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OzET

Bu galismada, kontrolli BMP salan distraktér kullianilarak distraksiyon
osteogenezinin distraksiyon ve konsolidasyon evrelerinin kisaltiimasi ile

hizlandirthip hizlandirilamayacaginin aragtiriimasi amaglanmistir.

Plastik cerrahi tedavi teknikleri igerisinde distraksiyon osteogenezi,
kraniyofasiyal iskeletin hipoplazi ya da defektlerinin tedavisinde giderek énem
kazanan bir yer almigtir. Travma, gelisimsel anomaliler, enfeksiyon, gegirilmis
timoér cerrahisi kraniyofasiyal iskelette kemik doku eksikligine neden
olabilmektedir. S6zl edilen eksiklik; yillar boyunca otogreft, allogreft, metal,
seramik gibi sentetik materyaller ve biylime faktérlerinin kullanimi gibi
yontemlerle giderilmeye caligiimigtir. Sayilan yéntemlerin her birinin kendine
6zg  sorunlart  bulunmaktadir.  Distraksiyon  osteogenezi, klasik
kraniomaxillofasiyal rekonstriiksiyon ydntemlerine oranla daha az invaziv olup
ayni zamanda daha az morbiditeye neden olmaktadir. Ayrica kemik doku
onarimi esnasinda yumusak doku harabiyeti en az diizeyde tutulabilmekte ve
greftli onanimlarda olugan donér saha morbiditesi ortadan kalkmaktadir. Sayilan
tim bu avantajlara kargin halen yontemin en 6nemli dezavantaji tedavi
siresinin uzunlugudur. Tedavi slresinin kisaltilmasi amaciyla degisik teknik ve
tedavi yontemleri gerek distraksiyon, gerekse konsolidasydn evrelerine yonelik
olarak denenmis, ancak etkin kemikieseyi de saglayacak sekilde siireyi kisaltan

bir ydntem gelistirilememigtir.

Buradan yola ¢ikarak distraksiyon siirecinde kontrolli ilag salim sistemi
tasiyan distraktor kullanilarak distraksiyon zonuna uzun sirede etkiyecek Bone
Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) salinmasinin hem distraksiyon siresinin,
hem de konsolidasyon siresinin kisaltiimasini sadlayacagi dustntlmustir. Bu
amagla 20 adet Wistar-Albino sican, sag femurlarina distraksiyon osteogenezi
uygulanmak Uzere iki gruba aynimigtir. Her iki gruba da ginde 1mm olmak
lizere toplam 8mm distraksiyon uygulanmig, deney grubundaki si¢canlarin
distraksiyon hattina her gin belirli miktarda kontrolli BMP-2 salan jel
yerlegtirilmigtir. Distraksiyonun sonlandirildig: giin ve 30.giin radyografik, yine



30. gun histolojik veriler toplanmigtir. Histolojik veriler, kemik iyilesmesine
yonelik bir skorlama sistemi ve radyografik veriler ise imaj analiz programi ile

degerlendirilmigtir.

Arastirmanin sonucunda; distraksiyon osteogenezinde, distraksiyon
esnasinda olusturulan kemik defekt alanina, kontrolli osteoindiktif ajan
salinmasinin sadece distraksiyon uygulanmasina gére daha etkin kemiklesme
sagladi§i saptanmigtir. Radyolojik ve histolojik veriler, iyilesmenin deney

grubunda daha hizl oldugunu géstermistir.
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ABSTRACT

The aim of this study is to investigate whether distraction with
controlled BMP releasing distractor increases distraction osteogenesis
rate by means of decreasing distraction and consolidation periods.

Distraction osteogenesis is a well-established and widely
accepted technique for bone lengthening and defect filling. The technique
has widespread clinical applications in hypoplastic skeleton, cancer
surgery, craniofacial anomalies, frauma treatment, traumatic growth
disturbances, limb deformities, and non-union. Distraction osteogenesis
has several advantages over conventional techniques, including less
invasive intervention, easier control of infection and minimal donor site
morbidity. However, long period of rigid fixation is the most important
disadvantage of this technique. Any decrease of the distraction period
would improve patient comfort and compliance. Previous attempts at
shortening the distraction osteogenesis duration, by increasing the rate of
distraction phase, have been unsuccessful and associated with high
incidence of bony non-union.

The drug delivery concept is rapidly developing area of
pharmaceutical biotechnology. With the widespread use of biodegradable,
biocompatible polymeric materials, substances have been delivered
localized areas or specific organs in the body, thus avoiding systemic
toxicity and the need for higher quantities of the desired drug to achieve
therapeutic levels at the site of action.

In 20 adult Wistar-Albino rats, weighing between 350- 400 gr right
femoral osteotomies at diaphyseal region have been performed. All rats
are divided in to two groups, distraction only group and BMP releasing
group. Controlled drug releasing unit containing costume made distractors
have been mounted to the femur. Three days of latent period, the femur
has been distracted 8mm in 8 days with the distraction of 1Tmm per day.
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After 4 weeks of consolidation period biopsies have also been performed.
Ossification at the distraction zone assessed by means of histological and
radiographic analysis.

Radiological analysis demonstrated that although there was no
difference on eighth day between two groups, BMP releasing group
showed better ossification than the control group at the end of the
consolidation period. Histological analysis of the BMP- releasing group
also exhibited better ossification than the control group between the
distracted segments. These findings suggest, controlied BMP-2 releasing
into the distraction zone facilitates and increases the rate of ossification.
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GIRIS

Kemik, skarsiz olarak rejenere olabilen dinamik bir dokudur. Travma,
gelisimsel anomaliler, enfeksiyon, gecirilimis timér cerrahisi kemik dokuda
eksiklie neden olabilmektedir. S6zu edilen eksiklik; yillar boyunca otogreft,
allogreft, metal seramik gibi sentetik materyallerin ve biyliime faktdrlerinin
kullanimi gibi yéntemlerle gideriimeye calisilmistir. Uygulama zorlugu, donor
alan morbiditesi, defektin genigli§i, enfeksiyon riskini arttirmalar, hasta
uyumunun gig¢liga bu yéntemierin baslica sakincalarini olusturmustur. Kemik
dokusunun replasmanindaki bu gigclukler, 1990 yilinda fasiyal bolgeye ilk
uygulanigindan sonra, distraksiyon osteogenezini bu bélgede her gegen gin
daha yaygin kullanilir hale getirmistir.

Distraksiyon osteogenezi (DO), mekanik gerim kuvveti uygulayarak
canlinin belli bir lokalizasyonundaki kemik dokusunun daha buyilk boyutlara
ulagtirimasi esasina dayanmaktadir. Osteotomi sonrasi serbest kemik uglari
arasindaki bosluk siirekli genisletilerek kemik rejenerasyonu ve ossifikasyonu
saglanir.

Distraksiyon osteogenezindeki uzun tedavi sirecinin kisaltiimasi
amaciyla yapilan hizli distraksiyon sonucu mal-union ve non-union olugmasi
nedeniyle kallus iyilesmesi (zerine odaklaniimigtir. Bunun igin; sliregen
distraksiyon, distraksiyon-kompresyon sikluslar ile mekanik stimiilasyon,
ultrasonografi, elektrostimiilasyon, bilyime faktérii enjeksiyonlari, hicre
transplantasyonlan gibi y6ntemler denenmigtir. Bahsedilen tekniklerin
bazilarinin uygulama zorlugu, enfeksiyon riskini arttirmalan, hasta
uyumsuziugu, bekienen etkinligin saglanamamas) gibi sorunlara neden
oldugu bilinmektedir. Uygulanan yontemlerin neden oldugu sorunlar yeni
teknik arayiglarina neden olmustur. Ideal teknik, daha hizl, etkin,
komplikasyon orani disidk, maliyeti az ve hasta uyumunun maksimum
diizeyde saglanabilecegi bir tedavi yontemini saglamaldir.

Etkin hizlanma igin distraksiyon ve konsolidasyon siiregleri
kisaltiimalidir. Daha hizh distraksiyon uygulanimi sirasinda olusan fibréz



union veya non-union, belirgin osteocindiktif etkinliji olan “Bone
Morphogenetic Protein” (BMP) destedi ile kismen asilabilmekle birlikte,
biyolojik sistemlerde BMP’nin hizli yikimi konsantrasyonunun azalmasina ve
buna bagh olarak etki siiresinin kisalmasina neden olmaktadir. Bu durumda,
daha etkin kemiklesme saglanabilmesi igin distraksiyon alanina strekli BMP
veriime ihtiyaci dogmaktadir. Distraksiyon alanina BMP’nin sik enjekte
ediimesi hasta uyumunun distkligl ve osteomiyelit riskinin yiksekligi
nedeniyle pratik uygulamada kabul gérmemektedir. Ancak ortama siirekli ve
kontrolli BMP saliminin saglanacag) bir sistem geligtiriimesi, segmentlerin
daha hizh distrakte edilirken kemiklesmenin de hizli olmasi nedeniyle non-
union olugsumunun oniine gecilebilmesini saglayacaktir.

Bu bilgiler 1s1§inda distraksiyon sirecinde geligtirilen distraktor ile
distraksiyon alanina uzun siirecte etkiyecek BMP salinmasinin hem
distraksiyon siirecinii, hem de konsolidasyon siirecini kisaltacag
dustnilmektedir. Bu amagla c¢aligmamizda, onceki arastirmalardan
osteoindiktif etkisi bilinen BMP’nin sirekli salim halinde hizlandirilmig
distraksiyonda kemik iyilesmesi Gzerindeki etkinligi aragtiriimistir.



GENEL BILGILER

2.1 Kemik Dokusu:

Kemik iyilesmesi, skar dokusu gelismeden doku rejenerasyonunun
olmasi bakimindan, benzersiz dinamik bir mekanizmadir. Kemik, degisen
fonksiyonel ihtiyaglara ve mekanik streslere adapte olup yapisini
degistirebilen bir dokudur (1). Kemik dokusu degisen vaskuler, endokrin ve
beslenme diizeylerine adapte olabilmektedir. Kemik dokusunun bir 6zelligi de
en sik fransplante edilen doku olmasidir. Kemik iyilegsmesinin fizyolojisini
bilmek, cerraha uygulayacadi cerrahi teknigi se¢mede, donor sahanin
tercihinde, uygulanacak kemigin hacminin belilenmesinde ve kalici gavenilir
sonucu almada yardimci olacaktir.

Kemik Dokusunun Histolojik ve Ultrastriiktiirel Olarak Incelenmesi:

Kemik, hiicreler arasi maddenin kalsifiye oldugu ozel bir bag
dokusudur. Yapisinda Gi¢ ayn hiicre tipi bulundurur: Bu hicreler, matriksin
lakiina olarak adlandirilan kavitelerinde konuglanmig olan osteositler,
matriksin organik kisimlarinin sentezini gergeklestiren osteoblastlar ve kemik
dokusunun rezorbsiyonu ve yeniden sekillenimini saglayan ¢ok niveli dev
hiicre olan osteoktlastlardir.

Kemik dokusunun %70'i inorganik bilesiklerden olusup, bunlarin
baginda kalsiyum hidroksiapatit gelir. Kemik dokusunun %30’luk organik
kismini ise kollajen ve osteoid olugturmaktadir. Organik ve inorganik kisim
arasindaki denge kemigin hiicresel elemanlari tarafindan kontrol ediimektedir.

Osteoprogenitér mezenkimal hiicrelerden kéken alan osteoblastlar,
osteoid adi verilen organik, kollajenden zengin kemik matriksini sentezlerler.
Bu kemik matriksin mineralizasyonu osteoblastlar tarafindan regiile edilen,
ekstraseliiler bir isglemdir. Kollajenden zengin matriks, basta bone
morphogenic protein(BMP) olmak {izere kemigin osteoinduktif &zelliklerini
belirleyen pek ¢ok buylime faktériini igerir (2, 3, 4). Osteoblastlar, kemik
matriksinin mineralizasyonunu, parakrin etki gésteren bu biyume faktorlerini
salgilayarak kontrol ederler (5).



Matilrasyonunu tamamlayarak lakiinalar ile gevrilen osteoblastiar
osteosit adini alirlar. Osteositler, kanalikiiller igcinde uzanan sitoplazmik
uzantilarini birbirine baglayan gap junction’lar sayesinde iyon, hormon, besin
maddelerinin akigini saglar ve birbirleriyle haberlesir.

Osteoklastlar kemik iligindeki monositlerden kéken alirlar. Fizyolojik
olarak bu hiicreler kollajenaz ve proteolitik enzimler salgilayarak kemik
matriksini yiktiklarindan osteoblastlarin antagonisti olarak gérev yaparlar.

Kemidin dis ve i¢ ylizeyleri, kemigi olusturan hiicrelerden ve bag
dokusundan olusan tabakalarla &rtilidlr. Digtaki ortlict  tabakaya
periosteum, igteki orticl tabakaya ise endosteum denir. Periost iki
tabakadan olusur. Digtaki tabaka kambiyum tabakas: adini alir. Periosteum,
kollajen kaynakh Sharpey fibrilleri ile kortikal kemige baglanir. Bu fibriller kas
ve tendonlarin kemige baglanmalari i¢in de zemin hazirlar. Periost, sekonder
veya indirek kemik iyilesmesinde kink hematomundaki pluripotent
mezenkimal hicrelerin fenotipik degisiminden sorumiudur. Ozellikle mikro
hareketlerin engellenemedidi kallus formasyonu ile iyilesen kemik
kiriklarindaki temel mekanizma bu sekonder iyilesme esaslan ile
aciklanmaktadir. Kemikler arasinda mikro hareketlerin tamamen ortadan
kaldirldigi rijit fiksasyon uygulanan sistemlerde ise primer, vaskiller veya
direkt kemik iyilegmesi olarak adlandinlan, direkt aksiyel osteonun olustugu
iyilesme paterni gézlenir. Cerrahi iglemlerde periost korunarak subperiosteal
yapilan diseksiyonlar sonrasinda cerrahi iglemi takiben kemik (izerinin periost
ile ortilimesinin kemik iyilegmesini iyi yénde etkileyecegdi dustnilmektedir.

