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Tavşanlarda uzun kemiklerdeki geniş segmental 
defektierin iyileşmesinin allojenik demineralize kemik 
matriksi ve otojen kemik iliği transplantasyonu 
ile uyanlması 

Ahmet K ı ral (1), Ömer Şarlak (2), Ethem G ür (2), Nuri Gü ltekin(3) 

çalışmamız geniş femur diafiz defektierinin tedavisinde allojenik demineralize kemik matriksi (DBM) ve otojen ke­
mik iliği trdansplantasyonunun etkisini saptamak amacıyla, GA TA araştırma merkezinde, tavşanlar üzerinde gerçekleş­
tirildi . Ilk önce iyileşmeyecek ve non-unionla sonuçlanacak bir standart segmental defekt oluşturma yöntemi geliştiri idi. 
Daha sonra ise oluşturulan bu defektiere bir grupta sadece allojenik DBM, bir başka grupta ise allojenik DBM ile birlikte 
otojen kemik iliği transplantasyonu yapıldı. Tüm gruplarda 13 hafta süre ile iyileşme , klinik radyolojik ve histolojik olarak 
takip edildi. Union insidansı sadece allojenik DBM implante edilen grupta % 73, hem allojenik DBM ve hemde otojen 
kemik i1iği implante edilen grupta ise % 100 idi. Ayrıca radyolojik olarak kemik dokunun ilk kez görülmesine kadar ve uni­
on oluşmasına kadar geçen minimum süreler son grupta daha kısa idi. Böylece sonuç olarak, her iki yönteminde geniş 
femoral diafiz defektierinin tamirinde değerli olduğu ayrıca allojenik DBM ile birlikte otojen kemik ili ği transplantasyonu 
yönteminin, sadece ollajenik DBM implantasyonu yönteminden daha etkin olduğu saptard ı. 

Anahtar kelimeler: Demineralize kemik matriksi, geniş segmental kemik defektieri. 

Induc110n of healing of large segmental defects of long bones ın rabbıts wiht transplantatıon 
of aliogemc demıneralızed bone matrıx (DBM) and autogenous bone marrow 

We studied theeffects ofallogenicdemineralized bone matrix(DBM)and autogenous bone marrowo n the re­
pair of largefemoral diaphyseal defects in a rabbit model, in GATA Research Ceutre. A standart procedure was 
firstdeveloped tocreatesegmental defects that did not heal and in which non-union developed consisten t/y. Allo­
geneic DBM alone was then transplanted into thesedefects in onegroupand both allogeneic DBM and autogeno­
us bone marraw were in the other. Healing was followed clinically, radio logica lIy and histologically for 13 weeks 
in all groups. Incidence of union was 73 % in allogeneic DBM implanted group aloneand was /00 % in both alloge­
neic DBM and autogenous bone ma rrow implanted group. Minimum time to see roentgenographically visible bo­
ne and minimum time to produce union werealso shorter in the latterone. Weconclude that both methods are va­
luable in repairof 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 segme'ntal bone defects. 

Kırık kaynama devreleri içinde kınk kaynaması açı­
sından en önemlisi; fibröz , kıkırdak ve kemiksel eleman­
lardan oluşan kal dokusu yapımı ile karakterize olan tamir 
devresidir. Kal dokusu yapımında görevalan hücre­
ler"pluripotent embriyonal mezenkimal hücreler" den 
köken alır . Adalede, faciada, perioslta, endotel veya pe­
rivasküler alanda, kemik i li ğ inde ve dolaşımda bulunan 
bu embriyonal hücreler çeşitli uyarı ların etkisi ile hücresel 
farklılaşmaya uğrar ve fibröz doku, kıkırdak doku veya ke­
mik dokuyu oluşturacak öncü hücrelere dönüşürler 
(1 ,2 ,13,15). 

Kınk olur olmaz, gelen bir emir üzerine pluripotent 
embriyonal mezenkimal hücreler kal dokusunu oluştura­
cak fibroblast ve asteoblastlara dönüşmektedir. Bu bilgi­
ler ve emirler bu hücrelere nasıl ve kim tarafından iletil­
mektedir? 

