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Otoklavizasyon ve dondurma islemlerinin tavsan kemik
dokusunda olusturdugu degisiklikler

Erol Yalniz ('), Seref Aktas (?), Giilara Hiiseyinova ), Ramazan Kayapinar ()

10 adet erigkin tavsanin her iki femur distalleri rezeke edilerek yumusak dokularindan temizlendi. Sag fe-
murlar -80 derecede 3 hafta tutuldu. Sol femurlar ise 120 derecede 20 dakika stire ile otoklavize edildi. Her iki
gruptaki kemikler igik ve elektron mikroskobu ile incelendi. Dondurulmug kemigin hiicresel elemaniarini ve ya-
pisini kismen korudugu, buna karsilik, otoklavizasyonun kemikte destriktif ve dejeneratif degisiklikler yaptigi
1stk ve elektron mikroskobu ile gdsterildi.

Anahtar Kelimeler: Kemik grefti, otoklavizasyon, dondurma, allogreft

The effects of autoclaving and freezing on the rabbit bone.

After resection of both distal femurs of ten rabbits, bones were dissected from soft tissues. Right femurs
were frozen at -80° C for three weeks. Left femurs were autoclaved at 120° C for 20 minutes. The bones of
both groups were examined by light and electron microscope. The histological and electron microscopic exa-
mination of the frozen bone revealed that cellular elements and structure were mainly preserved. Destructive
and degenerative changes in cellular elements and structure of bone were demostrated by light and electron
microscope after autoclaving.
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Son yillarda timor cerrahisinde, amputasyonlarin
yerini giderek lokal rezeksiyonlar almaktadir. Bu
ameliyatlardan sonra kemik yapinin rekonstriksiyonu
ciddi bir sorun olarak kargsimiza ¢ikmaktadir. Protez
uygulamalari, masif allogreftler ya da rezeke edilen
kemigin otoklavize edildikten sonra reimplantasyonu
baslica kullanilan yontemlerdir (1, 4, 8, 10, 13, 21).
Allojenik kemik greftlerinin kullanilmasi, komplike ve
pahal bir ydntemdir. Kemigin otoklavizasyonu ise da-
ha basit bir iglem olarak birgok avantaja sahip gibi
gorinmektedir (8, 11, 14, 15, 20, 22,). Bu g¢alismada
2!

otoklavizasyon ve dondurma islemlerinin tavsan ke-
miginde meydana getirdigi degisiklikler isik ve eleki-
ron mikroskobu ile degerlendirildi.

Gereg ve yontem

10 adet ortalama 2.3 kg agirhiginda erigkin ada
tavsaninin 20 femur kemigi arastirmanin gerecini
olusturdu. Tavsanlar intrakardiak ketamin hidroklorir
ile oldUrlldUkten sonra her iki femur kemikleri gikari-
larak adele, ligaman ve periostlar temizlendi. Sag fe-
murlar -80 derecede 3 hafta tutuldu. Sol femurlar 120
derecede 20 dakika sure ile otoklavize edildi. Tlm fe-
murlardan i1sik ve elekiron mikroskopisi igin érnekler
alindi. Ornekler formaldehid solusyonunda fikse edil-
dikten sonra %10 luk formik asit ile dekalsifiye edildi.
Isik mikroskopisi igin alinan érnekler Hematoxylene-
Eosin ile boyandi. Elektron mikroskopisi igin alinan
ornekler dnce %2.5 fosfat tamponlu gluteraldehid ve
takiben tamponlu %1'lik osmium tetroksit ile fikse
edildi. Dehidratasyonu takiben Epon 812 ile bloklan-
di. Kesitler Uranil-asetat ve Reynold'un kursun boyasi
ile kontratlandirildiktan sonra JEM 100 B elektron
mikroskobu ile incelendi.
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Resim 1: Dondurulmus kemidin histolojik gériniimi: Osteositler,
osteoklastlar ve kemik lamellerinin konsantrik yapisi
korunmaktadir. Osteoblastlann korundugu alanlar tek ok
isareti ile, inaktif balgeler ift ok isareti ile gosteriimistir
(H.E. X200)

Resim 2: Dondurulmug kemigin histolojik gériniumi:
Osteoblastlanin aktivitelerini korudugu alanlar tek ok ile
gosterilmistir (H.E. X 400)

Sonuglar
Dondurulmus kemiklerin histolojik incelenmesin-

de kemik hlcrelerinde ve stromada minimal degisik-
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Resim 3: Dondurulmus kemigin elektron mikroskopik gérunimi:
Buyiik gekirdekli, kaba kromatinli, sitoplazmasi berrak
osteosit ve gevresindeki stromal elemanlar (N: Cekirdek,
Er: Endoplazmik retikulum, Pr: Osteositin ¢ikintisi)