Endosteum, kemiklerin i¢ ylUzeylerini kaplar ve biyolojik olarak
periosteum ile ayni yapidadir. Kemik igindeki tim bosluklan érter ve tek kath
yassi osteoprogenitér hiicreler ile cok az miktarda bad dokusundan olusur.
Endosteum ve periosteumun temel iglevleri, kemik dokusunun beslenebilmesi
ve onarimi igin gerekli yeni osteoblastlarin surekli Gretilmesidir.

Kemik dokusuna ydnelik galismalarda sik kullanilan kemik iyilesmesi
ile ilgili bazi kavramlarin tanimiar sunlardir:

Osteogenezis: Yeni kemik olusumu,



Osteoindiksiyon: Matriksin (greftin) yapisindaki biyokimyasal
faktorlerin  etkisiyle mezenkimal kok hiicrelerinin osteojenik hiicrelere
dénlsmesi,

Osteokondilksiyon: Matriksin (greftin) osteojenik differansiyasyona
baglamis mezenkimal k&k hiicrelerine etki ederek revaskilarizasyonu,
rezorpsiyonu ve yeniden yapilanmay indiiklemesi (150-500um’lik birbiri ile
iligkili gbzeneklere sahip olmasi),

Osteointegrasyon: Uygulanan matriks (greft) ile alici kemik arasinda
biitinlGgin saglanmasi (5, 6).

2.2 Histogenez:

Kemik dokusu iki yolla sekillenir: osteoblastlarin salgiladikian
matriksin dogrudan dodruya mineralizasyonu (intramembranéz kemiklegsme)
veya daha 6nce var olan kikirdak matriksin zerine kemik matriksinin ¢okusi

ile (endokondral kemiklesme)

Mezenkimal (Intramembranéz) Kemiklesme: Pek cok yassi kemigin

kaynaklandigi  intramembranéz  kemiklegmeye  mezenkimal  doku
yogunlagmalari iginde olustugu igin bu ad veriimigtir. Bu tir kemiklesmede
gegici kikirdak c¢ati olmaksizin bir zarnn iginde mezenkimal hiicre
organizasyonu ile kemik gelisimi gerceklesir (7, 8). Mezenkimal kemik
olupumu kafa kaidesinin lateral kesimlerinde mezenkimal hucrelerin
yogunlagmasi ile baglar. Mezenkimal hlicre organizasyonu ile osteojenik
aktiviteye sahip hiicreler orta hatta dogru ilerler. Bu mezenkimal hiicrelerden
kdken alan osteoblastlar kemik matriksi sentezier. Bu matriks iginde gémilen
osteoblastlar diferansiye olarak osteositlere dénisgir. Her iki taraftan ilerleyen
kemik olusumu orta hatta sttir hattini olusturur (9). Kafa kaidesi kemikleri,
frontal ve paryetal kemikler, yliz kemikleri,maksilla ve mandibulanin bir kismi
intramembranéz olarak kemiklesir. Intramembranéz kemiklesme kisa
kemiklerin bilyimesinde ve uzun kemiklerin kalinlagmasinda rol aimaktadir.



Endokondral Kemiklesme: Bu tiir kemiklegmede kemik hiyalin
kikirdak ¢atinin icerisinde geligmektedir. Mezenkimal hiicre organizasyonu ile
ilk olarak kondrositler geligir. Catinin merkez kesimine yerlegimli kondrositler
aktif olarak bdlinerek c¢ogalirlar. Daha perifer yerlesimli kondrositler ise
mitotik aktivite géstermeyen hipertrofik kondrositlerdir. Kondrositlerin bu sirali
dizilimi epifizyal bliyime plagi olarak adlandirilir. Epifizyal blilyime plaginin
distal kesiminde yer alan kondrositler kendilerini gevreleyen ekstraseliler
matriksi mineralize eder. Bu alani g¢evreleyen ince mezenkimal hiicre
tabakasindan (periost) kéken alan hiicreler (osteoblastlar), osteoklastlar ve
kan damarlari, epifizyal blylme plaginin distal kesimindeki mineralize
matriksi isgal eder. Osteoklastlar hipertrofik kondrositlerin sentezledigi
matriksi parcalarken osteoblastlar kemik matriksi sentezler. Bu sayede
kemiklesme tamamlanir (9). Aksiyel kemikler, kafa tabani kemikleri,
mandibulanin bir kismi endokondral kemiklesir.

2.3 Distraksiyon Osteogenezi:

Distraksiyon osteogenezinde saglhkli kemik yiizeylerinin birbirinden
kontrolll  uzaklagtinimasiyla yeni kemik dokusunun olusturuimasi
saglanmaktadir.

llk ekstremite uzatma iglemi 20.yy'in baglarinda elektif osteotomi ve
eksternal distraksiyon uygulanarak Codivilla tarafindan yapilmistir (10). Putti
1921'de tek tarafli femoral uzatma amacgh siirekli kemik uglarini birbirinden
ayiran bir gereg geligtirmigtir (11). Codvillanin g¢aligmalari uzun yillar bir
kosede kalmig, yaygin olarak klinik uygulamaya aktariimamigtir. Bu
deneyimden yaklagik 30 yil kadar sonra bir Rus ortopedist olan Gavriil
llizarov'un teknigi geligtirmesi, metodun yararlarinin 15000’den fazla hastada
gosterilmesi, s6zii edilen teknigin tim diinyada kabil gérmesini saglamigtir
(12, 13, 14, 15).



Distraksiyon osteogenezinin kraniyofasiyal alanda kullanimi 1972’de
Snyder'in Swenson eksternal fiksator ile kdpek mandibulasinda olugturdugu
1.5cm’lik defekti DO ile doldurmasina dayanmaktadir (16). Distraksiyon
osteogenezinin insanda kranio-maksillofasiyal cerrahi alaninda ik
uygulanmasi 1989'da McCarthy ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmistir
(17). Takip eden yillarda bu teknik, kraniofasiyal cerrahide ise son 15 yildir
tumér cerrahisi, travmaya sekonder olugan defektlerin tedavisi ve hipoplastik
iskeletin rekonstriiksiyonunda bagari ile kullaniimaktadir.

Distraksiyon osteogenezi ile kemik doku rekonstriiksiyonu sireci {i¢
evrede gergeklesmektedir.

Latent dénem: Osteotomi uygulanimindan distraksiyona kadar gegen
siire, latent dénem olarak ifade edilmektedir (18). Literatiirde maksillofasiyal
distraksiyon osteogenezi siirecinde 0-14 giin arasinda , si¢anlar igin ise 3 ile
5 giin arasinda degigen latent dénem uygulamalari bildirilmigtir.(18, 19).

Distraksiyon dénemi: Belirli araliklarla, belirli miktarda ve belirli stre
distraksiyonun yapilmis oldugu evredir. Yine literatirde deneydel ¢aligmalar
icin sicanlarda 0,25-3mm arasinda degdisen ginliik distraksiyon hizlari
uygulandigi vurgulanmaktadir (19).

Konsolidasyon dénemi: Distraksiyon sonrasi distraksiyon alaninda
yeni kemik olusumunun gergeklestii evredir. Konsolidasyon siiresi,
distraksiyon evresinin sona ermesinden itibaren yeni olusan kemigin kemigin
fonksiyon gérebilecek dlizeyde olgunlagsmasina kadar gegen siire olarak
tanimlanmaktadir (20).Siganlarda yirutilen deneysel calismalarda 1-6 hafta
arasinda degisen uygulamalar gézlenmektedir (19).

Distraksiyon osteogenezi(DO) sonrasi distraksiyon alanindaki kemik
rejenerasyonunu etkileyen birkag faktér vardir. Bu etkenler arasinda, latent
dénemin uzunludu, distraksiyon hizi, distraksiyon frekansi, distraktériin
stabilitesi, hastanin yasi, metabolik ve endokrinolojik durumu (rikets,
hipokalsemi), distraksiyon bélgesinin vaskdlaritesi, kemik uglarinin
yasamsalliji, kemik Gzerindeki mekanik yuk, distraktériin ¢gikariima zamani ve
kas prolapsusu gibi gevresel faktérler sayiimaktadir (21, 22).



DO'nin serbest kemik grefti uygulama tekniklerine dusiik enfeksiyon
riski ve neredeyse sinirsiz denilebilecek kemik dokusu saglamasi gibi
GstOnlikleri olmasina ragmen en 6nemli dezavantaji ise tedavi siresinin
oldukga uzun olmasidir. Sirenin uzun olmasindaki en 6nemli faktér ise
konsolidasyon siiresinin uzun olmasidir.

Tedavi slresinin uzunluguna katkida bulunan bir diger etken ise
yavag distraksiyon uygulamasidir. Hizli uzatma ile kiyaslandijinda yavas
distraksiyon ile hiicresel gen ekspresyonunun arttiyi, bunun da hiicre digi
métriks trdnlerinin sentezinin artigina katkida bulundugu bildiriimektedir (23).

2.4 Distraktorler:

Gectigimiz iki dekat boyu distraksiyon osteogenezi pek c¢ok
aragtirmaya konu olmus ve degisik distraksiyon modelleri ve distraktér
cesitleri gelistirilmistir. Bunlar arasinda; siregen distraksiyon, iki boyutiu ,lg¢
boyutlu distraksiyon, es zamanl ¢oklu ydnelimli distraksiyon, ikili odakli, tg¢lio
dakl, dortlti odakh distraksiyonlar sayilabilmektedir (24, 25).

Distraktérierler implantasyon yerlerine gére internal ve eksternal
olarak ikiye ayriimaktadirlar. Eksternal distraktérlerin distraksiyon kollar ve
distraksiyon mekanizmalan viicut digarisinda olup kemik tesbitleri cildi veya
mukozay: delerek kemige giren millerle saglanmaktadir. Internal distraktérier
ise doku icerisinde distrakte edilecek kemik Uzerine yerlestirimektedirler.
Internal distraktérierin distraksiyon mekanizmalari doku igerisinde yerlesmis
olup distraksiyon kollarinin ug kismi dig ortama uzanmaktadir. Klinikte internal
distraktérlerin kullaniimasinin birtakim avantajlarn vardir. Bunlar arasinda,
travmaya ve enfeksiyon gelisiminine acik olmamasi, daha az skar birakarak
estetik sonuglarinin daha iyi olmasi, hastanin giunlik aktivitesini
engellememesi, bu sayede is glicl kaybinin ve dolayisiyla maliyetinin daha
az olmasi ve eksternal distraktoriere gére daha stabil olmasi sayilabilmektedir
(26, 27, 28). Eksternal distraktorlerin ise coklu yénelimli ve c¢oklu odakli
distraksiyona olanak saglamalan gibi avantajlari vardir.



Bu alanda mekanik teknolojiden de faydalanilarak uzaktan kumanda
edilebilen mikrohidrolik distraktdrler, distraksiyon kuvvetinin kemige
distraksiyonun yapildigi ilk anda degil, siregen uygulanimini amaglayan yayl
distraktorler gelistirilmistir (29, 30). Son olarak rezorbe olabilen materyalden
uretilen tek basamakli distraktér gelistirilerek klinikte uygulanmigtir (31).
Emilebilir materyal kullanilarak (retilen distraktériin ikinci bir ameliyatin
maliyetini ve muhtemel morbiditesini ortadan kaldirmasi aragtirmacilarin bu
alana ilgilerinin artmasina neden olmustur. Ancak bu teorik avantajlar,
uygulanan distraktérlerin ¢cok ge¢ emilmesi nedeniyle geri planda kalmistir.
Hatta bu nedenle s6zii edilen araglar klinikte henliz yaygin kullanim alani
bulamamiglardir.

2.5 Osteoindiiktif ve Osteokondiiktif Ajanlar:

Kemik rekonstritksiyonunda egzojen doku kaynakli greft materyalleri
arasinda c¢esitli islemlerden gegirilerek hazirlanan kemik allogreftler en
yaygin kullanilan materyallerdendir. Literatiirde hazirlanma sekillerine gére
dort cesit allogreft tanimlanmigtir: a) taze dondurulmus, b) dondurularak
kurutulmus, ¢) demineralize, d) ¢bziicl ile dehidrate edilmig kemik allogreftleri
(32). Allogreftlerin Ustiinlikleri ameliyat ve anestezi siiresini kisaltmasi, kemik
grefti aliniminin getirdigi morbiditeyi ortadan kaldirmasi (ek cerrahi skar,
ameliyatin uzamasi, kan kaybi, donor saha enfeksiyon riski vb) ve ihtiyaca
uygun sekil ve miktarda kemigin her an bulunabilmesidir (32, 33, 34).
Allogreflerin en onemli dezavantajlan arasinda doku nakli ile bulasan
hastaliklarin gegisi, sekillendirme imkaninin kisitlili§i ve osteonindiktif
potansiyele sahip olamamasi sayilabilmektedir (35).