Hulth 1980 yılında kırık iyileşmesi ile ilgili yeni bir te­
ori ileri sürmüştür(8). Bu otöre göre bir kınk olayında tah­
rip olan kemik dokusu ve çevre yumuşak dokulardan or­
taya çıkan bir takım moleküller gerekli bilgileri çevredeki 
pluripotent embriyorıal mezenkimal hücrelere taşımak-
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ta , bu hücrelerin zarları ve stoplazmalarından geçerek çe­
kirdeklerine ulaşmakta ve DNA'daki yapısal genlerini et­
kilemektedir. Bunun sonucunda hücre değişim göster­
mekte, osteoblast , kondroblast veya fibroblasta dönüşe­
rek kendine özgü dokuyu oluşturmaya başlamaktadır. Bu 
teorinin ortaya atıldığı yıllarda ve takip eden yıllarda yapı­
lan çalışmalar sonucu bu teoriyi destekleyecek bir çok ha­
berci molekül kırık olgulannda saptanmı ştır ve her geçen 
gün bir yenisi bulunmaktadır. Bu molmeküller içinde en 
önemlisi BMP (Bone Morphogenetic Protein)dir. 

BMP Urist ve arkadaşları tarafından izole edi lmiştir 
(16,17 ,18,19). Kemik dokusu tahrip olduğunda açığa çık­
maktadır. Kemik dokusu matriksinde kollagen molekül­
lerine bağlı , fakat ondan farklı bir proteindir. Kollagenaz 
enzimine rezistandır. Bu protein kemik matriksinin yanı­
sıra diş dokusunun matriksindede yer almaktadır. Pluri­
potent embriyonal mezenkimal hücreleri etkileyerek os­
teoprogenitor hücreler haline dönüşmelerine neden 
olur. Kemik matriksi demineralize edildiğinde bu protei­
nin aktivitesi artmaktadır(4 , 7). Bunun nedeni mineralize 
bir kemik dokusu içinde proteinin diffüzibilitesinin az 01-
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Resim-I: Femur orta 1/3 kısmında 8 mm.lik segmental 
defekt oluşturulması ve external fiksatör ile tesbit. 

ması , demineralize kemik dokusu içinde ise daha rahat 
hareket edebilmesidir. Bu gün bu protein birçok canlı tü­
ründe izole edilmiş durumdadır{S, 7 ,13). Genellikle düşük 
molekül ağırlıklı olan bu proteinler türe özgüdür: 

- Sığır BMP'si : 17.000-18.000 Dalton 

- Pare osteosarkoma ve tavşan dentin BMP'si 
3 .000 Dalton. 

- İnsan BMP'si (iki fraksiyondur): 

i. fraksiyon: 14.000 Dalton 

2 .fraksiyon: 24.000 Dalton. 

BMP'den zengin olan demineralize edilmiş kemik 
matriksi (DBM) adale içine implante edilirse, koyulduğu 
yerdeki pluripotent embriyonal mezankimel hücrelerde 
mitoz başlar. Bu hücreler osteoprogenitor hücrelere dö­
nüşerek o bölgede kemik dokusu oluşur(S, 7 ,11,13,19). 

BMP'nin etkili bir uyan yaratabilmesi için yakın çev­
resinde pluripotent embriyonal mezenkimel hücrelerin 
olması ve ayrıca ortamın geçirgen olması gerekmekte­
dir.(4,6, 7 , 12 , 16Çalışmamızın amaçlan şöyle özetlenebi­
lir: 

1- Tavşanlarda uzun kemiklerde tedavi edilmezse 
non-unionla sonuçlanacak segmental dializyal bir defekt 
sistemi oluşturmak. Normalde tavşanlarda kınklar o ka­
dar kolay ve süratli kaynarki, kınk iyileşmesini önlemek 

ve non-union oluşturmak oldukça zordur. Son yıllarda 
Segal ve arkadaşlan tarafından sıçanlarda uzun kemikler­
de non-union oluşturan bir teknik geliştirilmiştir. Bu tek-