(X 15000)
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Resim 4: Dondurulmus kemigin elektron mikroskopik gériiniamii:
Osteoblastlarin sitoplazmasi yogunlasmis bir bazofilik,
gekirdekleri eksantrik yerlesimde gérilmektedir
(N: Cekirdek, CF: Kollajen lifler) ( X 6000)

Resim 5: Dondurulmus kemigin elektron mikroskopik gérunimd:
Osteoklast dis membranlanimin dizensizligi,
sitoplazmada hidroksiapatit kristalleri iceren vakuoller
gbrilmektedir (Vak: Vakuoller, Ok isareti: Hidroksiapatit
kristalleri) { X 15000)

likler gbzlendi. Haversian sistemin ve kemik trabekdl-
lerinin periferik bélimlerinde osteoblastlarin korundu-
gu gorildd (Resim 1, 2). Kemik matriksinde haversi-
an kanallarin etrafinda kemik lamelleri konsantrik ya-
pida olmakla beraber bazi alanlarda lamellerin bu ya-
pist bozulmustu. Dondurulmus kemigin elektron mik-
roskopik incelemesinde osteositlerin korundugu goz-
lendi. Hicreler oval ve biyik gekirdekliydiler. Cekir-
dekler kaba kromatinli ve sitoplazmalar berraklasmig
olup az miktarda mitokondri, endoplazmik retikulum
ve diger organoidleri igermekteydi (Resim 3). Osteob-
lastlarin sitoplazmasi bazofilik olarak izlendi. Gekir-

Resim 6: Dondurulmus kemigin elektronik mikroskopik gorindmi:
Kollajen liflerin transvers ve longitudinal gorindmi
Ok isareti; Kalsifikasyonun erken evresi) { X 12000)

Resim 7: Dondurulmus kemigin elektron mikroskopik gérinumi:
Stromal kolajen liflerinin periodik cizgili géranimi ve
hidroksiapatit kristallerin dizenli dagilimi ( X 70000)

Resim 8: Otoklavize kemigin histolojik gérinumi: Derin destriktif
ve dejeneratif irreversibl degisiklikler: Hucrelerin
vakuolizasyonu, gekirdeklerin kaybi ve kemik
lamellerinin konsantrik seklinin bozulmasi gorlimektedir
(H.E. X 100).

dekler agik renkli olup eksantrik yerlesmisti. Hicrele-
rin etrafinda kollajen lifler tespit edildi. Osteoblastlarin
sitoplazmalarinda ribozom, endoplazmik retikulum,
mitokondri ve diger organellerin normale oranla azal-
diklari gérildi (Resim 4). Osteoklastlarin dis memb-
ranlar dizensizdi. Sitoplazma iginde hidroksiapatit
kristalleri iceren vakuoller gorlldi (Resim 5). Hicre-
lerin stoplazmasinda bazofilik kiguk graniller izlendi.
Cekirdekleri diizensiz kaba kromatinler igermekteydi.
Stroma kesitlere gore transvers ve longitudinal dizilim
gosteren kollajen liflerden olusmustu (Resim 6). Kol-
lajen liflerin periodik gizgileri korunmaktaydi. Periodik
¢izgili fibrillerle hidroksiapatit kristallerin bir dlizen
olusturdugu ve aralarindaki bu ddzenin korundugu
gOzlendi (Resim 7).
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Resim 9: Otoklavize kemigin elektron mikroskopik gériinumi:
Kemik hiicrelerde destriktif ve dejeneratif degisiklikler
gorilmektedir: Hicrelerin dis membranlar korunmakla
beraber, gekirdekleri kayba ugramis, sitoplazmas:
berraklagsmig, mitokondrileri (M) geniglemis ve
matriksleri berraklagmig, kristalleri kayba ugramig
olarak gorlilmektedir ( X 20000)

Otoklavize edilmis kemiklerde hiicre elementle-
rinde ve stromada gok belirgin destriktif ve dejenera-
tif degisiklikler tespit edildi. TUm preperatlarda osteo-
sitler, osteoblastlar ve osteoklastlar blylk berrak
bosluklar seklindeydi ve gogunda gekirdekler kaybol-
mustu (Resim 8). Kemigin konsantrik lameller yapisi
bozulmustu. Otoklavize kemigin elektron mikroskopik
incelenmesinde hicrelerin blylk kisminda gekirdek-
lerin kayboldugu gdzlendi. Bazi hiicrelerde iki kontur-
lu hiicre membranlari korunmasina ragmen sitoplaz-
malarinda irreversibl degisiklikleri ifade eden destrik-
te ve dejenere hiicre organelleri gozlendi. Mitokondri-
lerin dejenere olmus formlar, membranla gevrili, bu-
yuk, sismis vakuoller seklindeydi. Matriksi ve kristalle-
ri kaybolmustu (Resim 8). Stromanin kollajen lifleri
destrikte olmus, periodik gizgileri kaybolmustu. Deje-
nere olmus kollajen liflerin arasinda hidroksiapatit
kristallerin dlizensiz ve daginik sekilde yerlestigi go-
rild. Hidroksiapatit kristallerin, kollajen liflerle olan
dizenli iligkisi bozulmustu (Resim 10).