Demineralize kemik greftlerinin BMP’lere kiyasla osteoindiktif etkileri
milyonlarca kat daha dustkiar. Egit osteojenik etkinligi saglayacak BMP
dozuna kars! kullaniimasi gereken demineralize kemik grefti miktar1 100 kg ‘in
tizerindedir. Ayrica bu materyallerin etkinligi, maruz kaldiklan islemlere gére
degiskenlik sergilemektedir (35).
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Sentetik greft materyalleri, biyoseramikleri, kompozitleri ve polimerleri
icermektedir. Seramikler kemik iyilesme siirecine sadece osteokonduiktif
etkileriyle katkida bulunmaktadirlar. Bu nedenle osteoindlktiif ajanlarla
kombine edilmeleri gerekmektedir. Hidroksiapatit, trikalsiyum fosfat ve
kalsiyumsiilfat 6rnek olarak sayilabilmektedir. Bu sentetik malzemeler, degisik
rezorbsiyon hizlarina sahip olup enjekte edilebilen ¢imento veya kompresyon
kuvveti gok yiiksek materyal formunda bulunabilmektedir (36). Trikalsiyum
fosfat, hidroksiapatitten 10 ile 25 kat daha hizli rezorbe olup daha hizli
remodelling sergilemektedir, ancak yapisal destedi daha zayiftir. Seramiklerin
bir diger ozellikleri ise yiiksek abrazyon potansiyellerinin olmasidir. Bu
nedenle eklem komsulugunda kullanilmamaldirlar. S6z( edilen 6zellikler bu
materyallerin kullanim alanlari konusunda segici olunmasini gerektirmektedir.
Kalsiyum siilfat ise ylz yili agkin bir stiredir kullanilan ve olduk¢a hizli rezorbe
olan bir materyaldir. Bu 6zelli§i nedeniyle antibiyotik ve blylime faktérieri igin
tasiyici olarak kullaniimigtir (35).



11

Tablo 2.1.: Degisik Kemik Greftleri ve Kemik Greft Onciillerinin
Karsilagtinlmasi (Kaynak 35’ten modifiye edilmisgtir).

Greft Tipi

Osteokonduiksiyon

Osteoindlksiyon

Osteoprogenitér
Hucre

Immunojenite

Erken
Ddnemde
Direng

Taze

dondurulmus
kemik allogreft

+ +/- +/- ++ ++

Dondurularak
kurutulmus
kemik allogreft

Seramikler

Demineralize

kemik

matriksleri

+ ++ - - -

Bone

morphogenetic

protein

+ +++

Kemik iligi - - +- + _ _

Kompozit +4 +/- + - +/-

greftler

Doku mihendisligi ile gerceklestiriien kemik rekonstritksiyonunda
dogal ya da sentetik biyoyikilabilir polimerlerden de faydalaniimaktadir.
Kollajen (37), fibrinojen (38), kitosan (22), nigsasta (39), hyaliironik asit (40),
polihidroksibdtirat (41) dogal
bitkilerden elde edilmektedirler. Dogal polimerlerin en 6nemli avantajlari;

biyoyikilir polimerler olup hayvan veya

diustk immiinojenik dzellikleri, alici doku hicreleri ile etkilesimini sadlayan
biyoaktiviteleri ve bazilarinin dogada sinirsiz miktarda bulunmalaridir (42).

Sentetik biyoyikilir polimerler biyomedikal mihendistlikte en sik
calisilan alanlardan birisidir. Kimyasal kullanim amagclan ve iglenebilirlikleri
yapisal diizenlerine gore degistirilebilmektedir. Poli(a-hidroksi asit) (43, 44),
poli(e-caprolakton) (45, 46), poli (propilen fumarat) (47), polikarbonatlar (48),
polianhidratlar (49) sik kullanilan polimerlerdir.

Kemik, kemik iliji ve yumusak doku yaralanmalari, yaralanmanin
oldugu alanda degisik hiicre tiplerinin uyariimasini tetikler. Yaralanma ile
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hiicrelerin diferansiyasyonunu ve ya c¢ogalmasini saglayan, lokal etkili
biyokimyasal ve biyofiziksel etkinligi olan birtakim mesajci medyatérier aciga
cikar (50, 51). Boylece yarélanma bdlgesinde otojen osteocindlksiyon
baglamig olur.

Urist devitalize kemi§in deney hayvanlarina implantasyonunun yeni
kemik olusumunu tetikleyen hicresel bir yanit olusturdugunu saptamisg,
ardindan kemikten elde ettiji organik materyallerin bu etkiden sorumlu
oldugunu gostermistir. Daha sonra bu organik materyali “bone morphogenetic
protein” olarak adlandirmigtir (52, 53, 54, 55).

Buyume faktérleri, degisik hiicre tiplerinden salinan sinyal molekild
olarak fonksiyon géren sitokinlerdir. Buylime faktérlerine yénelik galismalarda
kemik dokusunun gelismesinde “Bone Morhogenetic Protein’leri (BMP-2,
BMP-4, BMP-6, BMP-7), “Transforming Growth Factor-8” (TGF- B), “Platelet-
derived Growth Factor” (PDGF), “Insulin-like Growth Factor” (IGF), “Fibroblast
Growth Factor” (aFGF, bFGF), “LIM Mineralization Protein-1" (LMP-1) gibi
pékgok faktoriin etkinligi gosterilmigtir (2, 56, 3, 4, 57). Ancak bu faktdrlerin
birbirleri ile olan iligkileri, kemiklegme siirecinin hangi agamalarina etki ettikleri
ve etki mekanizmalari halen tam olarak aydinlatilamamisgtir.

Yapilan ¢aligmalarda, adi gegen faktérler arasinda BMP’lerin en
yiksek etkinligi gosterdigi, TFG-B'nin tek basina etkinliginin fazla olmayip
daha gok BMP'lerin etkisini arttirdi§1 vurgulanmaktadir (568, 59, 60). BMP ‘ler
arasinda ise BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7(Osteojenik protein-1)’in
osteoindiktif potansiyeli daha fazla olarak bildiriimektedir (61, 62).

Transforming Growth Factor-B : TGF- B genel bakildiginda ¢ok
degisik biyolojik aktiviteler sergilemektedir. In-vitro galismalarda hiicresel
proliferasyonu arttirdidi, hiicrenin hipertrofi ve diferansiyasyonunu arttirdigi
bildiriimig, ayrica hiicresel migrasyon ve diferansiyasyonu baslatip
durdurabildigi gosterilmistir (63). In-vivo calismalarda ise TGF- B'nin kirik
hattinda kallus olugumunu arttirdig: ifade edilmektedir (64).
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Insulin-like Growth Factor : IGF-l ve |l iskelet dokusunda (retilen
blylime faktérlerinden olup her ikisinin de kemik metabolizmasindaki roli
aynidir. Ancak IGF-1 , IGF-I'den daha potent bir ajandir. Kemik yaralanmasi
sonrasi kirik iyilesme hattinda tip | kollajen sentezini arttirmaktadiriar (65).

Vaskiiler Endotelial Growth Faktor (VEGF): Vaskularitesi yliksek
olan degisik dokulardan sentezlenen ve gugli anjiyojenik potansiyeli olan bir
sitokindir (66). Kirik iyilesme hattinda bulunup iyilegsme alanindaki endoteliyal
hicre regilasyonundan sorumludur (67). Ayrica iyilesme alanindaki
osteogenez ile anjiyogenez etkilesiminin regulasyonunda da rol almaktadir
(42).

Fibroblast Growth Faktor-2(FGF-2) : Kemik iyilesmesinin
remodelling fazinda etkin olan bir diger sitokindir. Bunun yanisira kemik
olusumunu ve yikimini saglayan hicreler arasindaki hassas dengeyi regile
ettii dustunldlmektedir (68). Bir dijer o&zelligi ise vaskiler geligimi
desteklemesidir (61).

Platelet Derived Growth Factor (PDGF). Kemik rejenerasyonunda
rolu oldugu dustndlen bir sitokindir. Osteoblastlar, trombositler, monosit ve
makrofajlardan sentezlenip  mezensimal kék hicrelerin yara iyilesme
bolgesine migrasyonunu sagladigina inaniimaktadir (69).

Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2): Kemik matriksi, i¢erisinde
degisik biyime ve diferansiyasyon faktérleri de igeren degisik protein yapilar
bulundurmaktadir. Urist'in aragtirmalarindan giinimiize kadar 30 civarinda
BMP molekiili tanimlanmis olup bunlarin birkaginin (BMP-2, BMP-4, BMP-6,
BMP-7) belirgin osteojenik etkinlijinin oldugu ifade edilmektedir (61, 62). Bu
molekiiller suda g¢ézlinebilen, lokal etkili sinyal proteinleri olup degisik hiicre
tiplerinde degisik biyolojik aktiviteler sergileyen c¢ok fonksiyonlu
karakterdedirler. Blylime regllasyonu, diferansiyasyon, kemotaksis,
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apopitozis gibi gorevlerinin yanisira degisik doku ve organlarin
morfogenezinde énemli rolleri vardir (70).

In-vitro kosullarda mezenkimal hiicrelere BMP uygulandidinda
matriks Uretiminde, alkalen fosfataz diizeyinde ve tip | kollajen sentezinde
artig g6zlenir (71, 72). Ancak mezenkimal hiicrelerde sayica artig olmaz (71).
Bu nedenle BMP’ler daha ¢ok morfojen ajan olup mitojen olarak goérev
yapmamaktadiriar.

BMP molekdilleri, hiicre Gizerindeki biyolojik etkilerini kendilerine 6zgl
transmembranéz  heteromerik reseptér  kompleksine baglanarak
yapmaktadirlar (52, 73, 74). Bu reseptérler aldiklari sinyalleri “Smad” olarak
adlandirilan proteinler ile nikleusa tagiyarak ilgili genlerin aktivasyonuna
neden olurlar.

Bone Morfogenetik Protein (BMP) aminoasit homolojisine gére
Transforming Growth Factor-B (TGF- B) ailesine baghdir. llk defa 1960l
yillarda demineralize kemikten izole edilmistir. Ginimizde 30 civarinda BMP
molekdla tanimlanmigtir. Bunlarin birkaginin belirgin osteojenik etkinliginin
oldugu ifade edilmektedir. Bu proteinler etkilerini osteoblast, osteoklast ve
mezensimal k&dk hicreleri iceren degisik hiicre tiplerine 6zgiil reseptdrierine
baglanarak gostermektedirler. Uyarilan reseptorier stoplazmadaki sekonder
mesajcilan aktive etmektedirler. Bu mesajcilar ise nikleusta BMP yaniti
olusturan genlerin ekspresyonunu uyarmaktadirlar. Sonu¢ olarak BMP
reseptdér uyarimi, hiicreleri direk ya da indirek yoldan etkileyerek hicrelerin
kemotaksis, proliferasyon ve diferansiyasyonuna neden olmaktadir. BMP,
dustuk konsantrasyonlarda mezengimal kok hicrelerin kikirdak matriks
icerisinde konuglanan kondrositlere diferansiyasyonunu uyarmaktadir. Daha
sonra matriks kalsifiye olmakta ve remodelling ile kemiklegsme saglanmaktadir
ki, bu kemiklesme modeline endokondral kemiklesme denilmektedir. Yiksek
konsantrasyonlarda ise BMP intramembranéz kemiklesme ile dogrudan
kemiklegsmeyi uyarmaktadir. BMP uyarimi ile olugturulan kemik doku histolojik
ve biyomekanik olarak normal kemik ile ayni &zellilere sahip olup normal
remodeling ve kirik iyilegsme streci sergilemektedir (75).
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BMP aktivitesi pek ¢cok basamakta siki kontrol altinda tutulmaktadir.
Hicre digi ortamda g¢dziunebilir inhibitdr proteinler molekille baglanarak
molekilin hicre ylizey reseptori ile etkilegsimini énlerler. BMP molekdlleri,
s6zil edilen inhibitdr proteinlerin ekspresyonunu arttirarak bir anlamda kendi
aktivitelerini sinirlayan bir negatif feed back mekanizmasini da kontrol ederier.
Hilcre igerisinde ise molekiliin aktivitesi sinyal ileten Smad proteinleri ile
inhibitér Smad proteinlerinin etkilesimleri ile saglanmaktadir. Inhibitér Smad
proteinlerinin ekspresyonu da BMP molekillerince arttinlabilir. Bu siki
regiilasyon mekanizmalan altinda BMP’lerce olusturulan kemikiegsme
indtksiyonu, molekditn uygulandiyi veya matriks yerlestirilen lokalize bir
alanda gergeklesmektedir. Bu indilksiyon, ortamda BMP molekili bulundugu
slirece devam etmektedir (70). (Sekil 1)
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Sekil 2.1. :BMP’lerin hiicre igi sinyal iletim sisteminin gematik goriiniimi
BMP’ler veya TGF-f’lar ile aktive edilen Smad proteinleri (Smad1,
Smad5, Smad8 veya Smad2, Smad3) intraseliiler Smad4 proteini ile
birlegerek hiicre gekirdeginde hedef genetik kodlar lizerinde etkili olur.
Smad6é ve Smad7 BMP’lerin ve TGF- B ’lar icin inhibitdér etki
gostermektedir. (Kaynak 74’den modifiye edilmistir.)