A. Kıral ve ark. 99 

nikte femurun orta bölümünde rezeke edilerek oluşturu­
lan defektin uzunluğunu muhafaza edebilmek için , defek­
te omega ( ) şeklinde, uçları femurun medullasına giren 
bir pin yerleştirilir, alçı yapılmaz. Ancak bu pin defekti n 
kapanmasını önlerken aynı zamanda medüller kanal ağ­

zını tıkamaktadır. Bu nedenle bu mahsuru ortadan kaldı­
racak yeni bir sistem geliştirmek gerekmektedir(14). 

2- Oluşturulacak defekte demineralize kemik mat­
riksi implante ederek kaynamayı sağlamak. 

3- Oluşturulacak defekte demineralize kemik mat­
riksi ile birlekte otojen kemik iliği transplante ederek kay­
namayı sağlamak. 

4- Kemik defekte oluşması beklenen kal dokusunun 
gelişimini klinik, radyolojik ve histolojik olarak irıceleye­
rek deney gruplan ile kontrol gruplan arasında kaynama 
yönünden istatistikselolarak arılamlı bir fark olup olmadı­
ğını saptamak. 

Gereç ve Yöntem 

Araştırmamız içirı GATA Araştırma Merkezinden 
sağlanan, Veteriner kontrolundan geçmiş, bir yaşında ve 
ortalama ağırlıkları 2,S kg olan 80 adet sıhhatli erkek tav­
şan kullanıldı. Tavşanlar deney öncesi 24 saat süreyle la­
boratuvar şartlarında tutuldu, deney sonrasıda aynı çev­
rede muhafaza edildi. Ameliyat edilecek olan hayvanlar 

. operasyon öncesi alt: saat süre ile aç bırakıldılar. Tavşan­

Ian uyutmak için anestezik madde olarak Ketalar (Keta­
min Hidroklorid) LO mg/kg dozda I.M. olarak kullanıldı. 
Ketalar enjeksiyonundan S dakika sonra ise adale gevşe­

tici olarak Rompun (Xylazir: Hidroklorid) LO mg/kg dozda 
I.M. olarak yapıldı. Bu iki ilaç ile bir saat kadar anestezi 
sağlandı. Ortalama ameliyat sürerniz ise yarım saat idi. 
Anesteziden sonra hayvanların ameliyat sahaları tıraş 
edildi, ameliyat masasına alınarak Betadine solüsyonu ile 
yıkandı ve steril örtülerle örtüldü. Ameliyatlarda Ana Bi­
lim Dalımızdaki ortopedik el cerrahi aletleri ve tarafımız­
dan tasarlanıp GATA Suni Aza Atölyesinde yaptırılan 
mini eksternal fiksatörler kullanıldı (Resim I) . 

Tüm ameliyatlar hayvanların sağ femurunda yapı! 
dı. Femura 4 cm. uzunluğunda anterolateral insizyon yi 
pılarak girildi. 

Deney gruplarında yapılan işlemler ve her grupta Çı 
kan komplikasyonlar Şekill'de gösterilmektedir. 

DBM elde edilmesinde dikkat edilecek en önemli 
nokta .kemiğiı:ı .osteoindüksiyon .aktiv.i.tesini .oı:tadan .kal­
dırmadan demineralizasyon ve sterilizasyonu gerçekleş­
tirmektir(3,7,10 ,16,17). Biz kendi araştırmamızda Einhom 
ve arkadaşlarınca (4) geliştirilen demineralizasyon ve ste­
rilizasyon yöntemini kullandık. (Şekil 2). 



Resim-Z: Rezeke edilen segmentin kemik iliğinin çıka­
nlması. 

