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GM-CSF’nin Kirik iyilesmesi iizerine etKkisinin sican tibialar:
iizerinde arastirilmasi

M. Akif Kaygusuz(D) , Nusret Atash® , Ismet Aydogdu®, Siileyman Ozen™®), Nurzat Elmah(),
Omer Sarlak(®)

Osteogenez ile hematopoez arasindaki bilinen iliski nedeniyle ézellikle miyelosupresif kanser tedavisi
uvgulanan hastalarda ve kemik iligi transplantasyonu sonucu olugan ndtropeni  periyodunu  kisaltmak
amaciyla kullamilan, aplastik anemilerde, cilt iilser ve yaralarinda enfeksiyon tedavisinde kullanimi
aragtirllan GM - CSF'nin (graniilosit makrofaj stimulating factor) kirik iyilesmesi tizerine etkisi olup ol-
madigi arastirildi. Universitemiz hayvan laboratuarindan elde edilen ortalama 240 gr agirhginda 30
adet sican  kullamiarak her birinde sag arka tibialarinda kirik olugturularak intramediiller tespit ya-
pudi. Sigcanlar iki gruba ayrilarak 1.grup sicana Imikrogrikg GM-CSF (Leucomax) 10  giin siireyle verildi
kontrol grubu olan 2.gruba ise ilag verilmedi. Operasyon sonrasinda birinci giin radyolojik kontrol yapil-
di, 45 giin somra tiim hayvanlar sakrifiye edilerek radyolojik ve histolojik incelemeye alindi. Radyolojik
ve histolojik degerlendirme modifiye Lane ve Sandhu kriterlerine gére yapildi. Deney ve kontrol gru-
bunda kemiklegsme, kaynama ve remodelizasyon bulgulari radyolojik olarak degerlendirildiginde ke-
miklesme ve kaynamada Mann-Whitney U testine gire sonuclar deney grubu lehine anlamli bulundu
(p<0.05). Remodelizasyonda bir fark goriilmedi (p>0.05). Histolojik degerlendirmede; kaynama, spongioz
kemik olusumu korteks olusumu ve kemik iligi olusumu olarak dort kriter yine istatistiksel olarak de-
gerlendirildiginde kemik iligi olusumu disindaki bulgular deney grubu lehine anlamit bulunmugtur
(p<0.05).

Anahtar kelimeler: Kirik, ivilesme, graniilosit makrofaj stimulating factor

The effect of the GM-CSF on fracture healing in rats

Purpose: There are some relationship between osteogenesis and haematopoiesis. GM-CSF is a ha-
ematopoietic growth factor that is used in patients on myelosuppressive cancer therapy with neutro-
penia and aplastic anemia and skin ulcers. GM-CSF has stimulatory effects on especially granulocy-
tes and macrophages lines. Study design: In this study the effect of GM-CSF on fracture he-
aling in rats was investigated. Thirty rats with tibial diaphyseal fractures were divided into two
groups. Imicrogrikglday GM-CSF (Leucomax) was injected s.c to the first group for ten days while
the second group had no treatment. Rats were sacrified at the end of the sixth week and evaluated radi-
ologically and histopathologically. Modified Lane and Sandhu criteria were used to compare the re-
sults between study and control groups. Statistical analysis was performed with Mann-Whitney U test.
Results: Radiologic evaluation showed that bone formation and union were superior in the study
group: (p=0.0277 and p=0.0143, respectively). Histopathologic scores for GM-CSF were superior to
those cohtrol group : (p=0.0384, p=0.0008 and p=0.040 respectively). In our opinion that GM-CSF
may be helpful on bone healing but more comprehensive and large studies are needed.
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1936 da yaymlanan Vaughan’in l¢koeritroblas-
tik anemi hakkindaki makalesinden beri osteoge-
nez ve hematopoez arasindaki iligki bilinmektedir
(18). Kemik yapimim saglayan osteoblastlar primi-
tif mezenkimal hiicrelerden kaynagini almaktadur,
Keza osteoklastlarin kaynagi kan hiicreleridir. Emb-

riyonik hayatta hematopoetik hiicreler ilk énce pri-
mitif yumurta kesesinde goriiliirler daha sonra fotal
karacigere ve takiben kemik ilifine ulasirlar. Endo-
kondral kemiklesme esnasinda mezenkim hiicre-
leri yogunlasarak kikirdak modelin daha sonra ke-
miklesmesinde rol alirlar. Bu kikirdak modelin
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Sekil 1: Deney grubu sigan tibialarinin toplu goriiniimleri

