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Amag: Bu ¢alismanin amaci demineralize kemik matriksinin (DKM) tendon-kemik iyilesmesi tizerinde-
ki etkilerini aragurmak idi.

Calisma plani: On iki Yeni Zelanda tavsanimin her iki bacaginda uzun dijital ekstansor tendon tibia
proksimalinde agilan tiinelin icine aski dikis yontemi ile tespit edildi. Sag tibialarda tendon tiinele yerles-
tirilmeden 6nce tiinel icine tavsan kaynakli DKM enjekte edildi. Sol tibialar ise kontrol grubu olarak alin-
d1 ve sadece uzun dijital ekstansr tendonlart tiinel igerisinde tespit edildi. Ugiincii, 6. ve 9. haftalarda 4’er
adet tavsan rastgele sekilde intravenoz yiiksek doz (200 mg/kg) pentotal ile sakrifiye edildi ve tavsanlarin
her iki bacagi histolojik inceleme icin alindi. Ornekler histopatolojik agidan fibrokartilaj olusumu, yeni
kemik olugsumu, tendonun kemik tiinel icerisindeki tutunmasi ve Sharpey lifleri olusumu agisindan bir
skorlama sistemi ile kor ve bagimsiz bir sekilde degerlendirildi.

Bulgular: Ugiincii haftada DKM grubunda Sharpey lifleri, fibrokartilaj ve yeni kemik olusumu skorla-
rinin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu gozlendi. Alunci ve 9. haftalarda ise histolojik degerlendir-
me parametreleri agisindan gruplar arasinda istatiksel anlaml farkhilik saptanmadi (p>0.05).

Cikarimlar: Demineralize kemik matriksinin kemik tiinel hayvan modelinde tendon-kemik iyilesmesi

stirecinin ilk 3 haftasinda yeni kemik olusumunu ve Sharpey liflerinin sayisin1 arttrdigi goriildii.

Anahtar sozciikler: Demineralize kemik matriksi; tendon-kemik iyilesmesi; kemik tiinel.

Kemik tiinel igerisindeki tendon greftin iyilesmesi
bir¢ok rekonstriiksiyon tekniginde basarili sonuglar el-
de edilmesi i¢in gerekli temel biyolojik siirectir. Tiinel
ici tendon-kemik iyilesmesindeki kalite ve iyilesme hi-
z1 cerrahi sonrasi erken rehabilitasyon programi ve
spora déniiste 6nemli kriterlerdir."

Rekonstriiksiyon sonrast donemde uzamis immobi-
lizasyon stireci tendonun zayiflamasina, eklem sertligi-

ne ve basarisiz sonuglara neden olmaktadir.”’ Ote yan-
dan, biyolojik iyilesme siirecinin saglikli ve sorunsuz
devamu i¢in rekonstriiksiyon sonras: dénemde tendon-
kemik ara yiziinde erken hareketten kaginilmasinin
faydali olacagi da savunulmustur. Bununla birlikte, ya-
pilan ¢ogu calismada ilk tespitin giictintin farkl tespit
teknikleri ile arttirilmasi ve sonrasinda kontrolli erken
harekete baglanmast iizerinde durulmustur.'
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Gallie ve Le Mesurier’in' 1922’de tendonun kemik
dokusu igerisindeki davranigini inceleyen calismasini
takiben aragtirmacilar iyilesme siirecinde tendonlarin
kemik tizerinde veya icerisinde kemiklegmis halde tu-
tunmasint gosteren bircok hayvan calismasi yapmuiglar-
dir. Tyilesme siirecinde tendon ve kemik arasinda yeni
olugan liflere Sharpey’in lifleri denilmektedir. Bu lifler
tendonun uzun aksina dik olarak uzanmakta ve kemigi
delerek tendonun kemige sikica, indirekt tutunmasini
saglayan primer yapilardir.”” Sharpey’in tanimlama-
sindan bugiine daha erken ve daha giiclii tespit sagla-
mak i¢in bir¢ok biyolojik ve biyolojik olmayan caligma
(farkl: tespit tekniklerinin kullanildigr) yapilmistur. Ke-
mik tinel igerisine buylme faktorlerinin eklenmesi
(kemik morfolojik proteinleri, transforme edici biyii-
me faktorii-, gibi), mezenkimal kok hiicre uygulamala-
11, kollajen yikimini saglayan matriks metalloproteinaz-
larin: inhibe eden ajanlarin uygulanmas: gibi biyolojik
stireci hizlandiran bir¢ok yontem ¢alismalarda denen-
mistir. Bu calismalarda biyolojik adjuvanlarin tendon
kemik iyilesmesini olumlu yonde etkiledikleri belirtil-
migtir.”"” Diger bir caligmada, tavsanlarda hiperbarik
oksijen tedavisinin tendon-kemik iyilesmesi tizerine bi-
yolojik ve mekanik olumlu etkileri oldugu gosterilmis-
tir."””! Tendonun tiinele yerlestirilmeden &nce cerrahi
sirasinda kalsiyum fosfat ile hibridasyonunun ve tendo-
nun tiinele yerlegtirilmeden 6nce periost ile sarmalan-
masinin tendon-kemik iyilesmesini arttirdigr bildiril-
mektedir.""” Yapilan bu ¢aligmalarda deneysel olarak
iyilesme siireci i¢in olumlu sonuglar bildirilmigse de
klinik olarak halen rutin kullanilan biyolojik bir ajan
mevcut degildir.