BMP ailesinin degisik tlrleri farkli Smad proteinlerini aktive ederek
intraselliler fonksiyonlarim gergeklestirmektedirler.  BMP molekallerinin
transmembrandz reseptori sayesinde Smad 1, Smad 5 ve Smad 8 proteinleri
fosforilizasyon ile aktif hale geger. Aktif haldeki Smad 1/Smad 5 veya Smad 8
proteini Smad 4 ile agrege olup hiicre gekirdedinde hedef genetik kod
uzerinde etki gostermektedir (73, 74). Smad 6 ve Smad 7 molekilleri
BMP’lerin ve TGF’lerin etkilerini inhibe etmektedirler (74).

BMP molektl ailesinin  Gyeleri ortama akiif hallerinde
salinmaktadirlar. Ancak molekiller reseptérierine baglanmadan &nce
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regllatuar nitelikteki birkag protein ile kompleksler olugturmaktadiriar (70).
“Noggin”, BMP-4 ve BMP-2'ye dogrudan yuksek afiniteli baglanip molekdllerin
kendi reseptorierine baglanimini engellemektedir (76). Xenopus ve
Drosophila’da “chordin” gen ariinleri BMP-4 ve BMP-2 ile etkilesmektedir (77)
($eki| 2). “Follistatin®, BMP-7 (78) ve BMP-2 (79) ile baglanarak inhibitér rol
stlenirken, “Tolloid” ise BMP koaktivatdri olarak galigmaktadir (70).

Sekil 2.2.: BMP-4  sinyalizasyonunun chordin  tarafindan
engellenmesinin molekiiler modeli. BMP’lerinde iiye oldugu TGF-B
ailesi hiicre uyarimini Tipl ve Tip Il reseptorier aracilig ile yapmaktadir.
BMP-4 dimeri aktif serin-treonin kinaz reseptériine (reseptdr i) baglanir,
reseptér I'in fosforillenmesini saglar ve intraselliller aktivasyonu
gergeklestirir. Chordin BMP molekiillerine hiicre dig1 ortamda
baglanarak molekiillerin reseptorieri ile etkilegimini o6nler<(Kaynak
77°den modifiye edilmigtir).
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Osteotomi-BMP liskisi: Endojen BMP salinimi hem osteotomiye bagh
olarak latent dénemde, hem de mekanik gerilim stimulusu ile distraksiyon
sirasinda uyariimaktadir. BMP-2 ve BMP-4'lin osteotomi sonrasi
subperiosteal prekondrojenik hiicreleri uyardi§i gésterilmigtir. Bu iki BMP
molekiillinin gen Urinlerinin  hicrelerin  osteojenik/kondrojenik  hiicre
diferansiyasyonunu otokrin veya parakrin mekanizmalar ile hizlandirdigi
distntlmektedir. BMP-6 ve GDF-5(growth/differentiation factor-5) genlerinin
ekspresyonu osteotomi sonrasi daha diferansiye olmus kondrositlerde
saptanmig, kikirdak kallusun rezorbe olup bunun yerini kemik kallusun aldig:
déneme kadar birka¢ hafta devam ettigi bildiriimigtir. BMP-2 ve BMP4 ile
BMP-6 ve GDF-5 genlerinin ekspresyon paternlerindeki farkhlik birbirlerinden
badimsiz aktivasyon yolaklarinin oldugunu dustindiirmektedir. BMP-7 geninin
osteotomi ile ekspresyon sergilemedigi, muhtemelen endojen BMP-7’nin
erigkinlerde kirik iyiylesmesinde rol almadig ifade edilmigtir (80).

Distraksiyon-BMP __iligkisi: Latent periyodun sonlarina dogru iyice

azalmaya baglayan BMP-2 ve BMP-4 distraksiyonun baglamasi ile ciddi bir
artis sergiler. Northern blot analizi BMP-4'Un distraksiyon ile osteotomiye gére
20 kat fazla uyarildigini gostermigti. BMP-2 ve BMP-4 mRNA’larinin guglii
sinyalleri kondrojenik ve osteojenik hiicreler ile bunlarin dnciillerinde de
saptanmigtir (80).

Osteodistraksiyon sirasinda siiregen kemik olugsumu tekrarlayan
mikrofraktiirlere degil yiikselmis endojen BMP-2 ve BMP-4’e badlanmaktadir.
Distraksiyon ilerledikge kikirdak kallusun progresif olarak rezorbe oldugu ve
kemiklesmenin dogrudan intramembrandz ossifikasyon ile gerceklestigi ifade
edilmistir. Distraksiyon devam ettikge BMP-6 ve GDF-5'in yavag yavas
azaldigi, BMP-2 ve BMP-4'tin ise distraksiyon surdikge yiksek seyrettigi
saptanmigtir (80). TGF ailesine bagli olan BMP grubu protein yapisinin
homolojisine gére birkag alt gruba aynimigtir. BMP-2 ve BMP-4 ayni
subgruba ait olup ayni ekspresyon paternini sergilemektedir. BMP-6 ile GDF-
5'in farkli subgruplara ait olduklari halde ayni ekspresyon paternine sahip



19

olduklari goériilmiis, BMP-7"nin ise BMP-6 ile ayni subgrupta olmasina ragmen
Sato ve arkadaglarinin caligmasinda saptanamadig bildiriimigtir (80).

BMP-2 ve BMP-4'iin immunolojik boyamalarinin primitif mezensimal
hicreler ile erken osteoblast ve kondrositlerde yoguniastigi gérilmastir (81).
In vitro caligmalarda BMP-2 kemik olusumunu uyarmakta (82, 83, 72)
miyogenezi inhibe etmekte (72), hatta miyoblastik hiicre kionunu osteoblastik
diferansiyasyon yolagina yoénlendirmekte (83), kondrogenezi ise
etkilememektedir-65. In vivo galigmalarda ise BMP-2'nin doz bagimh olarak
kemiklesmeyi hizlandirdigi bildiriimigtir (84). Ayrica Li ve arkadaglar
tarafindan tavsanlarda yapilan bir diger aragstirmada da BMP-2'nin
distraksiyon osteogenezinin konsolidasyon evresini belirgin olarak
hizlandirdig ifade edilmektedir (85).

Saflagtinimig ¢dziinebilen BMP fraksiyonu (20kDa), uygun tasiyici ile
uygulandiginda aktivitesini daha iyi sergilemekte iken, ¢6ziintr olmayan BMP
fraksiyonu(14kDa’luk proteinden ayrismamig form), tagiyici bir sistem
olmaksizin da kemiklesmeyi uyarmaktadir. Cézinebilir saflagtinimig form tek
bagina uygulandiginda ise kemiklesmeyi uyarmamaktadir (86). Bu nedenle
BMP molekiliiniin biyoaktivitesinin optimum diizeyde saglanabilmesi igin
uygun tagtyici sistemler kullaniimalidir. '

Guniimiizde osteoindiktif osteokondlktif materyallerin beraber
kullanimi ile kemik doku miihendistlijinde bilylk asamalar kaydedilmigtir.
Kusumoto ve arkadaslari 1998'de atelopeptid tip | kollajen taglyici igerisine
kanigtinimis BMP-2 ile elde edilen implanti sigan latissimus dorsi kas flebi
icersine yelestirmiglerdir. Aragtirmanin sonucunda BMP-2 dozu ile bagintih
oranda kemiklesme sergileyen bir kas-kemik flebi prefabrike etmiglerdir (87).
Bu ¢aligmanin ardindan Warnke ve arkadaglari bu alandaki arastirmalari
klinife tagimiglardir. Mandibula defekti olan bir hastada latissimus dorsi kas
flebi icerisine titanyum mes kafes iginde kemik mineral blokiari, BMP-7 ve
hastadan aldiklan 20cc kemik iliginin entegre edilmesiyle elde edilen implant
yerlestiriimigtir. Daha sonra mandibula defekti, elde edilen heterotopik kemik
ile rekonstriksiyon plagi Gzerinden rekonstrikkte edilmigtir. Ge¢ postoperatif
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dénemde iyi bir ¢ineme fonksiyonu ile tatminkar Gi¢ boyutlu estetik kazanim
saglanmistir (88).

2.6 Kitosan:

Kitosan molekil agirigr 300-1000 kD arasinda degisen hidrofilik bir
biyopolimerdir. Kitinden eldediimektedir. Kitin, doada sellilozdan sonra en
sik rastlanan dogal biyopolimer olarak bildiriimektedir (22). Molekiler formal
poly-1,4 D-glukozamine (amino polisakkarid, poly-N-acetil glukosaminoglikan)
olup, deniz kabuklularinin sert kabuklarinda dogal olarak bulunmaktadir.
(Sekil 2.3.) a-helikal yapisi intramolekiler hidrojen baglar ile stabilize
olmaktadir (89).

Sekil 2.3.: Kitosanin kimyasal yapisi

Cesitli ilkelerde (Japonya, ABD, Hindistan, Rusya, ltalya, Norveg) farkit
formlarda ticari olarak bulunmaktadir. Cézelti, toz pudra, graniller ve fibriler
halinde ticari preparat olarak saf elde edilebilmektedir. Kitosan, kullanim
amacina gore ince film tabaka, fibriller, graniller, ¢bzelti ve jel haline
ge_tirilerek farmasé6tik, kozmetik, biyomedikal ve zirai alanlarda
kullaniimaktadir (Sekil 2.4.) (89).
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Sekil 2.4.: Degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis jel formda

kitosan

Cozeltilerde iyon dansitesinin artmasi nedeniyle polianyonik ajanlar ile
iyonik kompleksler olusturur. Bu sayede biyime faktorleri, antibiyotikler ve
anti-inflamatuvar ilaglar kitosana yuklenebilir (90, 91, 92, 93, 94, 95). Kitosan,
hemostazi arttinir, yara iyilesmesini olumlu yénde etkiler, mineralize kemik
matrikslerin osteokonduktif Gzelliklerini arttirnir, ilaglarin kontrolli yavas
salinimlarini  saglar. Bunlarin  yanisira  biyopargalanabilir  nontoksik
bakteriostatik, fungistatik, spermisidal, antikanserojen ve antikolesteremik,
oldugu bildirilmistir (96).

Biyofarmasatiklerden inek serum albumini, amino asitler (metionin ve
lisin), antitrombotik ajanlar (hirudin, PGE1, antitrombin-IIl, heparin), interlokin
2 (IL-2), instlin ve bazi enzimlerin kitosan mikrokirelere yuklenerek
tasinabilecegi gosterilmistir (89).

Kitosan kisisel bakim drtnlerinde (sa¢ bakim urinleri, cilt bakim
Uriinleri, nemlendiriciler, yara bakim driinleri), yiyeceklerde koruyucu riin
olarak (sarap ve meyva suyu endustrisinde, koruyucu tabaka olarak
meyvelerde, kolesterolii dustiren iceceklerde), zirai alanda (iirin veriminin

arttinlmasinda, tohumlarin kaplanmasinda, pestisit ve herbisitlerin kontrolli
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salimi ile zrai ilaglamada) agir metallerin ve radyoaktif materyallerin
selasyonunda, ¢op aritma sektériinde ve biyoteknoloji drlinlerinde (biyolojik
ajanlann ayrigtinima ve saflandirtimasi, enzim ve hiicrelerin immobilizasyonu)
kullaniimaktadir (89).

Kitosan kolay elde edilebilir, ucuz, yara iylesmesine katkisi olan,
ayrica distraksiyon osteogenezinde osteojenik aktivite sergileyen bir
biyopolimerdir (22). Sayilan 6zellikler kitosanin osteoindiktif materyallerin
tasiyict ortami olarak kullanimi igin uygun bir materyal oldugunu
gbstermektedir.
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GEREG ve YONTEM

Deney Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurul Deney
Hayvani Kullanim Protokolii gercevesinde 2004/38-3 numaral kurul onayi
alinarak yuratilmastur. Calisma iskelet gelisimi tamamianmis, 350-400gr
agirhidindaki 20 adet Wistar Albino cinsi erkek si¢can izerinde yapilmak (zere
planianmistir. Denekler veteriner hekim idaresindeki Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Unitesi’nden temin edilmigtir.

BMP-2 %2'lik kitosan solisyonu igeresinde ¢dzdirllerek jel
kivaminda viskoziteye sahip materyal hazirlanmigtir. Yilksek isi altinda
kitosanin degrade oldugu bilinmektedir. Ultrafiltrasyon ile sterilizasyon igin
viskozitesinin yllksek olmasi nedeniyle bu materyalin sterilizasyonu, Tirkiye
Atom Enerjisi Kurumu’'nda 25-kGy total dozda gama isinina maruz birakilarak
saglanmigtir (97). Distraktérlerin sterilizasyonu otoklavda gergeklestirilmistir.
flag cerrahi islem sirasinda distraktérlerin yerlestiriimesinden hemen énce
steril sartlarda distraktérlerin haznelerine enjekte edilerek doldurulmustur.

3.1. Deney Gruplarn:

Her bir gurupta 10’ar adet olmak zere toplam 20 adet sigan
kullaniimigtir (Tablo 3.1.). Deney hayvani olarak siganin segilme nedeni,
yapilacak deneyin karmasik yapisi ve planlanan cerrahi ydontemin Kkolay
uygulanacagi, filogenetik agidan en basit tir olmasidir. Bunlarin yanisira
temin ve bakim maliyetinin digik olmasi diger bir nedendir. Daha da
dnemlisi, postoperatif siireci olduk¢a agrih olan ve uygulanan operasyonun
denek igin bllylk bir cerrahi girisim oldugu bdyle bir deney icin en dayanikh

tir olmasi sayilabilmektedir.