Sekil 2: Kontrol grubu sigan tibialarinin toplu gériiniimleri

dis tabakasina perikondrium denir. Perikondrium
kapillerler tarafindan gecilerek buraya hematopo-
etik stem hiicreleri prekursor (ana) hiicreler, gra-
niilosit, eritrosit, lenfosit ve monositler ulagmakta-
dir. Kemik iligindeki mezenkimal kaynakli stromal
hiicreler osteoblastik ve kartilajinéz potansiyel tagir-
lar ayrica kemik iliginde kan hiicreleri ve diger
ana hiicreler bulunur. Yine kandaki monositler do-
ku makrofajlari muhtemelen osteoklastlar ayni sii-
recte gelisirler. Osteoklastlar ve monositler kemik
yikimmda diger hematopoetik kaynakli hiicre-
ler ile koordineli c¢aligmaktadir. Osteopetrozis veya
Albers - Schonberg Hastalifi (mermer kemik has-
talig1), carcinomatozis myelomatozis, Cooley ane-
misi gibi hastaliklarda bilindigi gibi hem hema-
topoez hem de osteogenezde bozukluk vardur. il-
ging olarak mermer kemik hastalifinda uygun
kemik iligi transferinden sonra biitiin semptomlar
diizelmektedir (18). Normal erigkinlerde hematopo-
ez kemik iligi ve dalakta olmakta ve hematopoez
ve osteogenez birbirinden bagimsiz iki ayr siire¢
olarak gelismektedir. Son yillarda ozellikle ilagla-
rin neden oldugu nétropeninin 6nlenmesinde GM -
CSF rutin olarak kullamilmaktadur. Bu nedenle biz
caligmamizda, koloni stimiile eden bu ilacin kink
iyilesmesi {izerine herhangi bir etkisinin olup olma-
digm1 aragtirdik.

Sekil 3: Deney rubunda kaynama elde edilen bazi sican tibialar:

Sekil 4: Kontrol grubundan kaynama goriilen si¢an tibialary

Gere¢ ve yontem

Otuz adet erkek ve disi Sprague Davley sicam
kullanildi. Siganlar 210-310 gram arasinda ortala-
ma 240 gr agirhigindayds.

Cerrahi teknik: Siganlara im ketamin aneste-
zisi uygulandi.

Sag arka tibialar1 iizerinden girilerek mini ke-
mik makas: ile tibialar1 orta kisimdan kesilerek ti-
bialarinda kirik olugturuldu.Daha sonra enjektor ig-
nesi ile intramediiller fiksasyon yapildi. Fiksasyo-
nun yeterliligi elle bakilarak test edildi. Cilt ipek-
le siitiire edildi. Operasyon sonrasi ayrilan onbes
sicana lmicrogr/kg Leucomax (GM-CSF) ilk
giinden itibaren on giin siireyle ayn: saatte s.c ola-
rak verildi. Doz miktar1 kemik iliginde optimal
uyarma yapacak doz olarak tayin edildi. Kontrol
grubuna ayrilan diger onbes sicana higbir ilag ve-
rilmedi. Biitiin siganlar standart sigan yemi ve su
ile beslendi. Cerrahi girisimden sonra tiim hay-
vanlarin tibialarimin réntgenleri cekildi. Hayvan-
lar kirkbes giin sonra oldiirillerek tibialar eksize
edildi. Deney ve kontrol gruplari ayrilarak rontgen-
leri (Sekil 3, 4) ve fotograflar1 cekildi (Sekil I, 2).
Daha sonra histolojik degerlendirme amaciyla %5
formaldehit solusyonuna alindi. %5°lik nitrik asit
ile dekalsifiye edilerek parafinlendi,10-20 mikro-
metre kalinhiginda kesilerek hematoksilen ve eosin
ile boyand: (Sekil 5, 6).
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Sekil 5: Deney grubundan kaynama bﬁlgésinin histolojik

Sekil 6: Kontrol grubunda kaynama bdlgesinin histolojik

goriiniimi goriiniimii
Kemiklegme Puan Kaynama (proksimal ve distal ayr ayn degerlendirilir)
K k 0
Bolgede %25 Kaynama 1 Fibrz Kaynama i
%50 Kaynama 2 Osteokondral kaynama 2
%75 Kaynama 3 Kemiksel kaynama 3
%100 Kaynama 4 Bolgenin komplet kaynamasi 4
Kaynama yok
Spongioz Selliiler aktivite yok 0
K ; ; Erken apozisyonel yeni kemik 1
aynama (proksimal ve distal) Aktif apozisyonel yeni kemik 2
- Spongioz kemikte reorganizasyon 3
Kaynayabilir 1 ; ; 4
R 2 Komplet spongioz reorganizasyon
Kaynama yok 0 Korteks Yok 0
Erken bulgu |
Remodelasyon Korteks olusmak iizere 2
Reorganize olmug 3
intramediiller remodelasyon 1 Tam tegekkiil etmis 4
Kortikkal remodelasyon 2 I .
Kemik iligi Kesitlerde yoksa 0
Reniedtlasyonb el g Olugmak iizereyken 1
1/2’den fazla ol 2
Her katagori i¢in olabilecek toplam puanlar K/omgll::tizlrzrln?zlﬁi?lg : 3
Matiir yag dokulu ilik 4
Kemiklesme 4
Proksimal kaynama 2 Her katagori i¢in olabilecek toplam puanlar
Emal dka;y jLanie % Proksimal kaynama 4
S Ek Distal kaynama 4
- Spongioz 4
Maksimum skor 10 Korteks 4
— — - ) Kemik iligi 4
Tablo 1: Modifiye Lane ve Sandhu radyolojik skorlama kriterleri
Maksimum skor 20