Demineralize kemik matriksi (DKM) kemigin asit
ekstrasyonu sonrasi mineralize komponentinin uzak-
lagtirlmast ile elde edilmektedir." DKM, kollajen ve
kollajen olmayan proteinleri, kemik morfolojik prote-
inlerini (KMP), transforme edici biiytime faktorlerini
(TGF-p1, 2 ve 3) ve biiytime farklilagtirma faktorlerini
icerir."” DKM osteoindiiktiftir ve bunu enkondral ke-
miklesme saglayarak yapar."™"” Giiniimiizde, DKM
kaynama yoklugunun tedavisinde, omurga fiizyonla-
rinda ve kemik defektlerinin doldurulmasinda kullanil-
maktadir.””*” Tendon-kemik tutunmasi tendonun ke-
mik tiinel yiizeyine ilerleyici mineralizasyonu ve meka-
nik yiiklere maruz kalan dokunun yeniden sekillenme-
si ile olugmaktadir.”’ Tendon-kemik tutunmasinda
DKM’nin olasi etkisi ise, bircok biiytime faktoriini
icermesiyle, enkondral kemiklesme saglamasi ve ten-
don-kemik ara yiiztinde iyilesme icin gorev alacak bir-
cok hiicre i¢in iskelet alt yapt olusturmas olabilir.

Bu ¢alismadaki amacimiz, DKM’nin kemik tiinel
icinde tendon iyilesmesine etkisi olup olmadiginin be-
lirlenmesi ve kemik tiinel ¢evresinde anormal kemik

yapimina neden olup olmayacaginmn histolojik olarak
degerlendirilmesi idi.

Gereg ve yontemler

Caligmada Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fa-
kiiltesi, Deney Hayvanlar1 Laboratuvarr’'nda tretilen
12 erigkin erkek Yeni Zelanda albino tiirii tavsan (yas:
8 ila 12 ay; agirlik: 2.7 ila 4.0 kg) kullanildi. Calismanin
etik kurul onay1 Istanbul Universitesi Veterinerlik Fa-
kiiltesi’nden alindi. Tavsanlarin her iki dizinde lateral
femur kondilinden uzun dijital ekstansor (extensor di-
gitorum longus, EDL) tendon kesilerek tibia proksi-
malinde eklem digina agilan kemik tiinele tespit edil-
di.”” Caligma grubunda; sag tibiada acilan tiinele, tav-
san uzun kemiklerinden elde edilen 1.5 ml DKM
(Musculoskeletal Transplant Foundation; Edison, NJ,
ABD) uygulandi.”” Kontrol grubunda, EDL tendonu
ayn1 hayvanin sol tibiasinda, tiinel icinde tespit edildi.