Tablo 3.1.: Deney gruplari
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Deney ve konrol | Grup basina Kullanilan toplam
| Tekrar sayisi

guruplari denek adedi denek sayis!

Distraksiyon grubu
yon g 10 1 10

BMP+Kitosan  yukld

distraksiyon 10 1 10

grubu

1.Gurup: Kontrol gurubu (Sadece distraksiyon uygulanacak gurup).

2.Gurup: BMP ve Kitosan ( BMP tasiyicisi) yliklenmis distraktér ile

distraksiyon uygulanan, deney gurubu.

Birinci gurupta deneklere osteotomi sonrasi sadece distraksiyon

uygulanmugtir. lkinci guruptaki deneklere ise ayni distraktériere BMP ve

kitosan ytiklenerek distraksiyon yapiimistir.

3.2. Kontrollii Salim Sistemi iceren Distraktor:

Kontrollii ilag salimi yapmayi saglayacak bu igse 6zgil distraktor

sistemi geligtirilmigtir. Distraktér, kabaca distraksiyon saglayan destek ve

tesbit Unitesi ile etken maddenin yerlestirildi§i hazne ve piston Unitelerinden

olugsmaktadir (Sekil 5 ). Distraktériin Uretiminde plak-vida sistemlerinde

kullaniimakta olan paslanmaz gelikten faydalaniimigtir.
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Sekil 3.1.: Kontrollii ila¢ salan distraktor

Tutamagin her 360%lik hareketi ile disli gévdeden ana govdeye
aktarilan hereket ana govde ile dis govdenin birbirinden 0,25mm
uzaklagsmasini saglamaktadir. Bir baska deyisle her bir turda 0.25 mm’lik
distraksiyon olusturulmaktadir. Buna gére her 1mm’lik distraksiyon igin
tutamagin dort tur cevriimesi gerekmektedir. Bu hareket J siringaya da ayni
miktarda yansimakta ve siringa her bir turluk hareket ile 0.5mm®litk hacim
kaplayacak sekilde, diger bir deyisle 0.5 mm?® ilag iceren sivagi salacak
sekilde hazne igerisinde ilerlemektedir (Sekil 6).



Enjeksiyon
yoni

METRIC
INCHES

METRIC
INCHES

METRIC
INCHES

Sekil 3.2.: Distraksiyon ile kontrollii ilag salimi
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Hazneye kitosan mikrokirecikler igerisine entegre edilmis BMP-2
molekili jel kivamh bir ortam igerisinde yerlegtiriimistir. Hazne 8mm
uzunlukta ve 16mm?® hacimde olacak sekilde dizayn edilmistir. Haznenin 6n
tarafta tek bir acikli§i bulunmakta olup aciklik hazne gapindan daha dar
ancak 24G igne girebilecek kadar genis dizayn edilmigtir. Her giin distrakttr
ilerletildikge pistonun hazne icerisinde 1mm ilerlemesi ve 2mm®luk jelin
distraksiyon hattina salinmasi planlanmigtir. Hazne igerisindeki toplam BMP-2
dozu 2ug olup her giin yaklagik 0.25uyg BMP-2 igeren jelin distraksiyon

hattina birakilimasi éngéralmastr.
3.3 Deney Plant:

° Genel anestezi altinda uyluk anterolateral bdélgeden
longitudinal insizyon ile cilt, ciltalti gegilip kaslar ayrildiktan sonra kontroll{i
salim sistemi tagiyan distraktdr femura tesbit edilmistir.

° Femurun vaskillarizasyonu korunarak uzun aksa dik olarak
osteotomi yapilimigtir.

. Osteotomi sonrasi femur, kontrolli BMP salim saglayacak
bu ige 6zel Uretilmig distraktér yerlestirilerek tesbit edilmigtir.

. Ug ginlik latent periodu takiben giinde bir defa 1mm
distraksiyon, 8 giin yapilarak 8mm’lik distraksiyon mesafesi elde olunmustur.

. Distraksiyonun sonlandigt gin ilk radyografik de§erlendirme
yapilmigtir.
. Deney grubunda her bir distraksiyon iglemi ile distraktériin

haznesinden 6zel hazirlanmis olan belli miktarda BMP distraksiyon alanina
salinmigtir.

° Distraksiyon fazinin sona ermesini takiben 4 haftalik bir
konsolidasyon siiresi beklenmistir.

. Konsolidasyon siireci sonrasinda ikinci radyografik
degerlendirme yapilip denekler sakrifiye edilmigtir. Morfolojik ¢aligmalar igin
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bilateral saglam segmentlerie beraber distraksiyon zonu ¢ikartilarak deney

sonlandiriimigtir.

3.4 Cerrahi yontem:

Tum deneklere 90mg/kg ketamin ve 10mg/kg xylazine intramuskiiler
enjekte edilerek genel anestezi uygulanmigtir. Ayrica 10mg/kg Cephazolin
dozu ile antibiyotik profilaksi yapilmigtir (23). Girisim alani traglandiktan sonra
povidon iyodin kullanilarak saha temizlenerek asepsi-antisepsi kurallarina

uygun bigimde ortalmustar (Sekil 3.3.) .
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Sekil3.3.: Planlanan insizyon hatti

Genel anestezi altinda uyluk anterolateral bélgeden longitudinal
insizyon ile cilt, ciltalti gegilip biceps femoris ve vastus lateralis lifleri
ayrilmistir. Sonra, cerrahi sahada periost izerinden femura insersiyo yapan

veya origosunu femurdan alan kaslar kemikten ayrilmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4.: Kaslarin ayrilmasi.
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Femur vaskiillarizasyonu medial proksimal lokalizasyondan kemige giren
vaskiler vyapilar ile saglandigindan sézi edilen boélgede diseksiyon
yapilmayarak vaskiiler destek korunur.

Ardindan distraktériin yerlestirilecegi alan saptanip tesbit vidalari igin
plak delikleri Gzerinden 1,2mm kalinlikta matkap ucu ile planlanan osteotomi
hattinin her iki lateraline ikiser adet vida delikleri agiimistir. Daha sonra
distraktor tesbit plaklarindan 1,6mm kalinlik, 7mm uzunlukta mikro vidalar ile
femura sabitlenmistir (Sekil 3.5., 3.6.). Femurun vaskularizasyonu korunarak
uzun eksene dik olarak separatratér yardimiyla (10000 devir/dakika) serum
fizyolojik ile yikanarak osteotomi yapilmistir (Sekil 3.7., 3.8.).

Sekil 3.5.: Distraktor plai(larlmn vidalanigi
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Sekil 3.6.: Distraktoriin implantasyonu

Sekil 3.7.: Separatér yardimiyla (10000devir/dakika) femurun

osteotomize edilisi.
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Sekil 3.8.: Osteotomize segmentlerin birbirinden ayriligi.

Femur diyafizine yapilan osteotominin ardindan ayriimis olan kaslar
5.0 vikril kullanilarak devaml dikisler ile kapatilarak cilt 4.0 ipek ile dikilmistir.
(Sekil 3.9.). intraperitoneal 4cc serum fizyolojik uygulandiktan sonra insizyon
hatti povidon iyodin ile temizlenip uygun pansuman ile operasyon
sonlandirilir. Postoperatif siiregte analjezik olarak 20mg/kg/giin parasetamol

icme suyuna karistirilarak kullaniimistir.

Sekil 3.9.: Kas onarimi
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3.5 Postoperatif siirec:

Ug giinliik latent dénemin ardindan ginde 1 defa 1mm olmak lizere
distraksiyona baglanir. Toplam distraksiyon tim guruplarda 8 gin boyunca
toplam 8mm olacak sekilde surdirtimistir. Distraksiyonun sonlandinldidi
giin vyeterli distraksiyonun saglanip saglanamadigi radyografik olarak
degeriendirilmigtir. Distraksiyonun sona ermesinden sonra 4 hatftalik
konsolidasyon siresi beklenmigtir. Konsolidasyon siiresinin sonunda tekrar
direkt grafi ile distraksiyon hatti degerlendirilerek histolojik inceleme igin
denekler sakrifiye edilmig, herbir denegdin sag femur proksimal diyafizi ile diz
eklemi arasindaki segment spesmen olarak hazirlanmigtir. Spesmenler 20
kat hacimli %10 formaldehit solusyonu igerisinde saklanmigtir.

3.6 Histolojik Gere¢ ve Yontem:

Proksimal ve distal osteotomi kaynamasi, kallus olusumu,
biyomalzemenin rezorpsiyonu, defekt alanindaki yeni kemik olugsumu,
korteksin ve kemik iliginin yeniden yapilanmasi (remodeling) ve malzemeye
ait hiicre infiltrasyonu ile fibréz doku olusumu skorlanarak degerlendirilmigtir.

Doku oérnekieri fosfat tamponu iginde hazirlanmig %10’'luk formalin
cozeltisiyle tesbit edildikten sonra Decastro ¢bézeltisinde oda sicakliginda
kontrolli olarak dekalsifiye edilmigtir. Dekalsifikasyon sonrasi dereceli
alkollerden gegirilen 6rnekler sabit vakum uygulamasiyla parafin bloklara
gémilmistar. Parafin bloklardan rotary mikrotomda (Microm, Almanya) 5-7
mikrometre kalinhiginda kesitler alinmigtir.

Elde edilen histolojik kesitler hematoksilen-eozin ve Goldnerin
modifiye mallory trikrom teknigi ile boyanmigtir. Doku d&rnekleri g1k
mikroskobu diizeyinde temel olarak defekt alanindaki onarm iglemi ile
baglantii yeni kemik olusumu ve etkin madde yiklenmig kitosan
mikrokirelerinin doku ile uyumiulugu agisindan degerlendirilmigtir. Bu amagla
iki agamali, semi-kantitatif bir skorlama sistemi, ilgili literatirden modifiye
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edilerek kullaniimigtir. Biyomalzemeyle ilgili doku yaniti Royals ve arkadaslari
(Royals, 1999) ve kemik defektinin iyilesmesi An YH ve Friedman RJ (AN,
1999) tarafindan bildirilen yéntemlere gore skorlanmigtir (98, 99). Kullanilan
skorlama sistemi Tablo 3.2 ve 3.3'de 6zetlenmektedir. Adi gegen yénteme
gére proksimal ve distal osteotomi kaynamasi, kallus olusumu,
biyomalzemenin rezorpsiyonu, defekt alanindaki yeni kemik olugumu,
korteksin ve kemik iliginin yeniden yapilanmasi (remodelling) ve malzemeye
ait hlicre infiltrasyonu ile fibréz doku olusumu skorlanarak degerlendirilmigtir.
Bunun icin her doku 6érneginden farkli diizeylerde elde edilen en az on kesit,
iki aragtirici tarafindan Leica DMR (Almanya) model, bilgisayar baglantili 1gik
mikroskobunda incelenmistir. Elde edilen gorintiuler, Leica DC500 dijital
kamera (Almanya) araciliiyla bilgisayara aktarilarak kaydedilmistir.
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Tablo 3.2.: Histolojik skorlama sistemini olusturan iki agamadan ilki; “kemik
defektlerinin onarimi”. Kemik defektinin iyilesmesi icin beklenen maksimum

skor 18'dir.
Asama 1 Kemik Skorlar
Defektinin
Onarimi
Olgiitler 3 12 1 0
Fibréz kallus | Defekt boyunca Orta derecede fibréz Diigiik derecede fibréz Fibréz kallus
olugumu tam fibréz kallus kallus olugumu kallus olugumu olugmamasi

olugumu

Proksimal Tam kemiklesme | Orta derecede Dusgiik derecede Kaynama yoklugu
osteotomi (union) kemiklesme (> %50) kemiklesme (< %50) (non-union)
kaynamasi
Distal  osteotomi | Tam kemiklegme Orta derecede Diisiik derecede Kaynama yoklugu
kaynamasi (union) kemiklegme (> %50) kemiklesme (< %50) {non-union)
Defektte yeni | Defekite tam kemik | Orta derecede kemik Dugiik dercede kemik Yeni kemik
kemik olugumu olugumu olugsumu (> %50) olugsumu (< %50) olusmamasi
Kemik iligi | Erigkin tipi yagh Orta derecede yeni doku | Diigtik derecede yeni doku | Fibréz doku
degisiklikleri kemik iligi olugumu (> %50) olusumu (< %50)
Kortikal ~ yeniden | Tiimiyle yeni Orta derecede yeniden Disik derecede yeniden Yeniden
yapilanma yapilanan korteksin | yapanma (> % 50), yapilanma (< % 50), medulla | yapilanmanin hig
{fremodeling varlig intramedullar kanal bogluklarinin varhg olmamasi

Tablo 3.3.: Histolojik skorlama sistemini olusturan iki agsamadan ikincisi;
“biyomalzemeye doku yaniti”. Doku yaniti igin beklenen maksimum skor O’'dir.