Resim-3: Çıkanlan kemik iliğinin demineralize edilmiş­
kemik matriksi segmentinin medullasına doldurulması 

Otojen kemik i1iği tronsplantasyonu için Tagaki ve 
Urist 04) ile Lindholm ve Nilsson'un (II) kullandığı yöntem 
uygulandı. (Resim Z ve 3,4) 

Resim-4: Medullası otojen kemik iliği ile doldurulmuş 
a1lojenik demineralize kemik matriksinin defek! yerine 
implantasyonu. 

Ameliyat bitince tavşanlann radyografileri çekildi ve 
sürekli kalacaklan kafeslerine götürüldü. Hayvanlara alçı 
uygulanmadı. Birkaç gün içinde ameliyat edilen bacaklan 
üzerine basarak extemal fiksatörleri ile kafes içinde do­
laşmaya başladılar. Hayvanlar üç ay süreyle takip edildi. 
İki haftalık aralarla radyografi kontrölü yapıldı. On üçün-
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Resim 5: Grup Vte yer alan ve allojenik demineralize 
kemik matriksi ile birlikte otojen kemik iliği transplan­
tasyonu yaptığımız bir olgunun takip grafileri. 
A.Ameliyattan hemen sonra B.Z hafta sonra 
C. 6 hafta sonra D.lZ hafta sonra 

cü hafta sonunda III,N ve V. gruptaki hayvanlaröldürüle­
rek kal dokusunun oluşumunun hangi safhada olduğu 
gross ve histolojik olarak incelendi. 
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Deney Tavşan Yapılan İşlem Nonunion Union Radyolojik olarak Union olması 
gruplan sayısı insidansı insidansı kal dokusunun ilk . . 

ıçın geçen 
görülme zamanı(Haf- minimum süre 

ta olarak) (Hafta olarak) 

nı 23 Segmental defekt 23 - - -
oluşturması 

N II Segmental defekt 3 8 3 8 
oluşturulması ve 
defekte allojenik 

DBM implantasyonu 

V 12 Segmental defekt 
oluşturulması ve 
defekte ollajenik - 12 2 6 
DBM ile birlikte 

otojen KI transplan-
tasyonu 

Tablo-I: Tavşanlarda femur segmental diafiz defektlerinin tedavisinde uygulanan loka! cerrahi tedavi yöntemlerinin klinik, rad-
yolojik ve histolojik sonudan. 
DBM : Dernineralize kemik matriksi 
KI : Kemik iliği 

Bulgular 
Yaptığımız araştırmanın sonuçlan tablo i de görül­

mektedir. 13 haftalık takip süresi sonunda, klinik, radyo­
lojik ve histolojik olarak Grup III'deki tavşanlann hiçbirin­
de union oluşmadığı saptanmışken, Grup IVdeki tavşan­
larda II olgudan B'inde, Grup Vdeki tavşanlarda ise iZ ol­
gunun tümünde union gelişmiştir. (Resim 5) 

Uygulanan tedavi yöntemlerinin sonuçlannı istatis­
tiksel olarak değerlendirmek amaClYla gruplar arasında 
"Yates" düzelirnesi yapılarak "Fischer ki-kare (chi-square) 
exact testi" uygulanmıştır. Bu test ile grup ııı ile grup ıv, 
grup ııı ile grup V ve grup karşılaştırdıldğındı hepsinde p 
değerleri (p 0 ,05) anlamlı bulunmuştur . 

Raclyölojikolarakkaldokusununkücükadacıklar ha­
linde görülmesi grup ıv'te üçüncü haftada, grup Vte ise 
ikinci haftada başlamıştır. 

Radyolojik ve klinik union oluşması için geçen mini­
mum süre ise ıv. grupta B hafta, V. grupta ise 6 hafta ola­
rak bulunmuştur. 

