokusunun IV. grupta ii¢iincii haftada,
V. grupta ise ikinci haftada gériilmeye baslamast; radyo-
lojik ve Klinik unionun IV. grupta sekiz haftada, V. grupta
ise altinci haftada olusmasi ve histolojik incelemede V.
gruptaki olgularda kink kaynamasinin daha ileri bir dev-
rede olmasi, olusturulan defekte demineralize kemik
matriksi koyulmasina ilaveten otojen kemik iligi trans-
plantasyonu yapilmasimin kink kaynamasini ayni zaman-
da gabuklastirdigini géstermektedir.

Demineralize kemik matriksi daha énce belirtildigi
gibi implante edildigi bslgede ve bu bélgenin ¢evresinde
bulunan Pluripotent embriyonal mezenkimal hiicreleri
uyararak bu hiicrelerin osteoprogenitor hiicrelere do-
niismesine ve kemik yapiminin baslamasina neden ol-
maktadir. Eger otojen kemik iligi transplante edilerek
cevredeki pluripotent embriyonal mezenkimal hiicrele-
rin yogunlugu artinlirsa "osteoinductive” etki dahada art-
maktadir. Bu giine kadar hayvanlarda cranium defektleri
ve medial kondil defektlerinin, insanlarda ise periodontal
defektlerin, soliter unicameral kemik kistlerinin, maxilla
ve mandibula defektlerinin ve kranial defektlerin tamirin-
de allojenik demineralize kemik matriksi yalniz basina ve-
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4§ otojen kemik iligi ile birlikte kullanilmis ve basanh so-
nuglar alinmustir(4,7,9,11). Bizim galismamizin sonugla-
nnda allojenik demineralize kemik matriksi ve otojen ke-
mik iliginin bu "osteoinductive" etkilerini teyid etmekte ve
aynca simdive kadar yapilmis galismalardan farkh olarak
bu yéntemin hayvanlarda agirhk tasiyan uzun kemiklerin
segmental diafiz defektlerinin tedavisinde de basan ile uy-
gulanabilecegini géstermektedir,

Insanlarda uzun kemiklerin diafizlerinde gesitli ne-
denlerle olusan genis defektler giiniimiizde halen ortope-
dinin en bilyiik sorunlarindan birisirdir. Bu giine kadar bu
defektlerin tamirinde otojen greftler, homolog greftler
(allogreftler,), heterolog greftler (xenogreftler) ve gesitli
inorganik materyaller kullanilmistir(4,7,13,14).

Otojen greftler halen basan ile kullanilmasina rag-
men bunun yerini alabilecek yeni bir materyale ihtiyac
vardir. Bu materyal kolavca sterilize edilebilmeli. kolay

Temizleme ve
d H.0 ile yikama

0,6 N HCT icinde
96 saat bekletme
2 kez asit degisimi

[

%70 “lik alkol iginde
16-48 saoat bekletme

Sekil-2

sekil verilebilmeli, yeterli miktarlarda elde bulunabilmeli
ve oda sicakhdinda muhafaza edilebilmelidir. Béylece
ameliyat siireleri kisalacak, greft elde etmek icin fazladan
bir ameliyata gerek kalmiyacak ve enfeksiyon riski azala-
caktir, Krista iliakadan greft alinmasi basit birislem olarak
goriilmemelidir. Cogu zaman greft alinan yer esas ameli-
yat edilen yerden ¢ok daha fazla rahatsizlik vermekte-
dir(12).

Allojenik banka greftleri halen kullarilmasina rag-
men kirik, rezorpsiyon, nonunion gibi komplikasyonlan
vardir(7). Allogreftler antijenik zellikleri nedeniyle iltiha-
bi reaksiyon olustururlar. Dondurma ve liyofilizasyon is-
lemleri bu greftlerin antijenik 6zelliklerini azaltmasina
ragmen tamami ile yok etmez(7,12). Greft etrafinda geli-
sen iltihabi reaksiyon ise vaskiilarizasyon hizim ve dolayi-
st ile yeni kemik olusum hizimi azaltir(12).

Xenogreftler ise antiienik &zelliklerinin ollogreftler-

\ Tavsanin femurunun
e _} orta 1/3 kismindan

segment cikariimasi

O o

d Hzﬂ

icinde 6 saat
yrtkama

Segmentin defekfe
implantasyonu

Kemik matrikslerinin demineralizasyon

ve sterilizasyonu



dende fazla olmasi nedeniyle alici tarafindan iyi tolere
edilmezler ve yeterli osteojenik uyarim saglamazlar
(4,7).

Sonug olarak séylenebilirki allojenik demineralize kemik
matriksi kolayca sterilize edilebilmesi, kolay sekil verile-
bilmesi, antijenik reaksiyona yol agmamasi, ameliyat sii-
resini kisaltmasi, bol miktarda elde bulundurulabilmesi ve
oda sicakhginda saklanabilmesi gibi &zellikleri nedeniyle
tiim greftlerin ve matervallerin yerini tutabilecek bir mad-
dedir.

Hayvan deneylerinin sonuclarini direkt olarak insanlar
iizerinde uygulamak miimkiin degildir. Allojenik demine-
ralize kemik matriksi transplantlarinin ortopedik cerrahi-
de kullarulabilirligini saptamak icin insanlar iizerinde ¢ok
iyi kontrollu hazirlanmus deneyler yapilmasi gerekmekte-
dir. Ancak son yillarda yapilan birgok aragtirmalar ve bi-
zim yaphdmiz arastirmanin sonuglan, demineralize ke-
mik matriksi transplantlarinin allojenik banka greftlerin-
den ¢ok daha basarih sonuq:lar verecedi izlenimini birak-
maktadir,
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