Agama 2 Skorlar
Biyomalzemeye
Doku Yaniti
Olglitler 4 3 2 1 0
Fibrbz doku | Implant gevresinde | Normal doku Orta derecede ba§y | Az miktarda i§ bigimli
olugumu ciddi/ bol yapistnin kesintiye | dokusu olugumu hiicrelerin varhigi ya
miktarda,siki, ugramasi ve orta da hafif fibroplazi
kollagenden zengin | derecede siki fibroz
fibr6z bag dokusu bag§ dokusu
olugumu olugumu
Inflamatuvar Implanta karsi ciddi | Cok miktarda Orta derecede Az sayida lenfositya | Normal kontrol
hiicre hiicre infiltrasyonu lenfosit, makrofajin, | lenfosit, makrofaj, da makrofajin varli§i, | dokusu ile farklilik
infiltrasyonu ya da bdlgede doku | yabanci cisim dev az sayida yabanci yabanci cisim dev olmamasi ya da
nekrozunun varligi hicrelerinin, cisim dev hicresi hicresi, eozinofil ya implant alaninda
belirgin eozinofil ve | ve kiigiik bir odak da nétrofillerin bayj dokusunun
nétrofillerin varhg: seklinde bulunmamasi olugmamasi
nétrofillerin varlig
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3.7 Radyolojik Gereg¢ ve Yontem:

Distraksiyon  hatti, radyolojik olarak direk radyografi ile
degerlendirilmistir. Film c¢ekimi ve banyolanma islemleri Hacettepe
Universitesi Dig Hekimligi Fakiltesi Oral Diyagnoz ve Radyoloji Anabilim
Dal’'nda gerceklestirilmistir. Deneklerden distraksiyon slirecinin
tamamlanmasinin (8. giin) ve konsolidasyon siirecinin tamamlanmasinin (30.
gun) ardindan olmak tzere iki defa direk radyografi 6rnekleri alinmistir. Film
cekilirken X-isini kaynagi tim deneklere dokunacak kadar yaklastirilarak
kaynak ile kemik arasindaki mesafe standardize edilmistir (Sekil 16). Tum
deneklere esit doz ve siirede X i1sin1 uygulanarak érnekleme yapilmis ve elde
edilen tim filmler ayni banyoda yikanmistir. Elde edilen radyografilerin esit
uzaklhktan standart olarak dijital fotograflari alinip bu géruntilerdeki
kemiklesme dizeyi Scion Image software Beta 4.02 (Scion Corp., Frederick,
Md.) adli imaj analiz programi ile degerlendirilmistir (100).

Sekil 3.10.: Radyografik ornekleme. Denek yiiz lstii yatar
pozisyonda yatirlhp femura kalga ekleminde 90° fleksiyon ve
abdiiksiyon yaptirildiktan sonra X-isimi kaynag: cilde dokunacak kadar
yaklastinlarak film cekilir.
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3.8 istatistiksel Gereg ve Yontem:

Histolojik ve radyolojik skorlama sonuclarninin deney ve kontrol
gruplarindaki  dagihmininin =~ farkhiigt Man  Whitney U testiyle
degerlendirilmigtir. Deney ve kontrol gruplarinin 8. ve 30. giin elde edilen
radyolojik sonuglarinin aynt grup igerisindeki farkhliklari ise Wilcoxon
eslestiriimis iki 6érnek testi'yle irdelenmigtir. Gruplar arasi farkliik 0.05’ten
kiiclk oldugunda anlamli olarak kabul edilmigtir. Tim istatistik iglemleri PC
bilgisayarda; SPSS for Windows release 11.5 istatistik paketi kullanilarak
gercgeklestirilmigtir.
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SONUCLAR:

4.1 Histolojik Bulgular:

Tuam gruplardan, distraksiyon ve konsolidasyon sonrasi elde edilen
doku 6rnekleri, yontemde belirtilen doku iyilesme agamalari i¢in skorlandiktan
sonra ulasilan veriler Tablo 4.1.de gosterilmistir. Deney ve kontrol gruplarinin
timinde, olusturulan defekt alaninda dogrudan ba§ dokusu Gzerinden ya da
bir hiyalin kikirdak araciliyiyla kemiklesme ve iligin yeniden yapilanma
stirecini izleyen onarm isleminin gesitli evreleri izlenmigtir (Sekil
4.1.4.2.,4.3.). Histolojik iyilesme siireci, deney grubunda kontrol grubuna
gore hizlanmigtir.

Biyomalzeme olarak kitosan, yapilan én ¢alismalart dogrular bigimde
doku ile uyumlu bulunmustur. Malzemeye ait tanecikler, izlenen dénemde
nadir olarak mononiikleer inflamatuvar hiicreleri barindiran birka¢ kollagen
fibril ve fibroblast sirasiyla gevrili olarak izlenmigtir. Bu ince fibréz kapsiil,
kemiklegsme sirecine ait fibréz ve ossedz kallus ile devamh, gogu kez tamir
dokusundan ayrilamayacak kadar belirsiz olarak izlenmistir (Sekil 4.3.c, d).
Kitosan uygulanan gruplarnin hicbirinde yabanci cisim dev hicresi
gbzlenmemis; kitosana ait taneciklerin, kemigin kendi ekstraselller matriksi
gibi davranarak doku ile kaynastigi dikkati cekmistir (Sekil 4.3.c, d).

Distraksiyon uygulanan kortikal kemik kenarlar ile sinirlanmig
distraksiyon zonu, deney ve kontrol gruplarinda fibréz kallus ile dolu olarak
izlenmigstir (Sekil 4.1a-f, 4.2.a-f). Kontrol grubuna ait kesitlerde distraksiyon
alaninda; ¢evredeki gizgili kaslarin iceri dogru kivrilmasi ile diizensiz bigimli;
kollagen fibrillerden zengin fibréz bag dokusunun varligi dikkati gekmistir. Bu
grupta proksimal ve distal osteotomi hatlarindaki yeni kemik olugumu minimal
diizeydedir (Tablo 4.1., Sekil 4.1.a-f). Deney grubuna ait érneklerde fibréz
kallusun hiicre ve damarlardan daha zengin, proksimal ve distal osteotomi
hatlarindaki kemiklegmenin daha ileri diizeyde olmasi nedeniyle kontrol
grubundakine gére daha diizgiin bi¢imli oldugu izlenmistir (Sekil 4.2.a-f).
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Sekil 4.1.: Kontrol grubuna ait mikrograflarda, distraksiyon kenarlarinin (DK)
heniiz yeni kemik trabekiilleri ile devam etmedigi, distraksiyon zonunun (DZ)
fibréz kal (FK) ile dolu oldugu ve buraya yer yer cevredeki cizgili kaslarin (CK)
girdigi izlenmektedir. Ki: Kemik iligi; HE: Hematoksilen eozin; MT: Mallory trikrom.
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Sekil 4.2.: Deney grubuna ait mikrograflarda, distraksiyon kenarlarinin
(DK) yeni kemik trabekiilleri ile devam etmekte oldugu, (a) ve (b) de
distraksiyon zonunda (DZ) kemik uglarin birbirine iyice yaklastigs; (e) ve
(f) de bir kenarda kemik kopriniin olustugu izlenmektedir.
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Sekil 4.3.: Deney grubuna ait, biiyiik biiyiitmede elde edilen
mikrograflarda, distraksiyon zonundaki (DZ) yeni kemik trabekiillerinin
(K), kikirdak model (Ki) araciligiyla (b) ya da dogrudan bag
dokusundan (BD) farklandigi (c) alanlar izlenmektedir. Olusan yeni
kemik mavi izlenirken, olgunlastikca kirmizi olarak goriilmektedir.
Geng spongiyoz kemige yeniden yapilanmakta olan ilik bilesenlerinin
(Ki) eslik ettigine dikkat ediniz (a, b). (d)’de fibréz kali (FK) olusturan
bag dokusu iginde kitosana ait kirmizi renkli taneciklerin (oklar) birkac
sira ince kollagen fibril ve az sayida bag dokusu hiicresi ile sarili
oldugu ve iclerine dogru kemiklesmeye izin verdigi (*)gériilmektedir.
Pe: Periost; MT: Mallory trikrom.
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Deney grubunda proksimal ve distal osteotomi hatlarinda geng
spongiy6z kemik kitleleri ile kemiklesmenin gerceklestigi, fibr6z kallusun
oldukga daraldi§i izlenmektedir (Sekil 4.2.c, d). Hatta baz1 deneklerde
distraksiyon zonunun; bir kenarinda timiyle kemiklestigi saptanmigtir (Sekil
4.2.e, f). Osteotomi hatlarindaki kemiklesme sitrecinin dogrudan bag dokusu
tzerinden gerceklestigi alanlarda; fibr6z kallus komgulugunda ekstraselliler
matriks yapilarini yeni sekillendiren gen¢ kemik trabekilleri mallory trikromila
boyali preparatlarda mavi kirmizi arasi renklerde goériilmektedir. (Sekil 4.3.a,
b). Ayni bélgede endokondral kemiklegsmenin siiregeldigi sinirh alanlarda ise
yeni kemik spikilleri bazofilik (mavi) boyali kigik kikirdak adalart ile yakin
komsuluk gdstermektedir (Sekil 4.3.a, b). Osteoteomi hattina bitigik kortikal
kemige komsu alanlardan baglayarak kemik trabekiillerinin, yiizeylerindeki
aktif osteoblastlarla siklikla birbirleriyle agizlagir gériinumler verdigi dikkati
cekmistir (Sekil 4.2.c, d). Osteoklastlarin yeni olusmus kemik trabekullerini
tiraglayarak aralarda kemik iligi bilesenlerinin gelisimine olanak sagladig
saptanmigtir. Distraksiyon alaninda olusan spongiydz kemikte degisen
asamalarda yeniden yapilanma (remodeling) siirecinin basladij! izlenmigtir
(Sekil 4.2.c,4.2.d, 4.3.a, 4.3.b).

Hem deney hem de kontrol gruplarina ait érneklerde, distraksiyon
uygulanan kortikal kemigin; periostun da destegi ile saglkli bir yeniden
yapilanma siirecinde oldugu izlenmistir. Ancak kontrol grubunda distraksiyon
kenarinin oldukga sinirli kemiklesme géstermesi nedeniyle bu grupta iligin
yeniden yaptlanma sireci distraksiyon zonu boyunca kesintiye ugramigtir
(Sekil 4.1.a-d). Deney grubuna ait kesitlerde osteotomi hatlarindaki geng
spongiy6z kemik adaciklaninin komsulugunda; yaglh, erigkin tipi ilik
elemanlarinin yapilanmakta oldugu dikkati cekmistir (Sekil 4.2.c, d).
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Tablo 4.1.: Histolojik olarak defekt iyilesmesi ve biyomalzemeye doku

yanitinin, zamana gére ham skorlari

Kontrol Lo Deney

. n=6 : n=6
Defektin i'y“i!e,sm,esi. : Ham ' Ham
Fibroz kallus olusumu 3.3, 3,3, 3,3 3.3,5,3,3,3
Proksimal ___osteotomi|1, 2, 1, 1, 1, 1 33,2222
kaynamasi . [
Distal osteotomi kaynamasi 1,2, 1, 1, 1, 1 33,2222
Defektte yeni kemik olusumu 11,2,1,1, 1,1 3,3,2,2,2,2
Kemik iligi degisiklikiert 0,1,0,0,0,0 2,2,1,1,1,1
Kortikal yeniden yapilanma . |0,1,1,1,1,1 2,2,1,1,2,2
Topam |6, .7, 7,7,7 16, 16, 11,11, 14, 12
Biyomalzemeye doku yanrti
Fibrf}z doku olusumu 0,0,0,0,00 1,0,0,0,1,0
Inflamatuvar .~ hucre|0,0,0,0,0,0 1,0,1,1,1,1
infiltrasyonu - e
Toplam 0,0,0,0,0,0 2,0,1,1,2,1

4.2 Radyolojik Bulgular:

Postoperatif stiregte deneklerden distraksiyon baslangicinin 8. ve
30. gunlerinde radyografik 6rnekleme yapilmigtir. Sekizinci giinde gekilen
grafilerde kontrol ve dey grularinda planlanan distraksiyonun
gerceklestirildigi, distraktorlerin vidalar ve tesbit plaklart araciidi ile heriki
kemik ucunu stabilize ettigi gorilmastir. Her iki grupta da distraksiyonun bu
erken evresinde kemiklesmeyi telkin eden radyografik bulgu
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saptanmamistir(Sekil 4.4.a, c, 4.5.a, c). Distraksiyonun 30. giintinde gekilen
radyografilerde her iki grupta da distraktorler ile kemik stabilitesinin
korundugu gérulmustir. Kontrol grubunda bu evrede elde edilen 6rneklerde
distraksiyon alaninda minimal kalsifikasyon saptanmistir (Sekil 4.4.b, d).
Ayni giin deney grubundan elde olunan radyografilerde ise distraksiyon

alaninda belirgin kalsifikasyon gézlenmistir (Sekil 4.5.b, d).

Sekil 4.4.: Kontrol grubunda distraksiyonun sona erdigi 8.giin

distraksiyon hattinda kemiklegsmeye dair radyolojik bulgu
izlenmemekte (a, c), 30. giin ise sinirh diizeyde kemiklesme bulgusu

gozlenmektedir (b, d).
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Sekil 4.5.:Deney grubunda distraksiyonun sona erdigi 8.giin

distraksiyon hattinda kemiklesmeye dair radyolojik bulgu
izlenmemekte (a, c), 30. giin ise distraksiyon hattindaki belirgin
kemiklesme dikkati cekmektedir(b, d).