13. hafta sonunda III.,ıv . ve V. gruplardaki tüm tav­
şanlar öldürülerek incelendiğinde , III. grupta tüm olgular­
da defekt yerinde grossve histolojik olarak hiç kal dokusu 
bulunmadığı , ıv . grupta radyolojik ve klinik olarak non­
union saptanan 3 olguda ise histalojik olarak fibröz ve kı­
kırdak doku elemenlanndan ve yer yerde çok az miktarda 
mineralize olmamış osteoid dokudan oluşan yumuşak bir 
kal dokusu bulunduğu saptanmıştır. Grup ıvıteki diğer B 
olgu ve grup Vteki tüm olgularda remodelizasyon devre­
sinde olduğu, diğer beşinde ise tamir devresinin özelliği 
olan düzensiz kemik. trabeküllerinin JazIa olduğu. görül­
müştür. 

Tartışma ve Sonuç 
Daha önce belirtildiği gibi tavşan, sıçan ve farelerde 

uzun kemiklerde kınklar çok kolay ve süratli kaynar ve bu 
hayvanlarda deneysel amaçla nonunionla sonuçlanacak 
segmental diafizyal bir defekt sistemi oluşturmak oldukça 
zordur. Segal ve arkadaşlan tarafından geliştirilen omega 
( ) pin ile nonunion oluşturma yönteminin, medüller ka­
nallan tıkayarak, kınk kaynamasında büyük rolü olan ke­
mik iliği kökenli hücrelerin kınk bölgesine gelmesini en­
gelleme mahsuru vardır(14). Bizim kendi geliştirdiğimiz 

ekstemal fiksatör ile nonunion oluşturma yöntemimiz ise 
bu mahsuru ortadan kaldırmaktadır. Yaptığımız çalışma­
da grup III'teki tüm hayvanlarda defektte kaynama olma­
ması ve nonunion gelişmeSi yöntemimizin etkinliğini gös­
termektedir. Bu yöntem ile rde tavşanlarda yapılabilecek 
uzun kemiklerin segmental defektleriyle ilgili çalışmala r­
da nonunion oluşturmak amacıyla başanyla uyguyanabi­
lecek bir deneysel modeldir. 

Gene yaptığımıL araştırma~ deney gruplan ara­
sında yapılan istatistiksel değerlendirmeler göstermekte­
dirki tavşan uzun kemiklerinde oluşturulan segmental di­
afizyal kemik defektlerinin tedavisinde hem demineralize 
kemik matriksi implante edilmesi yöntemi, hemde demi­
neralize. kemik matriksiyle birlikte otojen kemik. iliği 
transplantasyonu yöntemi union oluşturma bakımından 
değerli yöntemlerdir. Ancak bu iki yöntem birbiriyle kar­
şılaştınldığında da p değerinin anlamlı bulunması 
(p<0,05) demineralize kemik matriksi ile birlikte otojen 
kemik iliği transplantasyonu yönteminin union oluştur­
mada daha etkin olduğunu göstermektedir. Aylnca rad­
yolojik olarak kal dokusunun ıv . grupta üçüncü haftada, 
V. grupta ise ikinci haftada görülmeye başlaması ; radyo­
lojik ve klinik unionun ıv . grupta sekiz haftada, V. grupta 
ise altıncı haftada oluşması ve histolojik incelemede V. 
gruptaki olgularda kınk kaynamasının daha ileri bir dev­
rede olması , oluşturulan defekte demineralize kemik 
matriksi koyulmasına ilaveten otojen kemik iliği trans­
plantasyonu yapılmasının kınk kaynamasını aynı zaman­
da çabuklaştırdığını göstermektedir. 

Dernineralize kemik. rnatrlksi daha önce belirtildiği 
gibi implante edildiği bölgede ve bu bölgenin çevresinde 
bulunan Pluripotent embriyonal mezenkimal hücreleri 
uyararak bu hücrelerin osteoprogenitor hücrelere dö­
nüşmesine ve kemik yapımının başlamasına neden ol­
maktadır. Eğer otojen kemik iliği transplante edilerek 
çevredeki pluripotent embriyonal mezenkimal hücrele­
rin yoğunluğu artınlırsa "osteoinductive" etki dahada art­
maktadır _ Bu güne kadar hayvanlarda cranium defektleri 
ve medial kondil defektierinin, insanlarda ise periodontal 
defektierin, soliter unicameral kemik kistlerinin, maxilla 
ve mandibula defektierinin ve kranial defektierin tamirin­
de allojenik demineralize kemik matriksi yalnız başına ve-