Sonuclar

Hayvanlarm hepsi radyolojik ve histolojik ola-
rak modifiye Lane - Sandhu kriterlerine gore de-
gerlendirildi (Tablo 1, 2). Istatiksel degerlendirme
Mann- Whitney U testi ile yapildi.

Buna gore; kemiklesme, kaynama ve remo-
delasyon ayri ayn incelendi. (Tablo 3, 4). Tablo-
larda goriildiigli gibi, kaynama ve total kemikles-
me deney ve kontrol gruplarinda degerlendirildi-
ginde; deney grubundaki sonuglar anlamli olarak
daha iyi bulunmustur (p=0.0277 ve p=0.0143). Re-

Tablo 2: Modifiye Lane ve Sandhu histolojik skorlama kriterleri

modelasyonda ise anlamli bir fark bulunmamaistir
(p>0.05 ). Histolojik sonuglarimz modifiye Lane-
Sandhu kriterlerine gore degerlendirildiginde, kay-
nama, spongioz kemik olusumu, korteks ve ke-
mik ili§i ayn ayr degerlendirildi. Sonuglar istatis-
tik olarak analiz edildiginde kemik iligi olusumu
digindaki degerler deney grubu lehine anlamli bu-
lunmustur (p=0.0384, p=0.0008 ve p=0.04 ) (Tablo
5, 6). Toplam sonuglar istatiksel anlamda deney
grubu lehine anlamhidir (p=0.0126).
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Kaynama |Deney Grubu Kontrol Grubu | Sonug Kaynama Deney grubu | Kontrol Grubu Sonug
Ortalama Ortalama
degerler 19.10 11.90 p=0.0143 degerler 18.60 12.40 p=0.0384
Kemiklesme Spongioz Kemik
Ortalama Ortalama
Degerler 18.97 12.03 p=0.0277 degerler 20.27 10.37 p=0.0008
Tablo 3: Radyolojik kaynama ve kemiklegmenin istatistiki Kortikal Kemik
sonuglart
Ortalama
Remodelasyon | Deney Grubu | Kontrol Grubu| Sonug degerler 18.50 12.50 p=0.0040
Ortalama Tablo 5: Histolojik degerlendirmenin kaynama,spongioz ve
degerler 17.77 13.23 p=0.1223 kortikal kemik olugumu sonuglarmmin istatistiki
degerleri
Tablo 4: Remodelasyonun istatistiki sonuglar1
Kemik iligi Deney Grubu | Kontrol Grubu | Sonug
Deney grubunda bir sicanda enfekte pseudoart-  Ortalama
roz goriilmesine karsilik, kontrol grubunda ii¢ s1-  degerler 17.17 13.83 p=0.2103
¢anda enfekte pseudoartroz goriildii. Tablo 6: Histolojik olarak kemik iligi olusumunun istatistiki
sonuglar1

Tartisma

Bilindigi gibi kirik iyilegsmesi kan akim ve sta-
biliteyle yakindan iligkilidir Kaynamay: saglama
ve hizlandirmada kemik grefleri ve kemik bankalari-
nin olugturulmas: giinceldir (16). Son yillarda kirik
iyilesmesinde yardimer bazi ilging yeni faktorler
elde edilmistir (8). Kirik iyilesmesinde rol oynayan
bu bilylime faktdrleri sunlardir: BMP (Bone
morphogenetic protein).

TGF-Beta(Transforming growth factor beta),
IGF(Insulin like growth factor), PDGF (Platelet de-
rived growth factor), FGF (Fibroblast growth fac-
tor) ve TNF (Tumor necrosis factor).

Bu biilyiime faktorleri inflamatuar ve inflamatu-
ar olmayan hiicreler tarafindan salinmaktadir.

Kirik iyilesmesinin baslangi¢ fazinda biiylime
faktorleri ve sitokinler makrofajlar tarafindan salin-
maktadir. Keza osteoblastlar, kemik matriksi ve
trombositler tarafindan da bu maddeler iretilmek-
tedir. Kink veya doku yaralanmasi sonrasi bazi
aktif mediatorler ortaya cikar.