Tavsanlara 100 mg/kg ketamin (Ketalar; Sigma, St
Louis, MO, ABD) ve 8 mg/kg ksilazin (Rompun; Sig-
ma, St Louis, MO, ABD) ile intramiiskiiler anestezi uy-
gulandi. Ameliyat 6ncesi 50 mg/kg sefazolin sodyum
ile enfeksiyon profilaksisi saglandi. Tavsanlarin giin
icindeki diurnal degisikliklerini standardize etmek icin
ameliyatlar sabah 9 ila 12 arasinda gergeklestirildi. Her
iki dizde uraglama, povidon-iyot soliisyonu ile cerrahi
saha temizligi ve steril 6rtme iglemi yapildi. Her iki diz
eklemi lateral parapatellar kesi ile ortaya koyulduktan
sonra cilt kesisi tibia distali goziikecek sekilde uzatil-
d1.” Uzun ekstansor tendon lateral femur kondili bas-
langi¢ yerinden ayrildi (Sekil 1a). Tibia proksimal me-
tafizinde, tibia uzun kemik aksina 30° olacak sekilde,
2.5 mm genigliginde kemik tiinel agild: (Sekil 1b). Aci-
lan tiinelin boyu 6l¢iildi ve serbestlestirilen tendonun
acilan tiinel boyunca kemikle temasta olmasina dikkat
edildi. Tendon 3/0 emilmeyen dikis materyali (Ethi-
bond) kullanilarak ask: dikis yontemi ile tiinel igerisin-
de tespit edildi. Tendon, tiinel icerisinden tespit edil-
meden once, her bir tavsanin sag tibiasinda tiinel iceri-
sine tavsan kaynakli DKM enjekte edildi (Sekil 1c). Ek-
lem kapsiili, cilt altt dokular1 ve cilt 3/0 ipek kullanila-
rak kapatildi. Ameliyattan sonra her bir tavsan ayr1 ka-
tese alindi ve herhangi bir immobilizasyon uygulanma-
di. Ugiincii, 6. ve 9. haftalarda 4’er adet tavsan rastgele
sekilde intravendéz yiiksek doz (200 mg/kg) pentotal ile
sakrifiye edildi. Her bir tavsanin sag ve sol tibiasi tibi-
ofemoral eklem yiizinden ayrildi ve histolojik incele-
me icin hazirlandi.

Sakrifikasyon sonrasi toplanan tibialar, yumusak
dokular1 temizlendikten hemen sonra, tamponlu %10
formalin soliisyonu icerisinde tespit edildi. Ardindan,
ornekler 7 giin boyunca nitrik asit ile dekalsifikasyon
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Sekil 1. (a) Dijital ekstansor tendonun yerinin belirlenmesinden sonra uzun ekstansér tendounun lateral femur kondilinden ayriimasi. (b) Prok-
simal tibia metafizinde ve tibia uzun kemik aksina 30° aci ile 2.5 mm genisliginde kemik tnel aciimasi. (c) Tendonun emilmeyen su-
tar materyali kullanilarak aski dikis yontemi ile ttneli igerisine tespiti. [Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresindeki cevrimici versiyo-

nunda renkli gorulebilir]

islemine tabi tutuldu. Koronal planda kesiler ile ayrilan
parcalar parafin blok igerisine gomiildii. Her bir para-
fin bloktan 3 ayr1 kesit alind1 (Sekil 2). Deparafinizas-
yon igleminden sonra, alinan kesitler hematoksilen-eo-
zin (H&E) ve Masson trikrom ile boyandi. Boyali her
bir kesit tendon-kemik ara yiiziindeki yeni kemik olu-
sumu, fibrokartilaj olusumu ve tendon greftin kemik
tiinel icerisindeki tutunmasini kriter alan bir skorlama
sistemi ile degerlendirildi (Tablo 1)."” Buna ek olarak,
hedef sahadaki Sharpey lifleri sayis1 6l¢ekli okiiler mik-
rometrede kaplanan birim sayist ile belirlendi. Tim
histolojik degerlendirme ve skorlamalar deney hayvan-
larinin hangi calisma gruba ait oldugunu bilmeyen iki
patoloji uzmani tarafindan birbirlerinden bagimsiz ola-
rak yapild1.