Tartisma

Son yillarda kemik ve yumusak doku timérlerinin
tedavisinde biylk ilerlemeler gérilmektedir. TUmér
cerrahisinde yapilan genis lokal rezeksiyonlardan
sonra iskelet yapinin rekonstriksiyonu ciddi bir prob-
lemdir. Phemister (16) 1939 da timdrin blok olarak
¢ikarilip otojen greftler ile artrodez yapilmasini dner-
mistir. O tarihten sonra Wilson ve Lance (24), Cam-
panacci ve Costa (3), Enneking ve ark. (5), benzer
teknikler kullanarak basarili sonuglar yaywlamislar-
dir. Ancak bu yéntemde artrodezin saglanmasi uzun
slreli immobilizasyon gerektirmekte ve artrodezin ya-
nisira komsu eklem hareketlerinde de kisithliklar or-
taya gikmaktadir. Ayrica otojen greft kullaniminin, ek
bir insizyon gerektirmesi, donor kemikte zayiflamaya
neden olmasi ve enfeksiyon riskini artirmasi gibi de-
zavantajlari vardir. Hem hareketli bir eklem elde et-
mek, hem de defektin rekonstriksiyonu saglamak kit-
lesel osteockondral grefiler yada 6zel imal edilmis pro-
tezler ile mimkin olmaktadir. Allojenik kemik greftle-
ri, kemik bankasinin ylksek maliyeti, uygun 6lglide
greftin her zaman bulunamamasi ve rejeksiyon gibi

Resim 10: Otoklavize kemigin elektron mikroskopik gérinimi:
Stromal kollajen liflerin destrikie ve dejenere
gorinimi: Periodik gizgileri kaybolmus, hidroksiapatit
kristalleri dilzensiz ve daginik yerlesim gostermektedir
( X 62000)

sorunlara sahiptir. Rezeke edilen timorld kemigin
otoklavize edilerek timor hicrelerinin devitalizasyo-
nunu takiben reimplantasyonu ise osteokondral kitle-
sel allojenik greftlere bir alternatiftir (2, 11, 12, 13, 20,
25, 26).

Osawa ve arkadaslan (18), 1990 yilinda yaptikla-
r galigmada dondurulmug kemigin normal kemige
benzer mikroskopik 6zellikler igerdigini, haversian sis-
temlerin ve damarlarin korundugunu ve osteositlerin
belli oranda mevcut olmasina ragmen otoklavize ke-
mikte osteaositlerin destriikte olduklarini belirtmisler-
dir.

Kemik morfogenetik protein (B.M.P.) kemik doku-
su tahrip oldugunda ortaya gikan, dis dokusu matrik-
sinde de yer alan bir gikoproteindir. Pluripotansiyel
mezankimal hicreleri uyararak yeni kemik dokusu
olusumuna neden olur (9). Osteoindiksiyon kemo-
taksi, mitoz ve diferansiyasyon asamalari ile gergek-
lesmektedir (19). Dondurma isleminde B.M.P. korun-
makta ve bunun sonucunda da allojenik kemik greft-
leri osteoindilktif aktivitelerini stirdirmektedir (6, 13,
17, 18). Otoklavizasyonda ise kemigin tum proteinleri
ile beraber B.M.P. inde denatlre oldugu ve bununda
greftin osteojenik ve osteoindiktif dzelliklerini yok et-
tigi bildirilmistir (6, 17, 23). Nakanishi ve ark. (17) 70
derecenin Uzerindeki isilarda B.M.P. nin tahrip oldu-
gunu gdstermiglerdir.

Kohler ve ark. (11) yaptiklan kargilagtirmali ¢alis-
mada hem otoklavize otojenik, hemde dondurulmusg
allojenik kemiklerin zayif bir osteoindiktif aktiviteye
sahip olduklarini, bu iki tip greft arasindaki farkin mi-
neral igeriklerinde oldugunu ve allogreftlerin otoklavi-
ze greftlere oranla daha fazla mineral igerdigini bildir-
miglerdir. Guo ve ark. (7) ise total demineralizasyo-
nun osteoindUktif aktiviteyi yok ettigini ancak %23-40'
lik demineralizasyon uygulandiginda greftin bu dzelli-
gini koruyabildigini gostermislerdir. Bu calismada,
dondurma ve otoklavizasyon iglemlerinin kemik doku-
su Uzerinde yaptiklan degisiklikler 151k ve elektron
mikroskopisi ile gosterildi. Dondurulmus kemigin nor-
mal kemige daha yakin ozellikler igerdigi, otoklavize
kemigin ise temin ve kullanini teknik agidan kolay ol-
makla beraber, otoklavizasyonun kemikte ileri dere-
cede destrilksiyon yaptigi saptandi.
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