Bu mediatdrler bazi kemoatraktanlar, anjioge-

netik maddeler ve biiylime faktorleridir (8).

Monosit ve makrofajlar hem hematom iginde
bulunurlar hem de yaralanmig sahaya gog ederek
biiylime faktorlerinin iiretiminde rol alirlar (8). Yine
makrofajlar fibroplazi olusumuna katkida bulunur-
lar (8). Keza trombositler bir¢ok biiyiime faktorle-

ri ihtiva ederler, bunlar PDGF (platelet derived
growth factor), EGF (epidermal growth factor), T-
GF - Beta (transforming growth factor-beta) ve di-
gerleridir (8). Biiylime faktorleri polipeptitlerdir.

Son yillarda Urist ve arkadaglarinin ¢ok sayida
calisma yaptigi BMP (Bone morphogenetic protein)
bu bilylime faktdrlerinden biri ve TGF- Beta ile
ayni ailedendir (8, 15).

Riley ve Urist’e gére BMP-2 osteoblasta benzer
hiicrelerin olusumunu hizlandirmaktadir (15).

Calismada kullandifimiz GM -CSF bilindigi
gibi hematopoietik bir biiylime faktdriidiir,

Yapilan invitro ¢aligmalarda (5, 6, 7} GM-CSF’
nin osteoklastlar iizerindeki etkisinden bahsedil-
mektedir. Buna gére GM-CSF osteoklast olusu-
munda ve aktivitesinde artiga yol agmaktadir (2, 3,
5,6,7,9).

Bir diger bulgu GM-CSF etkisiyle baz1 osteok-
lastlarin kemik rezorpsiyonu etkileri inhibe edil-
mektedir (7). Bir bagka bulguya gére M-CSF aym
zamanda osteoblastik hiicreler tarafindan da iiretil-
mektedir.

Yine osteoblastik ve osteoklastik aktivite kemik
lyilesmesi ve remodelasyonunda birbirini tamam-
layan dairesel siireclerdir. Bilindigi gibi GM-CSF’
nin antibakteriyel, antitiiméral etkisi; yara iyiles-
mesi iizerine olumlu etkileri bulunmaktadir (9, 11).
Ancak kirik iyilesmesi lizerine direkt etkisi konu-
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sunda heniiz yeterli invitro ve invivo caligmalar
yaptmamisgtir. Bununla birlikte GM - CSF hema-
topoietik bir bitylime faktoriidiir. Hematogenez ile
osteogenez arasinda ise bir iligki oldugu (3, 7, 9,
17) one siiriilmektedir. Bunlardan yola ¢ikarak GM-
CSF'nin kirik iyilesmesi lizerinde olumlu bir etki
yapabilecegi diigliniilerek ¢alismamiz sekillendiril-
migtir . GM-CSF’yi 1 mikrogr/kg/giin olarak ongiin
kullandik, Ciinkii kemik iligi {izerindeki stimulan
etkisi bu dozda on giin i¢ginde maksimal diizeyde
olmaktadir (1). Calisilan siganlarin kemik yapilari-
nm kii¢lik olmas1 ve deneyimizde kiriklarda defekt
olusturmadigimiz igin radyolojik degerlendirmede
kirktaki iyilesme degerlendirilmistir.

. Enfekte ve pseudoartroz olan olgulan degerlen-
dirmeye dahil ettik, zira GM - CSF’nin enfeksiyon
tedavisinde kullammi konusuna da deney gru-
bundaki enfeksiyon azliginmn katkida bulunacagim
diisiindiik. Histopatolojik olarak kemik iligi olu-
sumunda deney ve kontrol grubu arasmda anlamh
bir fark olmamas: kirik tespitinin intramediiller
yapilmis olmasiyla iligkili olabilir.Remodelasyonda
bir fark olmamasinin deney siiresinin kisa oluguyla
alakali oldugunu diisliniiyoruz. Toplu olarak sonug-
lar degerlendirildiginde GM-CSF’nin kirik iyiles-
mesi lizerine olumlu etkisinin olabilecegini diigiin-
mekteyiz.

Sonug

Calismamizin sonuglarina goére sunlarn soyleyebi-
liriz

1. GM-CSF’ nin kirik iyilesmesi {izerine clumlu
bir etkisi olabilecegini yaptigimiz ¢calisma destekle-
mektedir

2. Deney grubuna gore kontrol grubunda en-
fekte psodoartrozun daha fazla goriilmesi enfeksi-
yon tedavisinde GM-CSF’'nin kullaumi konusunda
cesaret vericidir.
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