Istatistiksel analizde histolojik skorlar ve Sharpey
lifleri sayist icin Mann-Whitney U testinden yararla-
nildi. P<0.05 esik degeri anlamhilik sinir1 olarak kabul
edildi.

Bulgular

Deney strasinda hicbir hayvanda cerrahi saha en-
feksiyonu veya DKM’ye bagl cilt reaksiyon gozlenme-
di. Toplam ortalama skor 3. haftada DKM grubu i¢in
6.5£0.6 ve kontrol grubu icin 5.25+0.5; 6. haftada
DKM grubu i¢in 5.75+0.25 ve kontrol grubu i¢in 620
olarak hesaplandi. Her iki grupta 9. haftada toplam or-
talama skor 5.75+0.25 idi. (Tablo 2). Bununla birlikte,
DKM grubunda ilk 3 haftada tendon greftine uzanan
daha fazla sayida Sharpey lifleri (hedef sahadaki kareli

okiiler mikrometrede gozlenen birim sayis1) gorildi
(ortalama n=19). Altinc1 ve 9. haftada ise hedef sahada
ortalama 14 ve 13 Sharpey lifi saptandi.

Sekil 2. Dekalsifikasyon sonrasinda tibia proksimalinden alinan ko-
ronal kesitte EDL tendonu ve kemik ttnel ile olan iliskisi
makroskopik olarak gorulmekte. [Bu sekil, derginin
www.aott.org.tr adresindeki cevrimigi versiyonunda renkli
gorulebilir]
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Tablo 1. Histolojik degerlendirme icin skorlama sistemi.

Tablo 2. Histolojik skorlama sonuglari.

Karekteristik Ozellikler Puan

Fibrokartilaj olusumu
Cok
Orta
Az
Yok

o =N W

Yeni kemik olusumu
Cok
Orta
Az
Yok

o =N W

Tendon greftin tinel ici tutunumu
Cok
Orta
Az
Yok

O O - N W

Mukemmel puan

Ilk 3 haftada, calisma grubunda yeni kemik olusu-
mu, fibrokartilaj olusumu ve tendon greftinin tiinel
icerisinde tutunumu kontrol grubuna gére daha yiik-
sekti; ancak, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik kay-
dedilmedi (p>0.05). Altinct haftadan sonra, gruplar ara-
sinda histolojik olarak degerlendirme kriterleri arasin-
da bir farklilik gorilmedi. Sharpey lifleri sayist ilk 3
haftada DKM uygulanan grupta daha yiiksek olmasina
ragmen iki grup arasinda istatistiksel anlamli fark g6z-
lenmedi (Sekil 3). Uciincii, 6. ve 9. haftalar arasinda

Hafta Kontrol Calisma grubu P
grubu (DKM uygulanan grup)  degeri
3. hafta 5,5,6,5 6,6,7,7 p>0.05
6. hafta 6,6,6,6 5,6,6,6 p>0.05
9. hafta 6,6,5,6 6,6,5,6 p>0.05

tendon-kemik iyilesmesi histolojik degerlendirme pa-
rametreleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farkli-
lik saptanmadi. Skorlarm 6. ve 9. haftada 3. haftaya go-
re azalmasinin nedeninin fibrokartilaj olusumunun ye-
rini 6. ve 9. haftada kalsifiye kikirdak ve yeni kemik olu-
sumuna birakmasinin oldugu distintilmektedir.