~ otojen kemik iliği ile birlikte kullanılmış ve başanlı so­
riuçlar alınmıştır(4,7,9,1l). Bizim çalışmamızın sonuçla­
nnda allojenik demineralize kemik matriksi ve otojen ke­
mik iliğinin bu "osteoinductive" etkilerini teyid etmekte ve 
aynca şimdiye kadar yapılmış çalışmalardan farklı olarak 
bu yöntemin hayvanlarda ağırlık taşıyan uzun kemiklerin 
segmental diafiz defektlerinin tedavisinde de başan ile uy­
gulanabileceğini göstermektedir. 

İnsanlarda uzun kemiklerin diafizlerinde çeşitli ne­
denlerle oluşan geniş defektler günümüzde halen ortope­
elinin en büyük sorunlanndan birisirdir. Bu güne kadar bu 
defektierin tamirinde otojen greftler, homolog greftler 
(allogreftler,), heterolog greftler (xenogreftler) ve çeşitli 
inorganik materyaller kullanılmıştır(4,7 ,13,14). 

Otojen greftler halen başan ile kullanılmasına rağ­
men bunun yerini alabilecek yeni bir materyale ihtiyaç 
vardır. Bu materyal kol"vca sterilize edilebilmeli. kolay 
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şekil verilebilmeli, yeterli miktarlarda elde bulunabilmeli 
ve oda sıcaklığında muhafaza edilebilmelidir. Böylece 
ameliyat süreleri kısalacak , greft e lde etmek için fazladan 
bir ameliyata gerek kalmıyacak ve enfeksiyon riski azala­
caktır. Krista iliakadan greft alınması basit bir işlem olarak 
görülmemelidir. çoğu zaman greft alınan yer esas ameli­
yat edilen yerden çok daha fazla rahatsızlık vermekte­
dir(l2). 

Allojenik banka greftleri halen kullanılmasına rağ­
men kınk, rezorpsiyon, nonunion gibi komplikasyonlan 
vardır(7) . Allogreftler antijenik özellikleri nedeniyle iltiha­
bi reaksiyon oluştururlar. Dondurma ve liyofilizasyon iş­
lemleri bu greftlerin antijenik özelliklerini azaltmasına 
rağmen tamamı ile yok etmez(7 ,12). Greft etrafında geli­
şen iltihabi reaksiyon ise vaskülarizasyon hızını ve dolayı­
sı ile yeni kemik oluşum hızını azaltır(12) . 

Xenogreftler ise antiienik özelliklerinin ollogreftler-
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dende fazla olması nedeniyle ahd tarafından iyi tolere 
edilmezler ve yeterli osteojenik uyanm sağlamazlar 
(4,7). 
Sonuç olarak söylenebilirki allojenik demineralize kemik 
matriksi kolayca sterilize edilebilmesi, kolay şekil verile­
bilmesi, antijenik reaksiyona yol açmaması, ameliyat sü­
resini kısaltması, bol miktarda elde bulundurulabilmesi ve 
oda sıcaklığında saklanabilmesi gibi özellikleri nedeniyle 
tüm greltlerin ve materyallerin yerini tutabilecek bir mad­
dedir. 
Hayvan deneylerinin sonuçlannı direkt olarak insanlar 
üzerinde uygulamak mümkün değildir. Allojenik demine­
ralize kemik matriksi transplantlannın ortopedik cerrahi­
de kullanılabilirliğini saptamak için insanlar üzerinde çok 
iyi kontrollu hazırlanmış deneyler yapı lması gerekmekte­
dir. Ancak son yıllarda yapılan birçok araştırmalar ve bi­
zim yaptığımız araştırmanın sonuçlan, demineralize ke­
mik matriksi transplantlannın allojenik banka greltlerin­
den çok daha başanh sonuçlar vereceği izlenimini bırak-
maktadır . . 
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