4.3 istatistiksel Degerlendirme:

Radyolojik inceleme ile cekilen filmler Scion Image software Beta
4.02 adli imaj analiz programinda analiz edilmistir. inceleme ile distraksiyon
alaninda olusan kalsifiye tanecik sayisi piksel birimi olarak sayiimis ve elde
olunan veri, Mann- Whitney U testi ile degerlendiriimistir. Degerlendirme

sonunda deney ve kontrol gruplari arasinda kalsifiye tanecik sayisi
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acisindan 8. gunde farklilik olmadigi ( p=0,33) 30. ginde ise anlamli farklilik
oldugu saptanmistir (P=0,006). Deney ve kontrol gruplarinin kemiklesme
duzeyleri kendi igerisinde deg@erlendirildiginde ise 30.gUnlerde saptanan
kemiklesme duzeyinin 8. guinden anlamlh sekilde farkl oldugu saptanmistir(
P=0.028). Her iki gruptan elde edilen histolojik veriler, Mann-Whitney U testi
ile degerlendirilmis, kemik defekt onariminin deney ve kontrol gruplari

arasinda farklilik gosterdigi izlenmistir. (p=0,005)

60000

500001

400001

30000 -

20000

Kalsifiye Tanecik Sayisi

10000+
! B s. Gin
0 [ 0. Giin

Dehey Kor‘1trol

GRUP

Sekil :4.6. Deney ve kontrol gruplarninda distraksiyonun
sonlandigi 8. giin kalsifikasyon gosteren tanecik sayisi birbirine yakin
iken 30. giinde kalsifikasyon gosteren tanecik sayisi deney grubunda

kontrol grubuna gore belirgin olarak fazladir.
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Histolojik
Skorlama
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il Deney Grubu
& Kontrol Grubu

Gruplar

Sekil 4.7.: Kontrol ve deney gruplarindan distraksiyonun 30. giiniinde

alinan dérneklerin histolojik skorlamalarinin karsilagtinimasi.

8.Giin Kalsifiye
Tanecik Sayisi
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Sekil 4.8.: Kontrol ve deney gruplarinda 8.giin ¢ekilen radyografilerde

kalsifiye tanecik sayilar arasinda anlamli bir farkhlik saptanmamistir.



30. Giin Kalsifiye
Tanecik Sayisi
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Gruplar
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O Kontrol Grubu
l Deney Grubu

Sekil 4.9.: 30. gin cekilen radyografilerde kalsifiye tanecik
sayisinin deney grubunda kontrol grubuna goére belirigin olarak arttig

gorilmektedir.
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TARTISMA

Distraksiyon osteogenezi ile vital kemik yiizeylerinin birbirinden
uzaklastinimasiyla yeni kemik dokusunun olusturulmasi saglanmaktadir. Bu
teknik, son on yilda timér cerrahisi, travmaya sekonder olusan defektlerin
tedavisi ve hipoplastik iskeletin rekonstriiksiyonunda basari ile kullaniimigtir.
Plastik cerrahi tedavi teknikleri icerisinde distraksiyon osteogenezi,
kraniofasiyal iskeletin hipoplazi ya da defektlerinin tedavisinde giderek énem
kazanan bir yer almaktadir. Bu teknik daha az invaziv olup klasik
kraniofasiyal rekonstriiksiyon yéntemlerine oranla ¢gok daha az morbiditeye
neden olmaktadir. Ayrica kemik doku onarimi esnasinda yumusak doku
harabiyeti en az diizeyde tutulabilmekte, bunun yanisira yumusak dokunun
da distraksiyon ile ekspansiyonu onarilan kemik defektinin {zerini 6rten
yumusak dokunun rekonstriksiyonuna katkida bulunmaktadir. Greftli
onarimlarda olugsan donér saha morbiditesi ortadan kalkmaktadir. DO’nin
serbest kemik greftine dusik enfeksiyon riski ve neredeyse sinirsiz
denilebilecek kemik dokusu saglamasi gibi Gstunlukleri olmasina ragmen en
6nemli dezavantaji ise tedavi siiresinin oldukga uzun olmasidir.

Surenin uzun olmasindaki en 6nemli faktér ise konsolidasyon
sliresinin uzun olmasidir. Konsolidasyon siresi, distraksiyon fazinin sona
ermmesinden rejenere  kemigin  fonksiyon  gérebilecek  dizeyde
olgunlagsmasina kadar gegen siire olarak tanimlanmaktadir (20). Genelikle
1mm’lik uzatma igin yaklagik 3 giin gerekmektedir ki, bunun bir gini
uzatma, iki giinii ise konsolidasyon igin harcanmaktadir. Buna gére 10cm’lik
bir defektin rekonstrilksiyonu igin 100 giinlik distraksiyon ve 200 giinlik
konsolidasyon siiresine gereksinim duyulmaktadir (101).

Tedavi siresinin uzuniuguna katkida bulunan bir dijer etken ise
yavag distraksiyon uygulamasidir. Hizh uzatma ile kiyaslandijinda yavag
distraksiyon ile hiicresel gen ekspresyonunun arttidi, bunun da hiicre digi
matriks Oriinlerinin sentezinin artigina katkida bulundugu Dbildirilmektedir
(23). Hizli distraksiyon uygulandiginda hiicre digi matriksteki molekiler
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donginiin  azalmasinin  sonucu olarak mezenkimal hicrelerin
diferansiyasyonundan sorumlu molekiillerin de ortama salinmasinda azalma
olugacaktir. Iste bu noktada osteoprogenitdr hiicre diferansiyasyonuna
neden olan ve distraksiyon sirecinin sonlanmasi ile ortamda az miktarda
bulunup, hizli harcanan BMP’lerin ortama kontrollii, sabit miktarda ve daha
uzun sire ile salinmasinin kemiklegmeyi arttiracagi diigtiniiimektedir.

Konsolidasyon siresinin uzuniugu ile komplikasyon gelisme
riskindeki artis arasinda iliski mevcuttur. Bu komplikasyonlar arasinda
distraktoriin kiriimasi, kemigin kiriimasi, distraktére bagli artan enfeksiyon
riski, kemik segmentlerde pozisyon degisikligi sayilabilmektedir. Hizli
distraksiyon bu riskleri azaltacaktir.

Ydaritilen arastirmada distraksiyon olustururken tam
kemiklesmenin olamayacagi hizda ve geniglikte kemik defekti olusturmak
hedeflenmigtir. Idealden uzak bu iyilesme icerisinde uygulanacak
osteoindiktif madde ve uygulanis tekniginin sadece distraksiyon yapilan
grup ile karsilagtinimasi amaclanmigtir. Literalirde kritik boyuttaki kemik
defekti sican femuru igin kimi yayinlarda 5mm, kimi yayinlarda ise 6mm
olarak bildiriimektedir. Distraksiyon hizi ile ilintili kritik boyutta defektten
bahseden herhangi bir caligma bulunamamistir. Bu nedenlerden &tiri
defektin planlanmasi asamasinda giinde bir defa 1mm’lik ilerletme ile
8mm’lik distraksiyon mesafesiAoIU§turuImaSI distntimustar. Yapilan 6n
calismada s6zl edilen distraksiyon hizinda ve defekt boyutunda non-union
gelistii gbzlenmistir. Yine giinde bir defa 1mm’lik distraksiyon
planlanmasinin nedeni hem deney, hem de kontrol gruplarinda etkin
kemiklesmenin 6niine gegmektir. Bu hizda distraksiyon insanda veya blyik
hayvanlarda, osteotomize kemik temas alani genis oldujundan ( ortalama
300-400mm? ) normal bir hiz iken, ortalama 10-12mm? kemik temas ylizeyi
olan kiglk bir denekte oldukga bilylk bir distraksiyon hizidir. Cunki
kemiklesmeyi saglayan ve proksimal ve distal osteotomi uglari arasinda
olugan erken kal dokusu daha az miktarda olusup, bu hizda distraksiyon ile
her iki tarafa ¢ekilerek daha ¢abuk incelmektedir.
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Kallus olgunlagmasinin degisik faktoriere bagh oldugu bildiriimistir.
lyilesme kapasitesini etkileyen hasta yas, distraksiyon uygulanan bdlgenin
vaskilaritesi 6nemli etkenlerdir (21). Ayrica gunlilkk distraksiyon hiz,
distraksiyon sekli (strekli ya da tek), distraktér stabilitesi de g6zardi
edilemez faktdrlerdendir (102). Kallus olgunlugunu saptamayi saglayan
basit bir tetkik ydntemi yoktur. X-ray ile oldukca ge¢ evrede yanit
alinabilmekte, ultrasonografi her zaman givenilir sonug vermemektedir.
Ortopedik cerrahide stabilite dizeyinin tayini igin degisik caligmalar
yapiimigtir (103). Kallus olguniugundan emin olunamamasi da fiksatoriin
ge¢ c¢ikariimasinda etkin nedenlerdendir. Buradan yola cikarak distraksiyon
ve konsolidasyon hizimin arttinimasinin  tedavi sirecini  kisaltacadi
disundlmektedir. Literatirde degisik distraksiyon hizlan denenmis, ancak
hizll distraksiyonun bir asamadan sonra non-union veya fibréz-uniona
neden oldugu ifade edilmis ve distraksiyon osteogenezi siirecinin
kisaltiimasinin hizli distraksiyon disinda bir yontemie gergeklestiriimesi
gerektigi vurgulanmistir (14, 104, 105).

Distraksiyon osteogenezinde kallus iyilesmesini hizlandirmak
amaclyla literatiirde uygulanan yéntemler arasinda hidrolik distraktérierle
stiregen devamli distraksiyon (29), kompresyon-distraksiyon sikluslar ile
mekanik stimilasyon (106), disik yogunluklu ultrasonografi (107),
osteoblast benzeri hiicre transplantasyonu (108), elektrostimiilasyon (109),
kalsiyum salfat enjeksiyonu (110), sistemik rekombinant growth hormon
uygulanimi (111), BMP-7 enjeksiyonu (20, 112) sayilabilmektedir. S6zi
edilen tekniklerin kimilerinin uygulama zorlugu, enfeksiyon riskini
arttirmalari, hasta uyumunun gigligl, kimilerinde beklenen etkinligin
gosterilememesi, veya uygulanan osteoindiiktif faktérlerin biyoyikiminin hizii
olmasi gibi sebeplerle sinirh etkinlik sergilemesi gibi dezavantajlan vardir.
Sayllan nedenlerden oturll literatirde halen distraksiyon osteogenezini
hizlandiracak etkin ve yaygin kabiul gérmis bir yéntem bulunmamaktadir.
Bununla beraber son yillarda osteinduktif ve osteokondktif ajanlarin kemik
iylesmesi ve distraksiyon osteogenezinin etkinligini arttirmaya yonelik
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calismalar hiz kazanmigtir. Literatirde bu iki ajanin kombine edilerek
kullanildi§i  aragtirmalar skafoldlar yardimi ile defekt rekonstrilksiyonu
esasina dayanmaktadir. Gerceklestirdigimiz aragtirmada ise distraksiyon
ilerletildikge hem osteoinduktif (BMP-2), hem osteokondiktif (kitosan
mikrokirecikler) ajanlar birbirine entegre edilmis halde distrasiyon alanina
intiyag gerektikge, kontrolli miktarda uygulanarak bu alandaki kemiklesme
miktarr arttinimigtir. Bir bagka deyisle literatiirdeki gibi bir kemik defekt
olusturulup buraya skafoldlar ile osteindiktif ve osteokondiiktif ajanlar
yerlegtirilerek  defekt dolduruimamig, kemik defekti yavas yavas
olusturulurken bir yandan da defekt sézii edilen teknik ile kemiklestirilmigtir.
BMP’nin kemiklesmeyi doz bagimh olarak arttirdiyi ve distraksiyonun
konsolidasyon evresini kisalttigi bilinmektedir (84, 85). Bu nedenle deney
grubunda gézlenmis olan kemiklesme, daha yiiksek dozlarda BMP kullanimi
ile hem daha belirginlesecek, hem de daha hizlandirilacaktir.
Osteodistraksiyon sirasinda suregen kemik olusumu tekrarlayan
mikrofraktiirlere  degil yiUkselmis endojen BMP-2 ve BMP-4e
baglanmaktadir (80). BMP molekdllerinin ekspresyon paterni, molekiiliin
Uretiminde mekanik uyarimin dogrudan veya dolayli olarak (retime katkida
bulundugunu géstermektedir (113). Distraksiyon siirdikge BMP-2 ve BMP-
4'Un yuksek seyretti§i saptanmistir (80). Bu nedenle klinik agidan bir
degerlendirme yapilacak olunursa, distraksiyon osteogenezinin egzojen
BMP ile hizlandiriimasinda endojen BMP dretiminin durdugu konsolidasyon
evresine odaklaniimasinin dogru olacag bildiriimektedir (113). Buradan
esinlenilerek distraktér yerlestirilirken uygulanacak tek doz BMP yerine
uygun tasiyicida depolanip, kontrolli, siiregen ve daha uzun sireli BMP
uygulamanin distraksiyon osteogenezini hizlandiracagi dustntimustir.
Literatirde sirekli osteoinduktif ajan uygulanimini saglayan bir
distraksiyon sistemi saptanamamistir. Grayson ve arkadaslarinca gelistirilen
bir eksternal distrakiérde digar uzanim sergileyen kanile edilmis tesbit
vidalarinin igerisinde agilan bir delikten spongioz kemik igerisine herhengi
bir kimyasal ajan enjekte edilebilecek bir diizenek gelistirilmigtir (114).
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Ancak so6zii edilen distraktér eksternal yerlegimlidir. Klinikte internal
distraktérlerin kullaniimasinin birtakim avantajlari vardir. Bular arasinda,
travmaya ve enfeksiyon gelisiminine a¢ik olmamasi, daha az skar birakarak
estetik sonuglarinin daha iyi olmasi, hastanin ginlik aktivitesini
engellememesi, bu sayede is giicli kaybinin ve dolayisiyla maliyetinin daha
az olmasi ve eksternal distrakiérlere g6ére daha stabil olmasi
saynlabilmektedir (26, 27, 28). Grayson ve arkadaslarinin geligtirmis odugu
distraktérde enjeksiyon esnasinda kemik i¢i ortamin dig ortam ile temast s6z
konusudur (114). Dolayisi ile bu sayilan faktérler enfeksiyon geligimini
kolaylagtiracak etkenler olarak gérilmektedir. Ayrica sistem, sirekli ve
kontrollii olarak ilag uygulama olanag: tanimamaktadir. Sézii edilen
distraktortin bir diger dezavantaji ise uygulanan medikasyonun osteotomi
hattiina yakin kanselléz kemige verilmesi, dogrudan distraksiyon hattinin
icerisine verilmemesidir. Dolayisi ile distraksiyon hattinin uzaginda
kansell6z kemige verilen ajanin disttraksiyon alanindaki hiicresel yaniti ne
6lclide etkileyecegi, etkilese de nasil standardize edilecegi tartismalidir.
Yeni aragtimalar BMP molekillerinin ortama aktif halde
salindiklarini, bununla beraber birka¢ molekiliin reseptériere baglanmadan
6nce BMP ile kompleksler olusturarak bu BMP molekdllerinin fonksiyonlarini
regiile ettigini gostermektedir (115). Uygulanan BMP’nin stabilitesi yapilacak
aragtirmanin  sonucunu etkileyebilecek 6nemli bir faktdér olarak
gorilmektedir. BMP molekulinin kuvvetli katlanmig yapisi ve disiilfit baglari
ile stabilize edilmis olmasi nedeniyle kendi iginde stabil bir protein oldugu
bilinmektedir (52). Ayrica molekilun orjinal elde edildigi ydontemde, kemik
mineral icerigi hidroklorik asit kullanilarak ayrigtirildii ve aylarca Ureye
maruz birakildii halde aktivitesini korududu bilinmektedir (52). Bu
nedenlerle distraktor icerisine kitosan tagiyiciya entegre edilerek
yerlestiriimis olan BMP’nin gerek distraksiyon slrecinde gerekse
konsolidasyon evresinde stabilitesini koruyarak inaktive olmayacagi