Tartisma

Kemik tiinel icerisinde tendon iyilesmesini hizlan-
dirmak veya kolaylastirmak, veya kalitesini arttirmak
icin DKM kullanimu, tizerinde heniiz yeterli arastirma
yapilmamis bir konudur. Bu konuda yapilmis en kap-
samli hayvan caligmasinda Sundar ve ark.,”” koyun pa-
tellar tendonunun kemikten ayrilmasi ve siitiir ankor
ile tekrar tespitini i¢eren ¢aligmalarinda, tendon-kemik
ara yuziinin DKM ile takviyesinin biyomekanik olarak
daha giicli, morfolojik ve fonksiyonel olarak daha is-
tiin oldugu sonuclar bildirmistir. Bu ¢alismada, ameli-
yat sonrast 12. haftada mineralize fibrokartilaj dokunun
kontrol grubundan anlamli diizeyde farkli oldugu go-
rilmekle birlikte, 12. haftada yapilan biyomekanik test-

Sekil 3. (a) DKM uygulanan grupta 3. haftada alinan, H&E ile boyali histolojik kesitlerde Sharpey lifleri ve yeni fibrokartilaj doku olusumunun
kontrol grubuna goére daha fazla oldugu gorulmekte (FK: Fibrokartilaj, K: Kemik, S: Sharpey lifleri [siyah ok], T: Tendon). (b) Kontrol
grubunda 3. haftada alinan, H&E ile boyali histolojik kesitlerde tendon-kemik ara ytiztinde olusan Sharpey lifleri ve fibrokartilaj doku.
[Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresindeki cevrimici versiyonunda renkli gérdlebilir]
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lerde ise iki grup arasinda anlamli farklilik saptanma-
mustir. Bizim histolojik calismamizda gruplar arasinda
DKM kullanimindan kaynaklanan belirgin bir tstiinlik
gormedik. Buna karsilik, 3. haftaya ait olan kesitlerde,
DKM uygulanan grupta Sharpey lif olusumu ve tiim
histolojik degerlendirme parametre skorlar: daha yiik-
sekti. Zamana bagli olusturdugumuz gruplarda DKM
ve kontrol gruplari arasinda da anlamli farklilik g6zlen-
medi. Calismamizin Sundar ve ark.’nin®™ calismasin-
dan farks, tiinel ici tendon-kemik iyilesmesini irdele-
mesi ve tespit tekniklerinin farkli olmasidir.

Histolojik kesitlerin bazilarinda, 6zellikle 6. ve 9.
haftaya ait olan kesitlerde, uygulanan DKM’nin cevre
dokulara bulagmasindan kaynaklandigimi disiindigi-
miiz heterotopik kemiklesme benzeri alanlara rastladik
(Sekil 4). DKM uygulama teknigi sirasinda bulagmanin
otesinde, DKM icinden kontrolli olarak salinan
KMP’lerin uygulanan cerrahi sahada normalden yiik-
sek dozlara ulagmasinin bu duruma yol acugmi diistin-
mekteyiz. Bu durum kemik olugsumu indiiksiyonundan
kaynaklanabilecek orta ve uzun vadedeki komplikas-
yonlari akla getirmektedir. Olas: senaryolar, 6n ¢apraz
bag rekonstriiksiyonu sonrast DKM’nin eklem igine
sizmasiun yaratabilecegi artrofibroz, rotatér manget
cerrahisinde yine ayni uygulamadan kaynaklanabilecek
olan akromiyoplasti yiizeyinin tekrar kemiklesmesidir.
Bundan dolayidir ki, DKM kullaninu tendon rekons-
tritksiyonunda hentiz klinikte kullanim alani bulama-
nmustir. Tendonlarin elastikiyetini irdelemek amaciyla
DKM’ye maruz kalan tendonlarin orta ve uzun do-
nemde biyomekanik o6zelliklerinin degerlendirilmesi
icin yeni ¢aligmalar gerceklestirilmelidir.

Benzer hayvan modelini kullanan diger bir deneysel
calismada, KMP-2 ve periost 6nciil hiicreleri ile tendo-
nun takviye edildigi histolojik kesitlerde KMP-2 kulla-
nilan grupta kontrol grubuna goére 3. ve 6. haftalarda
Sharpey lif olusum sayisinin ve fibrokartilaj ara yiiz do-
kusunun daha fazla olustugu gosterilmistir.”! EDL
tendonun periost ile sarmalandig ve kemik tiinel igeri-
sinde iyilesmesini inceleyen diger bir caligmada"” ise 3.
ve 6. haftalarda periost ile sarmalanan grupta tendon-
kemik ara yiiztinde fibrokartilaj ve graniilasyon dokusu
ile Sharpey liflerinin kontrol grubuna gore daha fazla
olustugu izlenmistir. Biyomekanik ¢ekme testinde de,
3. ve 6. haftalarda, periost ile sarmalanan grupta anlam-
I1 farklilik saptanmigtir. Bizim ¢alismamiz da, histolojik
degerlendirme parametreleri agisindan, ayni hayvan
modelini kullanan bu iki ¢aligma ile benzer sonuglar
vermistir. Uciincii haftada genel skorlar toplamimin 6.
ve 9. haftaya gore daha yiiksek bulunmasini fibrokarti-
laj olusumunun ilk 3 haftada daha yiiksek olmasina
baglamaktayiz. Fibrokartilaj ve fibrovaskiiler dokunun
daha fazla olmasi, kollajen liflerden meydana gelen

Sekil 4. DKM uygulanan grupta, 9. haftada alinan ve H&E ile boya-
Il kesitte heterotopik kemiklesme benzeri alanlar gézleni-
yor (HO: kemik ttnel disinda bulunan heterotopik kemik-
lesme odagi, K: Kemik, T: Tendon). [Bu sekil, derginin
www.aott.org.tr adresindeki cevrimici versiyonunda renkli
gorulebilir]

Sharpey liflerinin daha kolay olusabilmesine olanak
saglayabilir."™"” Rodeo ve ark.’nimn"" yaptigi deneysel
caligmada, tendon-kemik tutunmasi sirasinda tiinel ige-
risinde her bolgede uniform iyilesme olmadig: goril-
miigtiir. Tendon ile kemik arasinda olugan fibrovaskii-
ler graniilasyon dokusunun heterojen karakterde oldu-
gu ve baz1 bolgelerin kotii bazt bélgelerin ise iyi orga-
nize (kollajen liflerinin paralel dizilimli) olabildigini
gostermiglerdir."”” Bu nedenle, tiinelden alinan kesit-
lerde yapilan histolojik incelemede farkli Sharpey lif sa-
yilar1 gozlemlenmis olabilir. 1k 3 haftadaki DKM gru-
bunda saptanan yiiksek Sharpey lif sayisi, bu durum ne-
deniyle anlamli kabul edilmemelidir.

Calismamuzin kisitlayicr bir yoni kullanilan denek
sayilarinin daha dogru histolojik ve istatistiksel deger-
lendirme yapmak icin yetersiz olmastydi. Ayrica, ten-
donun biyomekanik kuvvetinin iyilesme siireci boyun-
ca haftalara gore degerlendirilmemesi, calismanin gii-
ciinii azaltan 6nemli bir faktérdir. Calismamizda grup-
lar arasinda farklilik olmamasini 6rneklem sayisinin az
olmasma baglamaktayiz.

DKM ostekondiiktif 6zelligi, enkondral kemikles-
me saglamasi ve icerdigi buytime faktorleri ile minera-
lize olmamug fibrokartilaj dokunun mineralizasyon sii-
recine katkida bulunmasi ve Sharpey liflerinin olugu-
munu arttirmast ile tendon-kemik iyilesmesinde etkili
olabilir. Bununla birlikte, DKM’nin kemik tiinel i¢i
tendon iyilesmesi tizerindeki etkilerini degerlendirmek
icin sadece histolojik acidan irdelemek yeterli degildir
ve biyomekanik olarak da bu iyilesme tizerine olas et-
kileri kanitlanmalidur.
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Sonug olarak, DKM’nin kemik tiinel hayvan mode-

linde tendon-kemik iyilesmesi stirecinin ilk 3 haftasin-
da yeni kemik olusumunu ve Sharpey liflerinin sayisim
artturdigr gorilmistir.

Tesekkiir

Yazarlar Saymn Emre Tomin’e ¢alismada kullanilan

tavsan demineralize kemik matriksinin teminindeki yar-
dimlar icin tesekkiir ederler.
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