distndimistar.
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Ekstraselller matriks lokal BMP konsantrasyonunun
ayarlanmasinda aktif rol Gstlenmektedir. In vitro kogullarda BMP-3 ve BMP-
4 ekstraselller matriksin temel yapi taglarindan olan tip | kollajene ve bazal
membranin temel yapi tagi olan tip 1V kollajen ve heparine baglanmaktadir.
Literatirde BMP-4'in bu ektraseliiiler matriks elemanlarindan kontrollii
saliminin ve bu ektrasellliler matriks elemanlarinin spesifik organizasyonu
sayesinde mezenkimal hicrelerin diferasyonunun ve osteoprogenitdr
hiicrelere vaskiler yapilarin eglik etmesinin regile edildigine dair yayinlar
mevcuttur (116, 117). Saflastiriimis ¢6ziinebilen BMP fraksiyonu (20kDa),
uygun taglyici ile uygulandiinda aktivitesini daha iyi sergilemekte iken,
¢bzunlr olmayan BMP fraksiyonu (14kDa’luk proteinden ayrigmamis form),
taslyici bir sistem olmaksizin da kemiklesmeyi uyarmaktadir. Céziinebilir
saflagtinimig form tek bagina uygulandiginda ise kemiklegsmeyi
uyarmamaktadir (86). Buradan yola ctkarak BMP ile daha iyi sonuclar
alabilmek amaciyla uygun bir taslyici ortam saptanmasina gereksinim
duyulmustur.

Glnimizde halen literatiirde etkin kemik iyilegsmesi icin uygulanmasi
gereken BMP dozuna yonelik goris birligi saglanamamistir. Calismalarda
10 ng'dan 1 mg'a kadar degigen aralikta farkh dozlar denenmistir (73).
Aragtirmamizda, BMP’nin uzun sire yavas etki gostermesi planiandigindan
BMP-2 dozu herbir denek icin toplam 2ugr olacak sekilde hazirlanmigtir.
Literatrde kitosana yuklenerek uygulanan biyume faktérlerinin yaklagik
%55%5’inin ilk 24 saatte ortama salindigi, bir hafta sonrasinda ise uygulanan
dozun yaklagik %0.5-1'i oraninda bir miktarin siirekli salinarak diizeyinin
korundugu gésterilmigtir (93). Dogal ortamda kemik dokusunda 1 ugr/gr
BMP bulunmaktadir. 10ngr/ml konsantrasyonda BMP dozu ile ortamdaki
potansiyel osteoprogenitér hiicre syisinin diferansiyasyonunda, yine ayni
doz ile alkalen fosfataz aktivitesinde belirgin artis saglanabilmektedir. Sonug
olarak ilk yirmidort saatte kitosandan yiiksek oranda BMP-2 salinsa da
salim kinetigi dengeye ulastifinda salinan miktar, fizyolojik ortamda yeterli
osteoindiktif etkiyi saglayacak diizeydedir (72). Kitosandanki BMP-2 salim
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I'® jle igaretlenmesi

kinetiginin ¢alisilabilmesi igin bu molekilin
gerekmektedir. Ancak bu isaretleme igleminin maliyeti yuksektir. Bu nedenle
klinik uygulama 6ncesi kitosanin invivo salim kinetiginin galigmasinin ayr bir
arastirma konusu olarak distniimesi uygun olacaktir.

BMP-2'nin uygun tastyici ortamda korunmast ve taginmasi g¢alisma
sonucuna dogrudan etkiyecek 6nemli bir faktérdir. Biyomateryaller
kulanilarak yapilan arastirmalarda iki nokta g6z &ninde tutulmaktadir.
Bunlardan birisi, materyal ile gevre dokunun kisa sureli etkilesimi, digeri ise
biyomateryalin muhtemel toksisitesi, uygulama alanindaki fonksiyonel
performansi ile biyoyikilirli§ olarak ifade edilmektedir (118). Tagiyici ortam,
kolay Uretilebilir, kontrolsiiz difiizyona izin vermeyen, BMP-2 ile kismi
stabilite saglayan ve molekiler yapisini degistirmeyecek nitelikte bir
etkilesimi olan, biyouyumlu, immiin ve allerjik yanit olusturmayan kolay
rezorbe olan, yapisal olarak stabil, kolay sekillendirilebilen niteliklerde
olmaldir. Literatirde bazi biyomateryellerin kemik iligini baskiladig
bildirilmigtir. Calismamizda kitosan bdyle bir etki géstermemistir. Bu yéniiyle
kitosan, giivenle kullanilabilir bir tagiyici ajan olarak goriilmektedir. Daha
o6nce vyuariatilmis ve kalvaryal kemik defektlerinde kullanilan kemik
greftlerinin yagamsalliklarinin biyomateryaller ile arttinlmasini konu alan bir
calismada BMP-2 ile beraber kullanilan kitosanin biyouyumiu bir materyal
oldugu saptanmigtir-( Canter H. | . Tez, 2004).

Jel kivaminda viskozitesi olan bir tagiyici ortamin segilme nedeni
gerek peroperatif, gerekse implantasyon sonrasi distraksiyon siireci sonuna
kadar olusacak hareket sonucu hazneden ilacin kontrolsiiz akiginin
engellenmesidir. Haznenin arka kisminda piston bulundugu icin aciklik
sadece On tarafta bulunmaktadir. Bu nedenle &n agikliktan hava girdigi
taktirde ilacin disan akmasi s6z konusu olacaktir. Ancak jel viskozitesindeki
tasiyict ortamda konuglanmig ilag, havanin igeri kolay girigini
engellemektedir. S6zt edilen agikligin ¢api hazne g¢apindan daha kigik
olarak dizayn edilmigtir. Bu da digan akigi engelleyen bir diger faktérdur.
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Tum bu faktorler ilacin ortama istenen zamanda istenen dozda
saliverilmesini saglamaktadir.

Geligtirilen distraktor ile distraksiyon alanina herbir denek igin
planlanan 2ugrik BMP salimi 8 giinde sadlanmaktadir. Ancak molekulin
serbest hale gecgerek etkinligini sergilemesi kitosan . mikrokireciklerden
salinmasi ile gerceklesmektedir. Bu sayede kemiklesme alanina BMP
uygulamasi iki ayn basamakta kontrol edilerek daha genis bir zamana
yaylimaktadir. Bir bagka deyis ile BMP sadece distraksiyon esnasinda degil
konsolidasyon evresinde de etkinlik gésterecek sekilde distraksiyon hattina
birakilmaktadir.

Kemik olusumunun incelendigi calismalarda bakilmasi gereken
onemli bir parametre de yeni olugan kemikteki kemik iligi degisiklikleridir.
Kontrol grubunda distraksiyon kenarnin oldukga sinifh kemiklesme
gostermesi nedeniyle bu grupta iligin yeniden yapilanma streci distraksiyon
zonu boyunca kesintiye ugradidi, deney grubunda ise osteotomi hatlarindaki
genc¢ spongiydz kemik adaciklarinin komsulugunda; yagh, erigkin tipi ilik
elemaniarinin yapilanmakta oldugu dikkati cekmigtir .

Hizli ve etkin bir distraksiyon yonteminin gelistiriimesi, timér
cerrahisi sonrasi vaskiilarize kemik greftleri ile rekonstritksiyona ihtiyag
olmaksizin daha genis eksizyon marji ile cerrahi tedavi uygulama sansi
sadlayacaktir. Bu sayede kimi olgularda lokal rekiirrens gelisme ihtimali
azaltimig olacaktir. Cerrahi tedavinin radyoterapi ile kombine edilmesi
gereken durumlarda distraksiyon uygulamak daha mimkin bir tedavi
yaklasimi olarak gériilecektir.

Travmaya sekonder olugan defektlerin tedavisi ve hipoplastik
iskeletin rekonstriikksiyonunda daha hizli ve basarili sonuglar alinmasi
saglanabilecektir. Taslyici ortama osteoindiktif ajanin  yanisira
antibakteriyal ajanlarin da yerlestiriimesi, kontrolli salinan antibiyotikler
sayesinde travmatik olgularda enfeksiyon riskinin baskilanmas! ile

distraksiyonun daha erken baglamasina olanak taniyabilecektir.
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Literatirde, BMP’nin distraksiyon osteogenezinde sirekli
uygulandigi bir diger model bulunmamaktadir. Distraksiyon siirecinde tepe
yapan BMP molekiillerinin konsolidasyon evresinde de fizyolojik diuzeyin
tizerindeki bir dozda, kemiklesme alaninda bulunmasi BMP molekillerinin
kemiklesmenin bu evresindeki biyodinamizminin aydinlanmasina katkida
bulunacaktir.

Geligtirilen, stirekli osteoindiktif ajan salimi saglayan yeni bir
distraktor ile osteoindiiktif ajanlarin yanisira klinik gereksinimlere gére
antibakteriyel veya antineoplastik ajaniarin da kullaniimasi mimkuindir. Bu
sayede, s0z( edilen diger ilaclarin da kontrollti salim sistemleri kullanilarak
daha uzun siireli, lokalize olarak daha yiiksek ve sabit dozda ihtiya¢ duyulan
bolgeye uygulanma sans! dogacaktir.

Bilindigi lzere distraksiyon osteogenezi uygulanan hastalarda
tedavi basarisini uygulanan cerrahi tedavinin diginda etkileyen énemli bir
faktér de hasta uyumudur. Hastalarin, tedavi sirasinda giinlik aktivitelerini
yerine getirebilmeleri, sosyal ortamlarinda tagidiklan distraktor ile rahatsizlik
hissetmemeleri ve tedavi siresinin kisa olmasi uyumlanni arttiracaktir.
Kontrolli osteoindiiktif madde salarak distraksiyon osteogenezinin
hizlandinlmasini saglayan internal yerlesimli bir distraktériin hasta uyumunu
kolaylagtiracagi ve boylece daha iyi klinik sonuglar elde edilecegi
dustnulmektedir.

Kemik doku defektleri rekostrilkkte edilirken Ust diizeyde hasta
uyumu ile beraber kisa sireli ve etkin tedavi yéntemlerinin geligtiriimesi,
sagaltim masraflarinin en aza indiriimesine yardimci olacaktir. Dahasi, kisa
hospitalizasyon siiresi ve hizli sosyal adaptasyonun saglanmasi sayesinde
hastalarin tedavi streci nedeniyle ¢alistiklari is kolunda neden olduklari ig
glict kaybi en az diizeye indirgenecektir.

Yurttilmis olan galigmada, kontrollii BMP salabilen bir distraktor
kullanilarak  klinikte  distraksiyon  osteogenezini  hizlandirabilecek
arastirmalara 1sik tutacak deneysel bir model geligtiriimesi amaclanmugtir.

Aragtirmanin  sonucunda; distraksiyon osteogenezinde, distraksiyon



58

esnasinda olusturulan kemik defekt alanina, kontrolli osteoinduktif ajan
salinmasinin sadece distraksiyon uygulanmasina gére daha etkin
kemiklesme sagladigi saptanmig, histolojik veriler iyilesmenin deney

drubunda daha hizl oldugunu géstermistir.
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